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Яровизация, или длительное воздействие холода, существенно ускоряет зацветание и увеличивает
урожаи многих культур. Механизмы влияния яровизации на переход к цветению хорошо изучены у
модельного организма Arabidopsis thaliana, однако до сих пор не раскрыты у бобовых. Мы
рассмотрели действие яровизации на экспрессию генов цветения у одной из важнейших
зернобобовых культур – нута. Ответ на яровизацию свойственен для диких видов нута, а у
культурных сортов это свойство во многом утрачено. Сравнение экспрессии ортологов основных
регуляторов цветения Arabidopsis у дикого и культурного нута показало, что относительные уровни
концентраций продуктов генов FTa1 и FTa3 существенно повышались после яровизации
независимо от вида. В то же время, ответ на яровизацию генов, активируемых FT, различался между
культурным и диким нутом, предполагая отличия механизмов регуляции в генной сети. 
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SOC1, LFY.
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Яровизация (или вернализация) – это свой-
ство многих видов растений ускорять переход к
цветению после воздействия низких температур.
Дикие виды бобовых умеренного климата чув-
ствительны к яровизации, однако культурные
сорта в ходе селекции во многом утратили это
свойство [1, 2]. Окультуривание привело к утрате
генетического разнообразия, являющегося необ-
ходимым инструментом селекции, и сужению
климатических зон возделывания культур. В на-
стоящее время активно внедряется расширение
генетического разнообразия современных сортов
бобовых за счет введения генов и аллелей от ди-
ких видов, отвечающих, в частности, за реакцию
на яровизацию [3, 4]. Этот процесс требует де-

тального понимания соответствующих молеку-
лярно-генетических механизмов. Однако о моле-
кулярных механизмах ответа на яровизацию у бо-
бовых известно очень мало. 

Ответ на яровизацию напрямую связан с важ-
нейшим агрономическим признаком – временем
цветения. Этот признак определяет урожайность
и используется в селекционном процессе. Гены
цветения и их взаимодействия при яровизации
хорошо изучены у модельного организма Arabi-
dopsis thaliana [5]. Ген FLOWERING LOCUS C
(FLC), кодирующий фактор транскрипции, по-
давляет зацветание посредством репрессии ос-
новного активатора цветения – гена FLOWERING
LOCUS T (FT) [6]. Помимо гена FT, мишенью FLC
является ген SUPPRESSOR OF OVEREXPRES-
SION OF CONSTANS1 (SOC1) [7]. FLC взаимодей-
ствует с первым интроном гена FT и промоторной

Сокращение: RT-qPCR – полимеразная цепная реакция в
реальном времени. 
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областью гена SOC1 [8]. В ответ на яровизацию
уровень экспрессии FLC снижается, что активи-
рует экспрессию FT и SOC1 и запускает переход
растения к цветению за счет активации генов
идентичности меристем APETALA1 (AP1) и
LEAFY (LFY) [5, 8, 9].

Бобовые имеют целый ряд отличий от A. thali-
ana. Во-первых, бобовые имеют несколько орто-
логов генов FT и SOC1 Arabidopsis, которые часто
различаются по характеру экспрессии и роли в
активации цветения [10]. Во-вторых, в геномах
чувствительных к яровизации бобовых отсутству-
ет ген FLC [11] и до сих пор не выявлен ген (или
гены), выполняющие его функцию. 

Однако, несмотря на неопределенность, каса-
ющуюся основного регулятора ответа на яровиза-
цию, опубликовано много доказательств того, что
гены FT бобовых выполняют роль основных ми-
шеней действия яровизации [12−17].

В этой работе мы решили изучить действие
яровизации на экспрессию основных интеграто-
ров цветения у нута. Нут – это ценная зернобобо-
вая культура, отличающаяся высоким содержа-
нием белка, имеющего сбалансированный ами-
нокислотный состав. 

