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Проанализирована динамика транскрипционной активности одного из ключевых генов цир-
кадной сети CCA1 в условиях естественного светового фотопериода длинного дня (16L : 8D) и 
при инвертированном световом режиме (8D : 16L) у растений A. thaliana северной природной 
популяции (Карелия). Показано, что в условиях инвертированного смещения светового режима 
происходит резкий подъем экспрессии этого гена со сдвигом фазы в циркадном ритме на 2 часа. 
Уровень транскрипционной активности CCA1 оказался почти в два раза выше по сравнению с 
естественными световыми условиями. При этом эндогенный ритм гена сохранялся, но с мень-
шей амплитудой. С возрастом у 30-дневных растений, выросших в инвертированных условиях, 
произошла потеря эндогенного циркадного ритма CCA1. Полученные результаты позволяют за-
ключить, что, вероятно, циркадные ритмы A. thaliana северных природных популяций выполня-
ют важную роль в адаптации к изменению световых условий и что один из ключевых генов часов 
CCA1 играет в этом процессе существенную роль.
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Циркадные ритмы являются одним из важней-
ших механизмов, участвующих в адаптации расте-
ний наряду со временем цветения и сроками про-
растания семян. У большинства живых организмов 
имеются внутренние биологические часы, генери-
рующие суточные (циркадные) ритмы биологи-
ческих процессов с периодом около 24 часов. Эта 
внутренняя система циркадных ритмов полагается 
на интегрированные внешние сигналы окружаю-
щей среды (продолжительность дня и колебание 
температуры) для контроля важных физиологиче-
ских процессов, определяющих развитие, и, таким 
образом, способствует общей приспособленности 
организма. Несмотря на связь с внешними стиму-
лами, циркадные ритмы имеют эндогенное проис-
хождение. Они не следуют пассивно циклическим 
изменениям светового режима, а являются резуль-
татом слаженной работы сложной системы, состо-
ящей из центральных и периферических осцилля-
торов [1, 2].

После синхронизации с внешней средой ос-
цилляторы регулируют ритмическое накопле-
ние значительной доли транскриптов, белков и 

метаболитов. Такая циркадная система способ-
ствует синхронизации различных биологических 
функций с периодически изменяющимися усло-
виями окружающей среды (циклами света и тем-
ноты). Это результат эволюционной адаптации к 
жизни в определенных геофизических условиях 
на вращающейся планете, где длина дня зависит 
от географической широты и времени года [3]. Та-
ким образом, циркадные часы дают преимущества 
в приспособленности, позволяя организмам пред-
видеть изменения окружающей среды и адаптиро-
ваться к ним [4, 5]. 

Однако до сих пор нет четкого понимания прин-
ципов построения молекулярной сети, лежащей в 
основе системы циркадных ритмов. Известно, что 
это своего рода внутренний осциллятор, который 
в большинстве клеток живых организмов представ-
лен комплексом белков часовых генов (clock-genes 
proteins) [2, 6, 7]. У A. thaliana ключевые гены цир-
кадной сети – CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 
(CCA1) и LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), 
взаимосвязаны через гены нисходящего пути с ге-
нами цветения в условиях длинного дня [8, 9, 10]. 
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Так, GIGANTEA (GI) – компонент циркадных ча-
сов, активирует фотопериодическое цветение, т. е. 
синхронизирует циркадные ритмы со световыми 
сигналами окружающей среды [2, 11]. Он также 
регулирует экспрессию флоральных активаторов – 
CONSTANS (CO) и FLOWERING LOCUS T (FT) [12]. 
К тому же показано, что генная сеть, контролиру-
ющая циркадные ритмы растений, частично пере-
крывается с сетью, регулирующей цветение [2, 13]. 
Это может свидетельствовать о том, что циркадные 
ритмы являются важным механизмом в адаптации 
растений, способным влиять на время начала цве-
тения в зависимости от геофизических световых 
условий.

Не так давно было обнаружено, что значитель-
ные изменения в режиме свет – темнота вызыва-
ют стрессовые реакции, снижая эффективность 
фотосинтеза. Этот ответ, называемый циркадным 
стрессом, приводит к снижению экспрессии CCA1 
и LHY при продолжительном освещении (32 ч) и 
длительном периоде темноты (16 ч) [14]. Однако, 
как было показано, циркадные часы способны ре-
гулировать реакцию организма на абиотический 
стресс. Эта регуляция и подгонка к суточному рит-
му осуществляется с помощью эпигенетических 
механизмов. К ним относят модификации гисто-
нов и ремоделирование хроматина, которые ре-
гулируют доступность ДНК путем открытия или 
уплотнения октамера гистонов [5].

