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ОСОБЕННОСТИ ТРАНСКРИПЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ ДЛИННЫХ 
НЕКОДИРУЮЩИХ РНК (COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP) 

ПРИ ЯРОВИЗАЦИИ РАСТЕНИЙ Arabidopsis thaliana СЕВЕРНЫХ 
ПРИРОДНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ
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Выявлены особенности экспрессии lncРНК – COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP, выполняющие
важную функцию в яровизационно-опосредованном эпигенетическом механизме перехода к цветению
растений A. thaliana северных природных популяций (Карелия). Полученные результаты частично отли-
чаются от данных других авторов, выполняющих исследования на чистых линиях и других экотипах это-
го вида. Предполагается, что генетические и эпигенетические механизмы, участвующие в процессе
яровизации и контроле темпов зацветания, могут различаться у растений популяций разных геогра-
фических регионов.
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В последнее время наблюдается огромный
прогресс в изучении генетических и эпигенетиче-
ских механизмов, участвующих в процессах адап-
тации. Именно эпигенетические механизмы поз-
воляют организму адаптироваться к флуктуациям
климатических условий быстрее, чем изменение
генотипа в результате отбора и эволюции. Поэтому
изучение генетического контроля адаптивно-зна-
чимых признаков и эпигенетических механизмов
регуляции активности генов, отвечающих за про-
цессы адаптации, представляет большой научный
интерес.

Использование модельных организмов с ко-
ротким жизненным циклом и хорошо изученным
геномом, каким является Arabidopsis thaliana, позво-
ляет быстрее и успешнее решать поставленные за-
дачи. Выводы, полученные с их помощью, могут
иметь общебиологическое значение. Примером
эпигенетического механизма адаптации A. thaliana
к нестабильным условиям на северной перифе-
рии ареала вида является репрессия гена FLOW-
ERING LOCUS C (FLC), который кодирует инги-
бирующий цветение фактор транскрипции FLC
[1]. Время начала цветения является адаптивно-
значимым признаком для растений, способствуя
максимальному репродуктивному успеху. Репрес-

сия FLC происходит под воздействием низких
температур – яровизации, которая необходима
многим растениям умеренных широт для индукции
цветения. В рамках описанной проблемы большое
внимание уделяется исследователями длинным не-
кодирующим РНК (lncРНК – long noncoding
RNA): COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP, которые,
при участии репрессирующего комплекса PRC2,
подавляют транскрипцию FLC путем метилиро-
вания гистонов H3 по Lys27 с образованием ре-
прессирующих меток H3K27me3.

COOLAIR – антисмысловая РНК, транскриби-
руется у A. thaliana в ранней фазе яровизации из
промотора, локализованного в 3'-фланкирующей
некодирующей области FLC в ответ на низкие
температуры [2–5]. COLDAIR – транскрипт, за-
кодированный на смысловой цепи в составе 5'-
концевого района первого интрона FLC. Он
транскрибируется при продолжительном воздей-
ствии низких температур (20 дней и более) и вы-
полняет свою роль, физически связываясь с
PRC2, и перемещает этот комплекс вместе с ре-
прессирующими метками H3K27me3 в FLC-хро-
матин [6]. COLDWRAP – еще одна lncРНК, кото-
рая была идентифицирована D. Kim и S. Sung
сравнительно недавно [7]. Она участвует в эпиге-
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нетическом контроле экспрессии FLC совместно
с COLDAIR и транскрибируется с репрессирован-
ного промотора в смысловом направлении отно-
сительно FLC. Эти две lncРНК необходимы для
удерживания комплекса PRC2 на промоторе FLC
путем формирования репрессивной внутриген-
ной петли, которая способствует установлению
стабильно репрессированного хроматина. Петля
формируется между областью промотора, откуда
происходит COLDWRAP, и первым интроном, где
начинается COLDAIR. Авторы [7] также полага-
ют, что “внутригенное” образование петель мо-
жет быть общим механизмом репрессии генов.
Однако, что касается механизма, посредством ко-
торого происходит активация наборов lncРНК,
до сих пор нет ясного понимания. St. Rosa с со-
авт., используя одномолекулярную флуоресцент-
ную гибридизацию in situ (smFISH) показали, что
транскрипция COOLAIR антикоррелирует с тран-
скрипцией FLC, т.е. транскрипция COOLAIR и
FLC является взаимоисключающей [3].

