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ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ FLC И VIN3 В ПРОЦЕССЕ ЯРОВИЗАЦИИ 
РАСТЕНИЙ Arabidopsis thaliana СЕВЕРНЫХ ПРИРОДНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ
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Выявлены особенности экспрессии генов FLC и VIN3, играющих ведущую роль в яровизационно-
опосредованном переходе к цветению у растений A. thaliana северных природных популяций (Ка-
релия). Отмечены различия в динамике транскрипционной активности FLC и VIN3 при яровизации
для популяций, представленных поздноцветущими формами, с одной стороны, и смешанной по
времени зацветания растений популяции, с другой. Установлен низкий уровень экспрессии FLC и
VIN3 у растений исследованных популяций до холодового воздействия. В процессе яровизации
происходит увеличение уровня транскриптов мРНК FLC на 10-й и 20-й день с последующим сниже-
нием его к 30-му дню. Длительное воздействие холода вызывает усиление экспрессии VIN3 с пиком в
популяциях, представленных поздноцветущими формами растений, на 30-й день яровизации, а в
смешанной по времени зацветания растений популяции – на 40-й день. Особенным образом пред-
ставлена динамика экспрессии генов FLC и VIN3 в процессе яровизации у S1 потомства одного ран-
нецветущего растения, при этом экспрессия FLC у него изменяется согласно классическим пред-
ставлениям: первоначально высокий уровень транскриптов FLC в процессе яровизации снижается.
Предполагается, что генетические и эпигенетические механизмы, участвующие в контроле темпов
зацветания, и гены, вовлеченные в этот процесс, могут различаться у растений популяций разных
географических регионов.
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Переход от вегетативной к репродуктивной фа-
зе является наиболее важным событием в жизнен-
ном цикле растения, и оно должно происходить
строго в определенное время, чтобы обеспечить
максимальный репродуктивный успех. Таким об-
разом, время начала цветения – это адаптивно
значимый признак для растений. У Arabidopsis
thaliana – классического модельного объекта пе-
реход к цветению контролируется несколькими
генетическими путями, включая автономный
путь, фотопериодический, яровизационный и
путь с участием гиббереллиновой кислоты [1]. В
результате формируется регуляторная сеть, кото-
рая интегрирует эндогенное состояние развития
растения с сигналами окружающей среды (дли-
ной дня, температурой и т.д.), чтобы строго кон-
тролировать время перехода к цветению [2].

Ключевым компонентом в этой регуляторной
цепи у арабидопсиса является ген FLC (FLOWER-
ING LOCUS C) – центральный ингибитор иници-
ации цветения у A. thaliana, кодирующий MADS-
домен-содержащий фактор транскрипции [3, 4].

Экспрессия FLC контролируется различными ак-
тиваторами и репрессорами. Автономный путь,
включающий гены FVE, FCA (FLOWERING CON-
TROL LOCUS A) и FLD (FLOWERING LOCUS D),
конститутивно контролирует подавление экс-
прессии FLC для стимуляции цветения [5, 6]. Ген
FRI (FRIGIDA) кодирует белок FRI, являющийся
основным активатором FLC [7]. Мутации в гене
FRI, вызывающие потерю или снижение функ-
ции, широко распространены и отвечают за боль-
шую часть вариаций по времени начала цветения
среди природных популяций арабидопсиса [8–
10]. Эффект активации FLC под действием FRI
доминирует над супрессирующим эффектом ге-
нов-регуляторов автономного пути, однако мо-
жет быть преодолен влиянием низких температур
(яровизацией) [4].