В связи с этим с целью выявления способности 
растений A. thaliana карельских популяций адапти-
роваться к изменению светового режима и опре-
деления, насколько быстро это происходит, мы 
проанализировали в сравнительном аспекте транс-
крипционную активность одного из ключевых ге-
нов циркадных часов – CCA1 – при естественном 
световом режиме длинного дня (16L : 8D) и при 
инвертированном смещении его (8D : 16L). Инвер-
тированное смещение светового режима подразу-
мевает предоставление света в вечернее и ночное 
время суток при сохранении продолжительности 
фотопериода. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали растения A. thaliana, вы-

ращенные из собранных в природе семян северной 
природной популяции, находящейся в Карелии. 
Это популяция Шуйская, названная в соответ-
ствии с близлежащим населенным пунктом (61°94ꞌ 
с. ш.; 34°25ꞌ в. д.). Анализ экспрессии гена CCA1 
проводили на молодых листьях растений. В каче-
стве контроля использована раннецветущая линия 
– Ler (Landsberg erecta).

Выращивание растений в лабораторных условиях

Выращивание растений в лабораторных ус-
ловиях проводили по общепринятым методикам 

культивирования A. thaliana [15]. Семена растений 
из популяции Шуйская высевали в чашки Петри и 
проращивали на простой среде по Гихнеру – Веле-
минскому, которая готовилась на основе 8%-ного 
агар-агара с добавлением растворов макро- и ми-
кроэлементов. Растения выращивали в условиях 
естественного светового фотопериода длинного 
дня (16L : 8D) и при инвертированном смещении 
его. В первом случае свет включался в 6 ч, а вы-
ключался в 22 ч; во втором – свет предоставлялся 
в вечернее и ночное время (с 17 до 9 ч), а темный 
период – в дневное время (с 9 до 17 ч). При этом 
длина дня оставалась прежней (8D : 16L). Условия 
роста на свету: освещение – 10000 лк; температура 
22 °С, в темноте – 22 °С.

Для анализа уровня транскриптов CCA1 исполь-
зовали следующие группы растений, выращенные 
в неодинаковых условиях (рис. 1):

а – 20-дневные растения карельской популяции 
и Ler, выросшие при естественном световом режи-
ме в условиях длинного дня (16L : 8D); 20-дневные 
растения (Ш20) анализировали; 

б – растения карельской популяции из группы 
“A” (Ш20) доращивали десять дней при инверти-
рованном световом режиме (8D : 16L); в результате 
анализировали 30-дневные растения (Ш30); 

в и г – семена растений из карельской популя-
ции, посеянные в чашки Петри, сразу помещали 
в инвертированные световые условия (8D : 16L); 
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Рис. 1. Графическое представление условий выра-
щивания растений при длинном световом дне: (а) 
– семена посеяны при естественном световом фо-
топериоде (16L : 8D); свет включался с 6 до 22 ч; 
20-дневные растения (Ш20) анализировали. (б) – 
растения из группы “а” доращивали 10 дней при 
инвертированном световом режиме (8D : 16L); свет 
включался с 17 до 9 ч; 30-дневные растения (Ш30) 
анализировали. (в, г) – семена посеяны в инверти-
рованных световых условиях (8D : 16L); 20-дневные 
(C20) и 30-дневные (С30) растения анализировали.
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20-дневные растения (C20) и 30-дневные (С30) 
анализировали.

Анализ уровня транскриптов CCA1

Выделение суммарной РНК из листьев рас-
тений осуществлялось с использованием набора 
ExtractRNA (Евроген, Россия) по протоколу про-
изводителя. Качество и количество РНК опреде-
ляли на спектрофотометре Smart Spec (Bio-Rad, 
США). Первую цепь кДНК синтезировали с помо-
щью набора для обратной транскрипции MMLV 
RT kit (Евроген). Содержание мРНК оценивали 
методом ПЦР в режиме реального времени с ин-
теркалирующим красителем SYBR Green на при-
боре Light Cycler 96 (Roche, Германия) с набором 
для ПЦР-РВ (Евроген). Для определения уров-
ня экспрессии РНК каждую ПЦР проводили на 
двух независимых образцах кДНК. Последова-
тельности праймеров для анализа экспрессии 
CCA1 – f: 5’-GTGATGATGTTGAGGCGGATG -3’,  
r: 5’-GAGAGCTTGGAAGGCAATTCG-3’. 