Дикий нут Cicer reticulatum, являющийся пря-
мым предком культурного нута, чувствителен к
действию яровизации. Cелекционные сорта куль-
турного нута Cicer arietinum слабо реагируют на
яровизацию. Однако было показано, что ответ на
яровизацию свойственен для более позднецвету-
щих образцов [1, 2]). В нашей работе мы исполь-
зовали раннецветущий культурный сорт
ICCV 96029, считающийся нечувствительным к
фотопериоду и яровизации [18]. Это делает его
интересным объектом исследований. В нашей
недавней работе по анализу транскриптомов нута
мы показали, что у этого сорта при яровизации
существенно повышается экспрессия гена FTa3
[19]. Однако закономерностей по изменению ха-
рактера экспрессии других генов после холодово-
го воздействия не было выявлено. 

Характер экспрессии генов цветения у дикого
нута после яровизации ранее не рассматривался.
В данной работе мы изучили ответ на яровизацию
на уровне генной экспрессии у образца дикого
нута Cicer reticulatum TR83052, страной происхож-
дения которого является Турция.

В геноме нута пять генов FT (FTa1, FTa2, FTa3,
FTB и FTC) и два гена SOC1 (SOC1_1 и SOC1_2)
[10, 11, 20]. По аналогии с результатами, опубли-
кованными ранее для Medicago truncаtula, мы
предположили, что эти гены вовлечены в ответ на
яровизацию у нута [14]. Мы сравнили количе-
ственную экспрессию двух генов FT (FTa1 и
FTa3), двух генов SOC1 (SOC1_1 и SOC1_2) и их
предполагаемой мишени LFY у дикого и культур-
ного нута до и после яровизации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Образцы нута. Для эксперимента использова-

ли два образца нута из коллекции Всероссийско-
го института генетических ресурсов растений
имени Н.И. Вавилова (ВИР): быстрозацвета-
ющий образец культурного нута Cicer arietinum
ICCV 96029 и образец дикого нута Cicer reticulatum
TR83052.

Яровизация семян. Для яровизации семена
культурного и дикого нута помещали в чашки
Петри между слоями фильтровальной бумаги,
смоченной стерилизованной дистиллированной
водой, и инкубировали 35 суток при температуре
4°С в темноте. Семена без яровизации аналогич-
но инкубировали 5 суток при комнатной темпе-
ратуре для проращивания и синхронизации воз-
раста проростков после яровизации и без нее.

Условия выращивания. Выращивание нута
проводили в теплице ЛГУ имени А.С. Пушкина
(Пушкин, Санкт-Петербург). Пророщенные се-
мена сажали в горшки объемом 7.5 л по 2–3 расте-
ния в горшок. Торфяной питательный субстрат
содержал смесь высококачественных верховых
сфагновых торфов различной степени разложе-
ния. Влагоемкость торфяного субстрата состав-
ляла 75–80%, а значения pH находились в интер-
вале от 6 до 7. Полив в среднем осуществляли
один раз в 5 суток. Температура в теплице состав-
ляла в среднем 30°С в дневное время и 24°С в ноч-
ное время. Выращивание проводили в условиях
длинного светового дня. В тепличных условиях в
солнечный день приход света в среднем составлял
34 000 лк. Условия полива и освещения были оди-
наковыми для растений после яровизации и без
нее.

Сбор растительного материала. Для анализа
экспрессии генов для каждого образца, каждого
условия (с яровизацией и без нее) и каждой вре-
менной точки материал собирали от трех расте-
ний. Были собраны полностью раскрывшиеся
верхние листья [18]. Сбор проводили утром при-
мерно в одно и то же время (в 10–11 часов утра),
чтобы в дальнейшем свести к минимуму вариа-
бельность генной экспрессии, связанную с регу-
ляцией сигнальными путями фотопериода и цир-
кадных ритмов. Собранный материал помещали
в низкотемпературный морозильник при темпе-
ратуре –80°С для выделения РНК и последующе-
го анализа. 

Выделение РНК и подготовка кДНК. Замо-
роженный растительный материал гомогени-
зировали. Тотальную РНК выделяли набором
SKYPrep RNA Pure Plant Plus Kit (SkyGen, Рос-
сия) для тканей растений, богатых полисахарида-
ми и полифенолами.