В предыдущих наших исследованиях были вы-
явлены особенности экспрессии гена FLC в про-
цессе яровизации растений A. thaliana северных
природных популяций (Карелия) [8], отчасти не-
совпадающие с литературными данными [3, 5, 6,
9]. Установлен низкий уровень экспрессии FLC
до холодового воздействия в популяциях, пред-
ставленных в основном поздноцветущими фор-
мами растений. В процессе яровизации происхо-
дило увеличение уровня транскриптов мРНК FLC
на 10-й и 20-й день с последующим снижением ее
к 30-му дню. Особенным образом представлена
динамика экспрессии FLC в процессе яровизации
у S1-потомства одного раннецветущего растения,
при этом экспрессия FLC у них изменялась соглас-
но классическим представлениям: первоначально
высокий уровень транскриптов FLC в процессе яро-
визации снижался. Предполагается, что генетиче-
ские и эпигенетические механизмы, участвующие в
контроле темпов зацветания, могут различаться у
растений популяций разных географических реги-
онов.

В связи с этим, с целью выявления причины
особенности экспрессии FLC в процессе яровиза-
ции карельских популяций A. thaliana, мы про-
анализировали транскрипционную активность
lncРНК – COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP, у
растений до холодового воздействия и в процессе
яровизации от 20 до 63 дней. В качестве дополни-
тельных были поставлены следующие задачи:
1) определение длительности яровизации расте-
ний северных природных популяций, необходимой
для инициации цветения; 2) изучение влияния
разных способов яровизации (на стадии семян
или на стадии проростков) на динамику тран-
скрипционной активности FLC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали растения A. thaliana,

выращенные из собранных в природе семян се-
верных природных популяций, в Карелии. Ана-
лиз экспрессии lncРНК и гена FLC проводили на
молодых листьях растений из трех карельских попу-
ляций: Царевичи, Шуйская, Кончезеро. Названия
популяций даны в соответствии с близлежащими
населенными пунктами. Популяции Шуйская и
Кончезеро представлены поздноцветущими фор-
мами растений, а Царевичи – смешанная по вре-
мени начала цветения популяция (присутствуют
как ранние, так и поздние формы растений). В
качестве контроля использована раннецветущая
линия – Ler (Landsberg erecta).

Выращивание растений в лабораторных условиях
Выращивание растений в лабораторных усло-

виях проводили по общепринятым методикам
культивирования арабидопсиса [10]. Семена вы-
севали в чашки Петри на простую среду по Гихне-
ру–Велеминскому, которая готовилась на основе
8%-ного агар-агара с добавлением растворов макро-
и микроэлементов. Яровизацию проводили на
намоченных семенах и проростках (стадия розет-
ки). Для яровизации чашки Петри с семенами или
14-дневными проростками переносили на холод
(2–4°С) на 10, 20, 30, 40 или 63 (9 недель) дней.
Яровизированные семена в чашках Петри прора-
щивали под люминесцентными лампами при
температуре 22–24°С и круглосуточном освеще-
нии (10000 лк). Для определения времени начала
цветения молодые растения пересаживали из ча-
шек Петри в почву (смесь земли и песка 1 : 1) и
выращивали в тех же условиях.