Анализ относительного содержания транс-
криптов проводился с помощью метода 2–ΔΔCt [16], 
основанного на нормализации данных по экс-
прессии относительно двух референсных генов. 
Рассчитывалась разница значений Ct (ΔCt) меж-
ду целевым и референсными генами, затем срав-
нивались значения ΔCt контрольного и опытного 
образцов. В качестве референсных использованы 
гены 18sRNA и ACTIN8, которые характеризуются 
конститутивной экспрессией. Последовательности 
праймеров референсных генов: 18sRNA – f: 5’-TG-
CCCGTTGCTCTGATGA-3’, r: 5’-GGATGTGG-
TAGCCGTTTCT-3’; ACTIN8 – f: 5’- GCAGACCG-
TATGAGCAAAGAG-3’, r: 5’-TGAGGGAAGCAAG-
GATAGAACC-3’. О специфичности фрагментов 
судили по кривым плавления.

Статистическая обработка данных

Экспериментальные данные обрабатывали с ис-
пользованием статистических программ Microsoft 
Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). Исследования 
выполнены на научном оборудовании Центра кол-
лективного пользования Федерального исследова-
тельского центра “Карельский научный центр Рос-
сийской академии наук”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ транскрипционной активности гена CCA1

A. thaliana относится к длиннодневным расте-
ниям, т. е. ему требуется продолжительность све-
тового дня не менее 12 ч (14–16 ч) [17]. В связи с 
этим для изучения транскрипционной активности 
CCA1 растения выращивали в условиях длинного 
дня: 16 ч день и 8 ч ночь. В условиях естественного 

светового фотопериода (16L : 8D) анализ проводи-
ли на 20-дневных растениях A. thaliana популяции 
Шуйская и линии Ler. Свет включался в 6 ч. Ре-
зультаты представлены на графике (рис. 2). Дина-
мика экспрессии CCA1 в обеих группах растений 
оказалась сходной: фаза пришлась на одно и то же 
время – 7 ч, т. е. максимальная амплитуда экспрес-
сии гена достигалась уже через час после светово-
го стимула и была примерно одинакова в обеих 
группах. 

Изучение динамики транскрипционной актив-
ности гена CCA1 растений A. thaliana в условиях 
инвертированного светового режима (8D : 16L) 
проводилось на растениях популяции Шуйская. 
Анализировали три группы растений: первая – это 
30-тидневные растения, которые только послед-
ние десять дней росли в инвертированных услови-
ях; вторая и третья группы – это 20-ти и 30-тид-
невные растения, выросшие в инвертированных 
световых условиях из семян. Результаты представ-
лены на двух диаграммах: на одной – экспрессия 
CCA1 анализировалась, когда свет предоставлялся 
в вечернее время с 17 ч (рис. 3), а на другой – свет 
продолжался в утренние часы с 5 до 9 ч, что соот-
ветствует началу светового периода в естественных 
условиях (рис. 4).

Результаты показали, что у растений, 
выращиваемых в условиях естественного светового 
режима 20 дней и перенесенных в условия 
инвертированного светового режима на 10 дней 
(Ш30), происходит резкий скачок экспрессии CCA1 
со сдвигом фазы на 2 часа (рис. 3, а) относительно 
группы растений, выросших в условиях 16L : 
8D (Ш20) (рис. 2). Максимальная амплитуда 
экспрессии CCA1 пришлась на 20 ч, т. е. через 3 ч 