В природе растения арабидопсиса представле-
ны озимыми и яровыми формами, отличия кото-
рых определяются аллелями генов FRI и FLC. Для
озимых растений характерны доминантные алле-
ли, в то время как у яровых форм присутствуют
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нефункциональный аллель fri и/или слабый ал-
лель flc [7]. Переход к цветению озимых форм
арабидопсиса начинается при низком уровне экс-
прессии FLC, снижение которого наблюдается во
время яровизации [3, 11]. Под воздействием холода
запускаются механизмы эпигенетического кон-
троля, переводящие ген FLC в репрессивное состо-
яние [12]. Холодовой стресс индуцирует экспрес-
сию гена VIN3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 3)
[13], кодирующего транскрипционный фактор.
VIN3 относится к группе PHD (Plant Homeo Do-
men finger) и отвечает за сайт-специфическое
связывание с хроматином [14, 15]. VIN3 необхо-
дим для запуска молекулярных механизмов мо-
дификации хроматина FLC [16, 17]. Пролонгиро-
ванное воздействие холода приводит к усилению
экспрессии VIN3, при этом транскрипционный
фактор VIN3 связывается с эволюционно-кон-
сервативным мультибелковым комплексом PRC2
(Polycomb Repressive Complex 2) [18]. Этот ком-
плекс способен блокировать транскрипцию ге-
нов-мишеней путем метилирования гистонов и
формирования плотной структуры хроматина.
PRC2 опосредует метилирование гистона H3 по
Lys27 (H3K27me3) через его коровый компонент –
гистонметилтрансферазу [19]. Исследования Jiang с
коллегами [20] показали, что PRC2 у A. thaliana,
включающий белки CLF, EMF2 и FIE, принима-
ет участие в репрессии генной экспрессии FLC.
В частности, CLF, кодируемый геном CLF
(CURLY LEAF), имеет домен SET и, как все подоб-
ные белки, обладает H3K27 метилтрансферазаной
активностью (т.е. образует HKMTs – гистоновые
метки метилтрансферазы). Таким образом, в про-
цессе яровизации увеличивается уровень метили-
рованных гистонов H3 Lys(27) хроматина FLC [16].
Эти гистоновые метки (H3K27me3) ассоциируются
с транскрипционно “молчащим” состоянием гена
[21]. Согласно FLC–VIN3 – регуляторной модели
[22], предложенной в последнее время, именно эти
два гена играют ведущую роль в яровизационно-
опосредованном переходе к цветению. К тому же
предполагается, что FLC- и VIN3-семейства генов
совместно эволюционировали [23].

Эпигенетический механизм перехода к цвете-
нию под воздействием низких температур рас-
крыт на лабораторных линиях A. thaliana [21], ко-
торые в большинстве своем являются раннецве-
тущими. Однако природные популяции в этом
отношении до сих пор не изучены. Карельские
популяции A. thaliana представлены в основном
поздноцветущими формами [24]. Известно, что
самые поздние экотипы арабидопсиса произрас-
тают в самых северных странах [25]. Вероятно, та-
кие растения имеют селективное преимущество в
условиях короткого и холодного лета. Однако в
некоторых карельских популяциях встречаются и
раннецветущие (яровые) формы этого вида, к то-
му же сроки начала цветения растений в популя-

циях существенно варьируют [24, 26]. Нами было
показано с помощью анализа нуклеотидной по-
следовательности генов FRI и FLC, что раннее
цветение растений в карельских популяциях ара-
бидопсиса не связано с мутациями, характерны-
ми для раннецветущих линий Col и Ler [26].

Поскольку по данным литературы переход к
цветению у A. thaliana регулируется посредством
репрессии и активации экспрессии генов VIN3 и
FLC, мы предположили, что разнообразие при-
знака “время начала цветения” в карельских по-
пуляциях данного вида может быть обусловлено
особенностями транскрипционной активности
этих генов. Для проверки данного предположе-
ния нами была проведена оценка уровня мРНК
генов FLC и VIN3 у растений северных природных
популяций A. thaliana до холодового воздействия
и в процессе яровизации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования отобраны популяции, разли-

чающиеся по времени начала цветения отдельных
растений и по реакции их на яровизацию. Проана-
лизированы растения двух карельских популяций,
представленных поздноцветущими формами (Кон-
чезеро и Шуйская) и одной смешанной по време-
ни цветения (ранние и поздние формы) популя-
ции – Царевичи. В отдельную группу выделены
потомки (или S1-поколение) одного раннецвету-
щего растения из популяции Царевичи.