Концентрацию РНК измеряли с помощью на-
бора Qubit RNA BR Assay Kit для количественно-
го определения РНК и флуорометра Qubit 4.0
(Thermo Fisher Scientific, США).
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Чистоту РНК определяли на спектрофотомет-
ре по отношению поглощения на длинах волн 260
и 280 нм (A260/280), а также, 260 и 230 нм (A260/230).
Целостность РНК оценивали при помощи элек-
трофореза в 1%-м агарозном геле с красителем
GelRed (Biotium, США).

Для синтеза первой цепи кДНК на матрице
РНК использовали набор MMLV RT kit («Евро-
ген», Москва).

Количественная полимеразная цепная реакция в
реальном времени (RT-qPCR). Праймеры подби-
рали с помощью коммерческой программы Bea-
con Designer, версия 7.9.

Последовательности и свойства праймеров
приведены в табл. 1. Синтез праймеров заказыва-
ли в компании «Евроген» (Москва).

Реакционную смесь подготавливали с исполь-
зованием набора qPCRmix-HS SYBR+LowROX,
содержащего интеркалирующий краситель SYBR
Green I («Евроген», Москва). В качестве рефе-
ренсного гена использовали Elongation factor 1-al-

pha (EF-1α). ПЦР в реальном времени проводили
на амплификаторе QuantStudio 5 (Thermo Fisher
Scientific, США). 

Для каждой из трех биологических повторно-
стей при постановке RT-qPCR делали три техни-
ческие повторности. Обработку данных RT-qPCR
проводили методом 2ˆ(-delta delta CT) [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Мы выбрали образцы с сильно различающим-
ся временем цветения и чувствительностью к
яровизации и рассмотрели уровни экспрессии ге-
нов на временном отрезке, захватывающем появ-
ление полностью раскрывшихся цветков у дикого
и культурного нута.

Образец культурного нута ICCV 96029 зацветал
в одно и то же время без яровизации и после нее.
Дикий нут, представленный образцом TR83052,
переходил к цветению позже культурного. Во
временной точке T1, когда культурный нут зацвел

Таблица 1. Праймеры для проведения RT-qPCR 

№ Ген Последовательность Температура 
плавления, °C

Размер ампликона

1 FTA1 F: TAATGAGGTTGTAGGTTA 48 155

R: CTAAGTTGTAGAGTTCAG 50

2 FTa3 F: ATCAACCAAGAGTTAGTG 50 121

R: ACCAACCAATGAAGATAC 50

3 SOC1–1 (Ca3) F: AGTTGCTCTTATCATCTT 48 182

R: GTTCAATCTTCTTCATCAA 50

4 SOC1–2 (Ca7) F: GACTAATAATACTTCAACAC 52 199

R: AATACTGCTTATACTTCTC 50

5 LFY F: CACTAGCACTAGAACTTC 52 81

R: TTGGTCCTAATAACTAAGAG 54

Примечание. F – прямой праймер, R – обратный праймер.

Таблица 2. Динамика зацветания образцов культурного и дикого нута 

Образец Яровизация T1 (20-е сутки) T2 (28-е сутки) T3 (37-е сутки)

ICCV 96029 (C. arietinum)
– Цветки

+ Цветки

TR83052 (C. reticulatum)
– Бутоны Цветки

+ Бутоны Цветки Цветки

Примечание. T1–T3 – временны′е точки, соответствующие обозначенному количеству дней после посадки семян в почву.
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при обоих условиях, у дикого образца после яро-
визации только появились бутоны (табл. 2). Тем
не менее, во временной точке T1 и дикий, и куль-
турный нут показали очень сильное повышение
уровней экспрессии гена FTa3 после яровизации
(рис. 1 и 2). Экспрессия FTa1 также была значи-
тельно выше у растений после яровизации, чем у
контрольных растений, как у дикого, так и у куль-
турного образца. У дикого нута различия уровней
экспрессии FTa1 между контрольными образца-
ми и образцами после яровизации увеличивались
со временем (рис. 1).