0

0.0020

0.0040

0.0060

0.0080

0.0100

0.0120

0.0140

0.0160

0.0180

5 6 7 8 9 10

Ш 20Ш 20

Ler

ч

Рис. 2. Динамика транскрипционной активности 
CCA1 у 20-дневных растений A. thaliana популяции 
Шуйская (Ш20) и Ler при выращивании их в усло-
виях естественного светового фотопериода 16L : 8D 
(свет включался в 6 ч). Примечание. Здесь и на ри-
сунках 3 и 4: по оси X – время суток в часах; по оси 
Y – относительный уровень транскриптов CCA1.
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Рис. 3. Динамика транскрипционной активности CCA1 у растений A. thaliana популяции Шуйская при выращива-
нии их в условиях инвертированного светового режима 8D : 16L (свет включался в 17 ч). а – 30-дневные растения 
только последние 10 дней росли в инвертированных световых условиях (Ш30); б и в – 20-дневные (С20) и 30-днев-
ные (С30) растения, постоянно выращиваемые при инвертированном световом режиме.
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Рис. 4. Динамика транскрипционной активности CCA1 у растений A. thaliana популяции Шуйская при выращива-
нии их в условиях инвертированного светового режима 8D : 16L (свет продолжается с 17 ч до 9 ч утра). а – растения 
росли в условиях естественного светового фотопериода (16L : 8D) (Ш20) (данные приведены из рис. 1 для срав-
нения); б – 30-дневные растения только последние 10 дней росли в инвертированных световых условиях (Ш30); в 
и г – 20-дневные (С20) и 30-дневные (С30) растения, постоянно выращиваемые при инвертированном световом 
режиме.
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после светового стимула, а у растений в условиях 
естественного светового режима – через один час 
(6–7 ч). Таким образом, в данных условиях про-
исходит задержка транскрипционной активности 
гена, однако амплитуда экспрессии CCA1 указан-
ных растений оказалась почти в два раза выше по 
сравнению с растениями, выросшими в условиях 
естественного светового режима. По-видимому, 
это связано с более активным откликом на свет 
после 10-дневного роста в инвертированных свето-
вых условиях. Сдвиг фазы на 2 ч отражает потреб-
ность в дополнительном времени для адаптивной 
перестройки молекулярно-генетических процес-
сов, участвующих в контроле циркадных ритмов. 
Когда продолжительность освещения достигла 
утренних часов суток, после 6 часов происходит 
увеличение транскрипционной активности CCA1 с 
максимальной амплитудой в 7 ч, но примерно в два 
раза меньшей (рис. 4, б), чем у растений, выросших 
в условиях естественного светового периода (рис. 
4, а). Это служит доказательством сохранения 
эндогенного циркадного ритма CCA1.

Для определения реакции растений, сразу по-
сле прорастания оказавшихся в инвертированных 
световых условиях, был предпринят следующий 
эксперимент: посеянные семена сразу поместили 
в условия 8D : 16L на 20 и 30 дней (рис. 3). Стояла 
задача выяснить, как изменяется циркадный фе-
нотип (который визуализируется с помощью ко-
личественных показателей – фазы и амплитуды) и 
как на это повлияет возраст растений, т. е. длитель-
ность пребывания в инвертированных условиях.

Результаты анализа транскрипционной актив-
ности CCA1 в вечернее время показали, что у рас-
тений C20 (рис. 3, б) фаза (максимальная экспрес-
сия) достигалась через два часа после светового 
стимула в 17 ч (т. е. в 19 ч), что немного быстрее, 
по сравнению с 30-дневными растениями (Ш30) в 
таких же условиях (рис. 3, а), но амплитуда почти 
точно соответствовала амплитуде 20-дневных рас-
тений Ш20 (рис. 4, а), выросших в условиях есте-
ственного светового режима. Таким образом, за 20 
дней роста в условиях инвертированного светово-
го режима растения смогли к ним адаптировать-
ся. Растения, выращиваемые в таких же услови-
ях 30 дней (С30), продемонстрировали активный 
отклик на свет: фаза экспрессии CCA1 пришлась 
на первый час после светового стимула (на 18 ч) 
и амплитуда примерно в 1.5 раза выше (рис. 3, в) 
по сравнению с растениями С20 (рис. 3, б). Далее, 
в утренние часы у растений С20 в инвертирован-
ных световых условиях фаза транскрипционной 
активности CCA1 была достигнута через 2 ч (в 8 ч) 
(рис. 4, в). По сравнению с растениями, выросши-
ми в естественных световых условиях (Ш20; рис. 
4, а), происходит задержка фазы на 1 ч, но с мень-
шей (в два раза) амплитудой. Такая же амплитуда 
у растений Ш30 наблюдается в подобных условиях 

в утренние часы (рис. 4, б), что свидетельствует о 
сохранении эндогенного ритма экспрессии CCA1 
у растений С20 в инвертированных световых ус-
ловиях. 30-дневные растения (С30) в аналогичных 
условиях показали в утренние часы очень низкую 
экспрессию CCA1 (рис. 4, г). Такая низкая экпрес-
сия указывает на потерю эндогенного ритма гена. 
Возможно, это связано с возрастом растений и/или 
является результатом адаптации к необычным све-
товым условиям.