Выращивание растений в лабораторных условиях
Выращивание растений в лабораторных усло-

виях проводили по общепринятым методикам
культивирования арабидопсиса [27]. Семена, со-
бранные во время экспедиции 2015 г., высевали в
чашки Петри и проращивали на простой среде по
Гихнеру–Велеминскому, которая готовилась на
основе 8%-ного агар-агара с добавлением раство-
ров макроэлементов (KNO3, MgSO4 ⋅ 7H2O,
Ca(NO3)2 ⋅ 4H2O, K2HPO4), FeSO4 ⋅ 7H2O, ЭДТА
(натриевая соль) и микроэлементов. Для яровиза-
ции чашки Петри с семенами переносили на холод
(2–4°С) на 10, 20, 30 или 40 дней. Чашки Петри с
неяровизированными семенами и после яровиза-
ции переносили на свет и выращивали при темпе-
ратуре 23–25°С и круглосуточном освещении
(10000 лк) под люминесцентными лампами. Ли-
стья 10–11-дневных растений использовали в
анализе. Для определения времени начала цвете-
ния молодые растения пересаживали из чашек
Петри в почву (смесь земли и песка 1 : 1).

Анализ уровня транскриптов генов
Выделение суммарной РНК из листьев расте-

ний осуществлялось с использованием набора



ГЕНЕТИКА  том 55  № 7  2019

ДИНАМИКА ЭКСПРЕССИИ FLC И VIN3 813

ExtractRNA (Евроген, Россия) по методике про-
изводителя. Навеску листьев 50 мг гомогенизиро-
вали в лизирующем буфере ExtractRNA. Депроте-
инизацию проводили с помощью хлороформа.
Тотальную РНК осаждали в этиловом спирте. Ка-
чество и количество РНК определяли на спектро-
фотометре Smart Spec (Bio-Rad, США). Выделен-
ную РНК обрабатывали ДНКазой (1 e. a.).
Первую цепь кДНК синтезировали с помощью
набора для обратной транскрипции MMLV RT kit
(Евроген). Содержание мРНК генов FLC и VIN3
оценивали методом ПЦР в режиме реального
времени с интеркалирующим красителем SYBR
Green на приборе iCycler iQ5 (Bio-Rad) с набором
для ПЦР-РВ (Евроген). Для определения уровня
экспрессии генов каждую ПЦР проводили 3 раза,
на трех независимых образцах кДНК. Последова-
тельности праймеров для анализа экспрессии: FLC
F: 5'-GCCAAGAAGACCGAACTCATGTTGA-3',
R: 5'-CAACCGCCGATTTAAGGTGGCTA-3'; VIN3
F: 5'-AGAAGCTGTGTTCTCAGGCAATGG-3',
R: 5'-TCTTCGTCCTTCGACTTTCGACAAA-3'. Ана-
лиз относительного содержания транскриптов
проводили с помощью метода 2–ΔΔCt [28], основан-
ного на нормализации данных по экспрессии от-
носительно двух референсных генов. В качестве
референсных использованы гены 18sRNA и UBQ10
[29]. Последовательности праймеров референс-
ных генов: 18sRNA F: 5'-TGCCCGTTGCTCTGA-
TGA-3', R: 5'-GGATGTGGTAGCCGTTTCT-3';
UBQ10 F: 5'-TCTTCTTTATCATCGCTTCG-3',
R: 5'-GCTCAACACTTTCGCTACAT-3'. О специ-
фичности фрагментов судили по кривым плав-
ления.

Статистическая обработка данных

Экспериментальные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистических программ Microsoft
Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). Достоверность
различий содержания мРНК генов FLC и VIN3 в ли-
стьях растений разных популяций и между от-
дельными группами растений по длительности
яровизации оценивали с помощью непараметри-
ческого 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
Изучение времени начала цветения и реакции

на яровизацию растений карельских популяций
A. thaliana

В предыдущем нашем исследовании [24] пока-
зано, что растения A. thaliana в популяциях Кон-
чезеро и Шуйская являются поздноцветущими,

зацветающими без предварительной холодовой
обработки через 4–6 мес. Популяция Царевичи
оказалась полиморфной по этому признаку: в ее
состав входят как раннецветущие, так и поздно-
цветущие формы растений.