Анализ уровня транскриптов lncРНК и гена FLC
Выделение суммарной РНК из листьев растений

осуществлялось с использованием набора Extract
RNA (Евроген, Россия) по протоколу производи-
теля. Качество и количество РНК определяли на
спектрофотометре SmartSpec (Bio-Rad, США).
Первую цепь кДНК синтезировали с помощью
набора для обратной транскрипции MMLVRT kit
(Евроген). Содержание мРНК оценивали мето-
дом ПЦР в режиме реального времени с интерка-
лирующим красителем SYBRGreen на приборе
iCycler iQ5 (Bio-Rad) с набором для ПЦР-РВ (Ев-
роген). Для определения уровня экспрессии
lncРНК каждую ПЦР проводили три раза, на че-
тырех независимых образцах кДНК. Последова-
тельности праймеров для анализа экспрессии:
FLC f: 5'-GCCAAGAAGACCGAACTCATGTTGA-3',
r: 5'-CAACCGCCGATTTAAGGTGGCTA-3';
COOLAIR f: 5'-CAACCCTCCAATATAATAACC-3',
r: 5'-TGCATCAAGTGAGAATCG-3'; COLDAIR f:
5'-ACCCTCCAATATAATAACCAAATG-3', r:
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5'-AGTTCTAGTCAGGTGTCTCG-3'; COLDWRAP f:
5'-GCATCACTCTCGTTTACCCC-3', r: 5'-CAG-
GTTTGGGTTCAAGTCGC-3' [7].

Анализ относительного содержания транскрип-
тов проводился с помощью метода 2–ΔΔCt [11], осно-
ванного на нормализации данных по экспрессии
относительно двух референсных генов. Рассчи-
тывалась разница значений Ct (ΔCt) между целе-
вым и референсными генами, затем сравнивались
значения ΔCt контрольного и опытного образцов.
В качестве референсных использованы гены
18sRNA, ACTIN8 и UBQ1, которые характеризуют-
ся конститутивной экспрессией. Последователь-
ности праймеров референсных генов: 18sRNA f:
5'-TGCCCGTTGCTCTGATGA-3', r: 5'-GGAT-
GTGGTAGCCGTTTCT-3'; ACTIN8 f: 5'-
GCAGACCGTATGAGCAAAGAG-3', r: 5'-
TGAGGGAAGCAAGGATAGAACC-3'; UBQ10 f:
5'-TCTTCTTTATCATCGCTTCG-3', r: 5'-GCT-
CAACACTTTCGCTACAT-3'. О специфичности
фрагментов судили по кривым плавления.

Статистическая обработка данных
Экспериментальные данные обрабатывали с

использованием статистических программ Mic-
rosoft Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). Достовер-
ность различий содержания мРНК lncРНК и FLC
в листьях растений разных популяций и между
отдельными 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
Влияние длительности яровизации на сокращение 
времени до начала цветения растений карельских 

популяций A. thaliana
Известно, что самые поздние по срокам зацве-

тания экотипы A. thaliana часто произрастают в
северных широтах [12]. Вероятно они имеют се-
лективное преимущество в условиях короткого и
холодного лета по сравнению с раннецветущими
формами. Карелия является северной границей
ареала вида. Предыдущие наши исследования по-
казали, что карельские популяции A. thaliana пред-
ставлены в основном позднецветущими формами
растений (это популяции Кончезеро и Шуйская),
которым для цветения требуется продолжитель-
ная яровизация. Однако одна из изученных попу-
ляций (Царевичи) оказалась гетерогенной по
срокам зацветания: в ее состав входят как ранне-
цветущие, так и позднецветущие формы расте-
ний. При этом увеличение длительности холодо-

вого воздействия приводило к сокращению доли
поздно зацветающих растений. Выявлена также
неодинаковая реакция растений отдельных попу-
ляций на яровизацию различной продолжитель-
ности [13, 14].

