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В работе показано, что в процессе инициации ростового морфогенеза зрелых за-
родышей пшениц яровой Артемовки и выведенной из нее озимой Мироновской
808 функционируют механизмы пространственно-временной реорганизации
хроматиновых структур при участии Арг-Х протеолиза. Изучением особенностей
протеомной динамики биогетерополимерных структур (нуклеоплазмы, хромати-
на, ядерного матрикса) интерфазных ядер в периодах G1 и G1/S выявлено из-
менение локализации Арг-Х зон протеолитической активности в гистонах и не-
гистонах, которое может быть связано с изменениями структуры хроматина в
процессе реализации морфогенетической программы развития яровой и озимой
пшеницы.
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В последние годы заметно возрос интерес к морфогенезу как процессу
возникновения новых форм и структур в индивидуальном развитии ор-
ганизмов. Свидетельством этому является переиздание в 2002 г. книги
Рене Тома «Структурная устойчивость и морфогенез» [12]. Ретроспек-
тивный, активный интерес к идеям Р. Тома возник в связи с общеизве-
стными успехами в области молекулярной биологии и генетики. В на-
стоящее время от биологии требуют более строгой и глубокой
разработки понятий и логических схем, с помощью которых можно пло-
дотворно рассматривать важнейшие характеристики жизненных процес-
сов на всех уровнях. Автор работы [12] детально и точно показал, каким
образом закономерности, с которыми сталкивается биология, могут рас-
сматриваться как структуры в многомерном пространстве, провел пря-
мое сравнение топологических структур в четырехмерном пространстве—
времени и физических структур, обнаруживаемых в развивающемся за-
родыше. Постэмбриональный период, связанный с инициацией росто-
вых процессов зародыша, характеризуется возникновением механичес-
кого натяжения клеточно-тканевых масс, которое приводит к
поразительным по геометрической сложности формам. Например, у рас-
тений это наблюдается в ходе морфогенеза конусов роста побегов [2]. В
статье [3] Белоусов проанализировал роль механического натяжения и
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экспрессии генов, т.е. рассмотрел факторы, которые в одно и то же вре-
мя могли бы действовать на процессы как макроскопического уровня
(уровня целого зародыша), так и на молекулярные. В статье Татаринова
[11] описаны аспекты молекулярной генетики и эпигенетики в механиз-
мах морфогенеза. 

Метаболизм белков (протеома) хроматина активно рассматривает-
ся с позиции эпигенеза, эпигенетики и эпигенома [21, 23, 25, 28, 30]. В
данном случае клеточные ядра зрелых зародышей пшеницы используют-
ся как модельная система, где происходит формирование функциональ-
ной группы координировано экспрессирующихся генов. Из литературы
известно, что адаптивная эволюция происходила у белков, контролиру-
ющих фазу роста G1 и G1/S-переход — наиболее вариабельных фаз кле-
точного цикла эукариот [22]. Эти вариабельные периоды клеточного
цикла управляются внешними ростовыми факторами [13]. Продолжи-
тельности фазы роста G1 и G1/S-перехода значительно варьируют у эу-
кариот, являясь основной чертой различия типов клеток [22]. Что каса-
ется фаз клеточного цикла S, G2, M, фиксированных по длительности и
независимых от ростовых факторов, то их белки-регуляторы показыва-
ют высокую степень консервативности [13]. В фазе G1 клеточного цик-
ла 42 хромосомы пшеницы развернуты в виде хромонемной нити [1].
Здесь действуют механизмы, которые не дают запутываться этому клуб-
ку. Репликация ДНК начинается в поздней G1-фазе и продолжается при
G1/S-переходе. В S-фазе происходит 85 % репликации [6]. Таким обра-
зом, репликация осуществляется в более дисперсной интерфазной хро-
мосоме в довольно жестких временных рамках.