Интересно, что экспрессия двух генов SOC1
продемонстрировала различный ответ на ярови-
зацию. У дикого образца экспрессия гена SOC1_2
была чувствительна к яровизации и стабильно
повышалась после холодового воздействия неза-
висимо от временной точки. Однако экспрессия
гена SOC1_1 возрастала под действием яровиза-
ции только в момент времени T1, в начале зацве-
тания. В точке T2 экспрессии SOC1_1 после яро-
визации была лишь незначительно повышена, а в
точке T3 даже снижена относительно контроль-
ных растений (рис. 1, табл. 2). Примечательно,

Рис. 1. Экспрессия пяти генов-интеграторов сигнальных путей цветения у образца TR83052 дикого нута Cicer reticula-
tum без яровизации и после яровизации. Данные получены с помощью RT-qPCR и нормированы на экспрессию
референсного гена EF-1α. Показаны средние значения относительных уровней экспрессии и стандартные
отклонения. T1, T2, T3 – временны′е точки (см. табл. 2).
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что у культурного образца, наоборот, от яровиза-
ции зависела экспрессия SOC1_1, а экспрессия
SOC1_2 почти не менялась по сравнению с кон-
тролем (рис. 2).

Ген идентичности меристем LFY у нута, пред-
положительно, может являться мишенью дей-
ствия генов FT и SOC1. Экспрессия LFY у дикого
образца во всех временных точках возрастала по-
сле яровизации. Однако у культурного образца
экспрессия LFY практически не реагировала на
яровизацию.

На основе полученных результатов можно
предположить, что экспрессия генов FT у нута
повышается после яровизации независимо от то-
го, чувствительно ли растение к яровизации, или
нет. Возможно, у культурного нута присутствуют
механизмы, подавляющие активирующее дей-
ствие генов FT после яровизации так, что оно не
передается генам идентичности меристем. Вслед-
ствие этого, ранний переход к цветению не насту-
пает. 

Очевидно, что у нута экспрессия гена FTa3
проявляет особую чувствительность к яровиза-
ции. В работе [20] на основе анализа локусов ко-
личественных признаков (QTL) у нута было пока-

зано, что кластер генов FTa1–FTa2–FTc на хро-
мосоме 3 отвечает за раннее цветение культур-
ного нута C. arietinum в сравнении с диким нутом 
C. reticulatum. Возможно, что у нута чув-
ствительность к фотопериоду и яровизации 
обеспечиваются разными генами FT, так же как 
у Medicago truncatula и гороха Pisum sativum [12, 
22]. Таким образом, ген FTa3 может быть основ-
ной мишенью пути яровизации у нута, но дей-
ствовать независимо от кластера генов FTa1–
FTa2–FTc. Предыдущие исследования также 
выявили, что гены FT бобовых могут формиро-
вать сети взаимодействий [22, 23], но механизмы 
передачи сигнала в этих сетях еще не изучены. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены экспериментальные данные и впер-
вые проведено сравнение характера экспрессии
генов цветения до и после яровизации у дикого и
культурного нута. Ранее для нута опубликовано
лишь несколько работ, посвященных изменению
активности генов цветения при яровизации. Та-
ким образом, представленные результаты могут
быть применены как для планирования дальней-
ших экспериментов, так и предсказания механиз-
мов, определяющих динамику экспрессии генов,
с помощью математических моделей. 
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Vernalization, or prolonged exposure to cold, significantly accelerates f lowering and increases yields in many
crops. The mechanisms of the effect of vernalization on the transition to f lowering are well studied in the
model organism Arabidopsis thaliana, but have not yet been uncovered in legumes. We examined the effect of
vernalization on f lowering gene expression in one of the most important legumes, chickpea. The response to
vernalization is characteristic of wild chickpea species, while this property is largely lost in the cultivated va-
rieties. We compared expression of orthologs of the main Arabidopsis f lowering regulators in wild and culti-
vated chickpea with and without vernalization. The expression levels of FTa1 and FTa3 gene products in-
creased significantly after vernalization, regardless of species. At the same time, the response to vernalization
of FT-activated genes differed between cultivated and wild chickpea, suggesting different regulatory mecha-
nisms in the gene network. 

Keywords: chickpea, Cicer arietinum, Cicer reticulatum, flowering, vernalization, gene expression, FT, SOC1,
LFY
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