Растения A. thaliana популяций северных широт
как правило требуют очень длительную яровиза-
цию [15, 16]. Ранее было показано, что эффект позд-
него цветения растений этого вида полностью эли-
минируется 40-дневной холодовой обработкой
[17]. Однако для некоторых северных экотипов
эпигенетическое замолкание экспрессии FLC (с
помощью накопления триметилированных ги-
стонов H3K27me3 в FLC хроматине) идет более
медленно, и 40-дневная яровизация не приводит
к стабильной репрессии FLC. Для них требуется
более длительная, до12 нед., яровизация [18, 19].

В связи с этим, мы увеличили время яровиза-
ции растений карельских популяций A. thaliana
до девяти нед. (63 дня), при этом яровизировали
14-дневные проростки на стадии розетки. Резуль-
таты показали, что девятинедельная яровизация
привела к более синхронному зацветанию всех
растений в короткие сроки – 20–45 дней по срав-
нению с 40-дневной яровизацией (рис. 1).

Анализ транскрипционной активности FLC 
при разных способах яровизации растений

Ранее нами были выявлены особенности тран-
скрипционной активности гена FLC в процессе
яровизации A. thaliana карельских популяций [8].
В отличие от предыдущих исследований, в данной
работе применили разные способы яровизации:
яровизировали не только намоченные семена, но и
14-дневные растения. Яровизация на стадии розет-
ки наилучшим образом соответствует природным
условиям. В случае яровизации семян требуется до-
полнительный период выращивания растений –
примерно 14 дней при 22°С, которые затем ис-
пользуются для анализа.

В настоящем исследовании уровень тран-
скриптов мРНК FLC определяли у неяровизиро-
ванных растений и растений после холодового
воздействия разной продолжительности: 10, 20, 30,
40 и 63 дней. Анализ показал низкий уровень экс-
прессии FLC у неяровизированных растений, что
отличается от данных других исследователей [6,
20–22]. Предполагается, что это может быть связа-
но с чрезмерной активностью генов-регуляторов
автономного пути, оказывающих супрессирующий
эффект на экспрессию FLC – FCA; FLD, FVE [23].
Далее, как видно на графиках (рис. 2), при увели-
чении длительности яровизации идет усиление
транскрипционной активности гена. При ярови-
зации семян увеличение экспрессии происходит
быстрее, уже на десятый день яровизации. Тогда
как при яровизации растений увеличение тран-
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скриптов мРНК FLC наблюдается на более позд-
нем сроке: на 20-й день в популяции Царевичи и
на 30-й день в популяциях Шуйская и Кончезеро.
Интересно, что у растений смешанной по времени
цветения популяции – Царевичи, отмечен более
значительный подъем по сравнению с растениями
из популяций поздно зацветающих растений. Та-
кой неожиданный подъем может объясняться ге-

нетическими особенностями позднецветущих
растений A. thaliana карельских популяций, а так-
же возможно связан с активностью гистоновых
деметилаз.

Известно, что пять белков, содержащих домен
Jumonji-C (JMJ) – JMJ11, JMJ12, JMJ13, JMJ30 и
JMJ32, обладают активностью по удалению ги-
стоновых репресивных меток H3K27me3 и, таким

Рис. 1. Влияние длительности яровизации на время начала цветения растений A. thaliana северных природных попу-
ляций.
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образом, могут модулировать скорость яровиза-
ции [24]. Также установлено, что двойные мутанты
jmj30 jmj32 характеризуются ранним цветением по-
сле двухнедельной яровизации при активном FLC.
Далее, к 40-му дню яровизации происходит по-
степенное снижение экспрессии FLC, что согла-
суется с результатами других исследователей [6,
20, 21]. Таким образом, выявленные нами ранее
особенности транскрипционной активности
гена FLC в процессе холодового воздействия у
растений A. thaliana карельских популяций, со-
храняются независимо от способа яровизации
растений.