В настоящей работе оценка влияния яровиза-
ции на время начала цветения растений карель-
ских популяций показала, что увеличение дли-
тельности холодового воздействия приводит к со-
кращению доли поздно зацветающих растений.
При этом реакция на яровизацию различной про-
должительности у растений отдельных популя-
ций оказалась неодинаковой (рис. 1). Так, слабый
ответ на холодовое воздействие проявили расте-
ния из популяции Шуйская: 14- и 30-дневная яро-
визация не привела к сокращению периода до на-
чала цветения у 75–78% растений. Время до начала
цветения при 40-дневной яровизации у растений
этой популяции сократилось до 35–75 дней. Расте-
ния из популяции Царевичи активно реагировали
на яровизацию: даже непродолжительное холодо-
вое воздействие (14 дней) сократило долю позд-
ноцветущих растений до 14%, а при 40-дневной
яровизации все растения зацветали на 20–35-й
день. Реакция на яровизацию растений из попу-
ляции Кончезеро оказалась промежуточной: вре-
мя начала цветения при максимально длительной
яровизации сократилось до 35–60 дней. Выявлен-
ный неодинаковый ответ на яровизацию растений
отдельных популяций может, по-видимому, сви-
детельствовать о различиях в эпигенетических
процессах и/или полиморфизме по генам, контро-
лирующим потребность в яровизации, – VIN3,
VRN1, VRN2. В частности, на зерновых культурах
показано увеличение активирующих гистонов
H3K9me3 и снижение репрессирующих меток
H3K27me3 в хроматине VRN1 в течение яровиза-
ции [30]. Как полагают Banerjee и Roychoudhury
[31], такие вариации в статусе H3K9-метилирова-
ния свидетельствуют о яровизационной памяти
растений.

Анализ экспрессии генов, контролирующих 
эпигенетический механизм перехода к цветению

в карельских популяциях A. thaliana
Анализ экспрессии генов FLC и VIN3 проводи-

ли на неяровизированных растениях и растениях
после холодового воздействия разной продолжи-
тельности: 10, 20, 30 и 40 дней. Уровень транскрип-
тов мРНК FLC у растений изученных популяций
оказался низким в оптимальных условиях до холо-
дового воздействия (рис. 2). Это отличается от дан-
ных литературы, которые были получены на линиях
и других экотипах арабидопсиса [3, 11, 12, 21, 32].

Как было продемонстрировано Heo и Sung
[21], первоначально высокий уровень транскрип-
тов FLC в процессе яровизации снижается за счет
модификации хроматина. Авторы установили,
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что в метилировании гистонов хроматина FLC
участвуют длинные интронные некодирующие
РНК (long intronic non-coding RNA, lincRNA), ко-
торые транскрибируются с самого локуса FLC. Ко-
личество их увеличивается в ответ на холодовое
воздействие. При этом в ранней фазе действия
низких температур транскрибируется COOLAIR
(COOL ASSISTED INTRONIC NONCODING

RNA), закодированный в 3'-некодируемой об-
ласти на антисмысловой цепи гена, а в поздней
фазе – COLDAIR (COLD ASSISTED INTRONIC
NONCODING RNA) – транскрипт, закодиро-
ванный на смысловой цепи в первом интроне
FLC. COLDAIR выполняет свою роль, физически
связываесь с PRC2 через взаимодействие с CLF, и
перемещает этот комплекс вместе с гистоновыми

Рис. 1. Влияние длительности яровизации на время начала цветения растений A. thaliana карельских популяций. NV –
без яровизации; V14, V30, V40 – длительность яровизации в сутках.
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репрессивными метками (H3K27me3) в FLC-хро-
матин (рис. 3).