Таким образом, настоящее исследование по-
казало, что искусственно измененные световые 
условия влияют на циркадные ритмы растений  
A. thaliana северной природной популяции. Были 
зафиксированы следующие реакции на инвертиро-
ванный световой режим: 

– резкий подъем транскрипционной актив-
ности одного из ключевых генов циркадной сети 
CCA1 на световой стимул;

– сдвиг фазы экспрессии этого гена (при раз-
личных условиях выращивания растений), указы-
вающий на необходимость определенного периода 
времени для молекулярно-генетичеких процессов 
адаптации;

– сохранение эндогенного ритма экспрессии 
CCA1 у растений в течение 10-ти дней (Ш30) и 20-
ти дней (С20) роста в инвертированных световых 
условиях и потеря его у 30-тидневных растений 
(С30) в этих же условиях. 

Последний из указанных результатов в какой-то 
мере согласуется с мнением A. Venkat и S. Muneer 
[2], которые считают, что при снятии внешних сиг-
налов дня и ночи эндогенный ритм экспрессии ге-
нов часов становится свободно текущим и через 
некоторое время перестает совпадать с суточными 
изменениями.

Исследований, подобных нашему, когда свет-
лый и темный период меняются местами в суточ-
ном ритме, в литературе не встречается. В отличие 
от работ других авторов, в которых использовано 
существенное изменение длительности светлого и 
темного периодов [9, 14], в настоящем исследова-
нии естественный фотопериод длинного дня со-
хранен. Так, H. Sugiyama с соавт. [9] изучали вли-
яние ультракоротких фотопериодов (3L : 3D; 2L : 
2D; 1L : 1D) на растения A. thaliana, а S. Nitschke 
с соавт. [14] подвергали этот вид продолжительно-
му световому воздействию (32 ч) с последующим 
длительным периодом темноты (16 ч). Оказалось, 
что такое изменение фотопериода в обоих случа-
ях приводит к циркадному стрессу и влияет на фи-
зиологические показатели растений и экспрессию 
генов. В работе [9] показано, что значительное со-
кращение фотопериода приводит к снижению экс-
прессии флоригена FT и задержке цветения расте-
ний. В исследовании S. Nitschke с соавт. [14] цир-
кадный стресс вызвал подавление интенсивности 
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фотосинтеза, гибель клеток листьев и снижение 
транскрипционной активности CCA1 и LHY. Также 
выращивание длиннодневного растения A. thaliana 
на коротком дне приводит к задержке цветения 
[18], а на постоянном свету применяется как стрес-
совый фактор [19]. В нашем исследовании при-
родный фотопериод длинного дня, свойственный 
растениям A. thaliana, сохранялся, и это привело к 
усилению транскрипционной активности CCA1 в 
ответ на световой стимул в необычное время.

Таким образом, результаты настоящего исследо-
вания показали, что радикальное изменение свето-
вого режима при сохранении длины дня не приво-
дит к стрессовым реакциям, таким как снижение 
экспрессии CCA1. Наоборот, наблюдается процесс 
адаптации к новым световым условиям. Получен-
ные результаты позволяют заключить, что вероят-
но, циркадные ритмы A. thaliana северных природ-
ных популяций выполняют важную роль в адапта-
ции к изменению светового режима, и что один из 
ключевых генов часов CCA1 играет в этом процессе 
существенную роль.

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 
интересов. 
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Transcriptional Activity of CCA1 in Northern Population 
Arabidopsis thaliana Plants under Altered Light Conditions
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The dynamics of the transcriptional activity of one of the key genes of the circadian network, CCA1, 
was analyzed under conditions of a natural light photoperiod of a long day (16L : 8D) and under an 
inverted light regime (8D : 16L) in A. thaliana plants of the northern natural population (Karelia). It 
has been shown that under conditions of an inverted shift in the light regime, there is a sharp increase 
in the expression of this gene with a phase shift in the circadian rhythm by 2 hours. The level of CCA1 
transcriptional activity was almost two times higher compared to the natural light conditions. At the 
same time, the endogenous rhythm of the gene was preserved, but with a smaller amplitude. With age, 
30-day-old plants grown under inverted conditions experienced a loss of endogenous CCA1 circadian 
rhythm. The results obtained allow us to conclude that the circadian rhythms of A. thaliana, northern 
natural populations, probably play an important role in adaptation to changing light conditions, and 
that one of the key clock genes, CCA1, plays a significant role in this process.

Keywords: Arabidopsis thaliana, northern natural populations, circadian rhythms, dynamics of CCA1 tran-
scriptional activity, photoperiod.
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