Изучение динамики транскрипционной активности 
COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP в процессе 

яровизации растений A. thaliana северных 
природных популяций

Анализ уровня транскриптов COOLAIR, COL-
DAIR, COLDWRAP карельских популяциях про-
водился нами на неяровизированных растениях и
растениях после холодового воздействия различной
продолжительности: 20, 30 и 63 дня. Результаты
представлены на диаграммах (рис. 3). Динамика
экспрессии всех трех lncРНК оказалась сходной:
относительно высокий уровень транскриптов у
неяровизированных растений в начале холодово-

Рис. 2. Изменение уровня транскриптов гена FLC в процессе яровизации семян и растений A. thaliana северных при-
родных популяций. По оси Х – условия выращивания растений: nv – без яровизации; 10, 20…63 – длительность яро-
визации в сутках; по оси Y – относительный уровень транскриптов FLC.
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го воздействия (20 дней) снижался, а затем, либо
имел тенденцию к постепенному повышению (в
популяции Кончезеро), либо достоверно повы-
шался (популяции Шуйская и Царевичи) к 30-му
или 63-му дню яровизации. При этом все три про-

анализированные популяции, как представлен-
ные только позднецветущими растениями (Кон-
чезеро и Шуйская), так и смешанная по времени
начала цветения (Царевичи), проявили сходную
картину изменения транскрипционной активно-

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии lncРНК в процессе яровизации растений A. thaliana северных природных
популяций. По оси Х – продолжительность яровизации: nv – без яровизации; 20, 30, 63 – длительность яровизации в
сутках; по оси Y – уровень транскриптов lncРНК в отн. ед. Значимость различий неяровизированных растений с яро-
визированными: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001.
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сти lncРНК. Раннецветущая линия Ler служила
контролем экспрессии lncРНК для неяровизиро-
ванных растений. Транскрипционная активность
каждой из трех lncРНК у растений карельских по-
пуляций оказалась значительно выше, чем у ран-
нецветущей линий Ler, которой не требуется яро-
визация.

Результаты зарубежных исследований [3, 5–7],
полученные на других линиях и экотипах A. thali-
ana, показывают, что низкий уровень экспрессии
COOLAIR, COLDAIR и COLDWRAP до холодового
воздействия повышался и достигал пика к 20-му
дню яровизации, а затем падал к 40-му дню. Одна-
ко, в целом, наши результаты находятся в соответ-
ствии с выводами, сделанными St. Rosa с коллегами
[3]: транскрипция COOLAIR обратно коррелирует с
транскрипцией FLC.

Таким образом, проведенное исследование
показало, что для A. thaliana карельских популя-
ций требуется длительная яровизация: холодовое
воздействие в течение девяти недель приводит к
более синхронному зацветанию всех растений в
короткие сроки (20–45 дней) по сравнению с 40-
дневной яровизацией. Выявленные нами ранее
особенности транскрипционной активности FLC
у A. thaliana карельских популяций, подтверди-
лись в данной работе, при этом они сохраняются
независимо от способа яровизации растений. По-
лученные результаты позволяют судить о своеоб-
разии генетических процессов и эпигенетических
механизмов, участвующих в регуляции транскрип-
ционной активности генов и lncРНК, контролиру-
ющих адаптивно-значимый признак растений
A. thaliana – время начала цветения – в популяциях,
расположенных на северной периферии ареала ви-
да в нестабильных условиях произрастания.

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на
выполнение государственного задания КарНЦ
РАН (№ темы FMEN-2022-0009).

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.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Peculiarities of Transcriptional Activity of Long Non-Coding RNAs (COOLAIR, 
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Peculiarities of the lncRNA expression – COOLAIR, COLDAIR, and COLDWRAP, which perform an im-
portant function in the vernalization-mediated epigenetic mechanism of the transition to f lowering in
A. thaliana plants of northern natural populations (Karelia), were revealed. The results obtained are partly
differ from the data of other authors performing studies on pure lines and other ecotypes of this species. It is
suggested that the genetic and epigenetic mechanisms involved in the process of vernalization and control of
flowering times may differ in plant populations from different geographic regions.
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