Низкий уровень транскриптов мРНК FLC у
растений карельских популяций может быть свя-
зан с чрезмерной активностью генов-регуляторов
автономного пути, оказывающих супрессирую-
щий эффект на экспрессию FLC – FCA, FY, PCFS4
[33]; REF6 [34]; FLD, FVE [6]. Далее, как показано
в настоящем исследовании, неожиданно проис-
ходит подъем транскрипционного уровня FLC на
10-й и 20-й день яровизации в популяциях Шуй-
ская и Царевичи. Причины этого явления неясны.
Возможно, такой неожиданный подъем связан с
генетическими особенностями поздноцветущих
растений карельских популяций. При этом у рас-
тений смешанной по времени цветения популя-
ции Царевичи отмеченный подъем значительнее
по сравнению с растениями из популяции поздно
зацветающих растений – Шуйская. Далее при
продолжении холодового воздействия преодоле-
вается эффект активации FLC под действием FRI,
и изменение транскрипционного уровня FLC

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии генов FLC и VIN3. По оси Х – продолжительность яровизации: NV – без
яровизации; V10, V20, V30, V40 – длительность яровизации в сутках; по оси Y – уровень транскриптов генов в отн. ед.
Растения из популяций: ш – Шуйская, к – Кончезеро, ц – Царевичи, цр – потомство раннецветущего растения из по-
пуляции Царевичи. Значимость различий неяровизированных растений (NV) с яровизированными: * P < 0.05; ** P <
< 0.001.
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Рис. 3. Изменение уровня транскриптов генов (FLC,
VIN3) и lincRNAs (COOLAIR, COLDAIR) в процессе
яровизации. По оси Х – условия выращивания расте-
ний: NV – без яровизации, V10 – 10 дней яровизации,
V20 – 20 дней, V30 – 30 дней, V40 – 40 дней, V40 T10 –
10 дней в обычных условиях после 40 дней яровиза-
ции (цит. по [21]).
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идет согласно представлениям Heo и Sung [21],
т.е. он снижается к 30-му дню яровизации. В по-
пуляции Кончезеро достоверных различий в из-
менении уровня экспрессии FLC в процессе яро-
визации не выявлено. В отличие от популяций в
группе растений S1 транскрипционный уровень
FLC до яровизации оказался намного выше. За-
тем, как видно на рис. 2, в процессе яровизации
он снижается. Таким образом, динамика экс-
прессии FLC в процессе яровизации растений S1
не противоречит классическим представлениям
[3, 11, 12, 21, 32].

Анализ уровня экспрессии VIN3 показал, что у
всех неяровизированных растений он оказался
низким (рис. 2). Далее в процессе холодового воз-
действия наблюдается достоверный рост уровня
транскриптов мРНК VIN3. Полученные данные
подтверждают вывод Sung и Amasino [13] о том,
что холодовой стресс индуцирует экспрессию
VIN3 – инициатора процесса яровизации, а про-
лонгированное воздействие холода приводит к
усилению его экспрессии. Heo и Sung [21] показа-
ли, что только после 40-дневной яровизации экс-
прессия VIN3 достигает своего пика, и FLC-хрома-
тин становится максимально заметилированным.
Это приводит, в конечном счете, к необратимой
митотически стабильной репрессии FLC (рис. 3)
и инициации цветения. Однако в отличие от дан-
ных, полученных Heo и Sung [21], в популяциях
поздноцветущих растений (Шуйская и Кончезе-
ро) пик экспрессии VIN3 приходится на 30-й день
яровизации, а в смешанной по времени зацвета-
ния популяции (Царевичи) согласно литератур-
ным данным [21] – на 40-й день. Динамика экс-
прессии VIN3 у S1 растений оказалась отличной
от таковой у растений изученных популяций: не-
большое достоверное повышение содержания
мРНК происходит на 10-й день яровизации и да-
лее, в процессе яровизации, оно сохраняется при-
близительно на одном уровне, без существенного
повышения. Возможно, такая особенность экс-
прессии VIN3 у этих растений является следствием
каких-то нарушений или особенностей функций
гена. Тем не менее VIN3 является членом неболь-
шого семейства генов VIL (VIN3-LIKE) и, как по-
лагают Turck и Coupland [35], другие члены этого
семейства могут компенсировать отсутствие или
снижение функции VIN3 на ранних стадиях яро-
визации.

Полученные нами результаты могут свиде-
тельствовать о своеобразии генетических процес-
сов и эпигенетических механизмов, участвующих
в регуляции темпов зацветания поздноцветущих
форм растений A. thaliana из северных природных
популяций. Данное заключение подтверждается
результатами недавних исследований, показав-
ших, что для некоторых экотипов A. thaliana се-
верных широт 40 дней яровизации недостаточно
и требуется более длительная (12 нед.) яровиза-

ция [36, 37]. Так, Duncan с коллегами [37] изучали
популяции A. thaliana, находящиеся в Северной
Швеции, приблизительно в тех же широтах, что и
карельские популяции (самые северные популя-
ции ~62°30′ N). Они показали, что у поздноцвету-
щего образца Lov-1 эпигенетическое замолкание
экспрессии FLC с помощью накопления триме-
тилированных гистонов H3K27me3 идет более
медленно по сравнению с линией Col FRIsr2. Ше-
стинедельная яровизация (42 дня) не приводит к
стабильной репрессии FLC-экспрессии и после
10 дней роста при 22°С уровень экспрессии гена
повышается. Авторы объясняют этот факт про-
цессами реактивации FLC в условиях оптималь-
ной температуры.

Таким образом, в настоящем исследовании
нами показаны различия карельских популяций
A. thaliana по времени начала цветения и реакции
на яровизацию входящих в их состав растений.
Согласно предложенной в последнее время моде-
ли [22] о ведущей роли генов FLC и VIN3 в ярови-
зационно-опосредованном переходе к цветению,
нами было оценено содержание транскриптов
мРНК этих генов у растений разных популяций
до холодового воздействия и в процессе яровиза-
ции. Отмечены различия в динамике транскрип-
ционной активности FLC и VIN3 для популяций,
представленных поздноцветущими формами, с
одной стороны, и популяции, смешанной по вре-
мени зацветания растений, с другой. Выявлены
особенности экспрессии FLC и VIN3 у растений
карельских популяций в отличие от данных лите-
ратуры [3, 11, 21]. Возможно, эти особенности
связаны с эпигенетическими причинами, т.е. с
различиями в степени метилирования хроматина
FLC у растений отдельных популяций до и в про-
цессе яровизации, что и планируется нами про-
анализировать в дальнейшем. Результаты исследо-
вания позволяют предположить, что генетические
и эпигенетические механизмы контроля темпов
зацветания и гены, вовлеченные в этот процесс,
могут различаться у растений популяций разных
географических регионов и отличаться от меха-
низма, представленного Heo и Sung [21].

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания КарНЦ
РАН (№ темы 0218-2019-0077).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.
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Changes of FLC and VIN3 Expression during the Vernalization
of the Plant Arabidopsis thaliana of Northern Natural Populations
O. M. Fedorenkoa, *, L. V. Topchievaa, M. V. Zaretskayaa, and O. N. Lebedevaa

aInstitute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, 185910 Russia
*e-mail: fedorenko_om@mail.ru

The specific features of the expression of FLC and VIN3 genes that play a leading role in the vernalization-
mediated transition to f lowering in A. thaliana plants of northern natural populations (Karelia) were revealed.
Differences in these genes expression changes during vernalization were noted between the populations rep-
resented by the late-flowering plants on the one hand, and the population mixed by the f lowering time of the
plants on the other hand. A low level of FLC and VIN3 genes expression in plants of the studied populations
before cold exposure was established. During the vernalization there is an increase in the level of FLC mRNA
transcripts was observed with the maximum expression at 10 and 20 days of cold, followed by a decrease by
the 30 days. Prolonged exposure to cold induces an increase of VIN3 expression with the maximum in the
late-flowering plant populations on the 30th day of vernalization and in the mixed on time- f lowering plant
population on the 40th day. The change in the expression of FLC and VIN3 in the process of vernalization in
S1 of the offspring of one early-flowering plant is presented in a special way while the expression of FLC in
them changes according to the classical ideas: the high level of FLC transcripts before vernalization during
cold exposure is reduced. It is suggested that the genetic and epigenetic mechanisms which control f lowering
time and the genes involved in this process may differ in plant populations from different geographic regions.

Keywords: Arabidopsis thaliana, natural populations, f lowering time, vernalization, expression of FLC and
VIN3 genes, epigenetic mechanisms.
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