Вопросы самоорганизации биологических систем находятся в цен-
тре внимания специалистов по высокомолекулярным соединениям, а
именно — биополимерам. В 2010 г. появился термин «умные полимеры»
[14]. По терминологии Хохлова [14], самые умные из них те, которые со-
здала путем механизмов самоорганизации молекулярная эволюция жи-
вых систем. Что значит «умные полимеры»? Это значит, что в одних ус-
ловиях окружающей среды они выполняют одну функцию, а в других
условиях — другую [14]. Самая длинная из биополимерных структур —
ДНК, которая имеет «цепное» строение с гибкой структурой [14]. Хро-
матин представляет собой гетерополимер, в котором взаимодействуют
различные полимерные молекулы: ДНК, РНК, белки и полисахариды. В
настоящее время определенный прогресс достигнут в исследовании
структуры хроматина в масштабе целого ядра [27]. Биофизические мето-
ды и биохимические техники позволили установить двухфазную фрак-
тальную организацию хроматина и в ряде случаев построить трехмерные
модели исследуемых геномов [26]. Ранее были проведены in silico экспе-
рименты по молекулярной динамике ди- и тринуклеосом для различных
значений ионной силы. В результате получены характерные структурные
мотивы упаковки нуклеосом, в которых линкер изогнут, но соседние
нуклеосомы не контактируют друг с другом [20]. И все же до настояще-
го времени молекулярные механизмы адаптивной эволюции морфогене-
тических признаков изучены значительно хуже [4].

Целью данной работы был анализ пространственно-временной ди-
намики локализации протеазочувствительных сайтов Арг-Х в негистоно-
вых и гистоновых блоках супраструктур (нуклеоплазмы, хроматина,
ядерного матрикса) как возможных зон, влияющих на конформацион-
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ные перестройки тотального интерфазного хроматина G1 и G1/S-пере-
хода фаз клеточного цикла, при индукции ростового морфогенеза зре-
лых зародышей яровой и озимой пшеницы.

Методика

Объектами исследования были семена суперэлиты пшеницы (Triticum
aestivum L.) сортов Артемовка (яровая) и Мироновская 808 (озимая),
полученные из коллекции Всероссийского института растениеводства
им. Н.И. Вавилова. Состояние воздушно-сухого семени и зародыша (на-
ходящегося в состоянии биологического покоя) мы условно приняли за
0 ч. Замачивание семян осуществлялось в течение 3 ч. Окончание это-
го периода обозначено 3 ч (рис. 1). Далее шло проращивание семян от
начала их замачивания: 6, 9, 12, 15, 18, 21 ч. Из воздушно-сухих се-
мян (0 ч), замоченных и набухших (3 ч) и проращиваемых в определен-
ные интервалы времени от начала замачивания 6, 9, 12, 15, 18, 21 ч от
эндосперма отделяли зародыши. Клеточные ядра, их надмолекулярные
супраструктуры: нуклеоплазму (Нп), хроматин непрочносвязанный (Хр-I)
и прочносвязанный (Xp-II) с ядерным матриксом (ЯМ), а также собст-
венно ЯМ выделяли по способу, подробно описанному в работах [16,
17]. Количество белка в ядрах и ядерных супраструктурах определяли
методом Бредфорда в нашей модификации [17]. Негистоновые белки
(НГБ) отделяли от гистонов из выделенных супраструктур клеточных
ядер по способу [18]. Суть способа заключалась в том, что через колон-
ку с полиметакриловой синтетической смолой, носящей название ИРЦ-
50 (Amberlite, IRC-50, Serva, Heidelberg), пропускали гетерополимерные
блоки вышеописанных супраструктур. Белки элюировали в ступенчатом
градиенте (6,0; 8,9; 10,6; 13; 40 %) гуанидингидрохлорида (Диаэм). Про-
теазочувствительность Арг-Х в негистоновых и гистоновых блоках оце-
нивали по расщеплению Арг-Х-связей в аргининобогащенном белке —
протамине Salmine-A-1 («Merk»), молекула которого состоит из 33 ами-
нокислот: 22 молекул Арг; 4 молекул Сер; 3 молекул Про; по 2 молеку-
лы Глу и Вал) во всех вышеперечисленных фракциях ядер [17]. Актив-
ность протеолиза выражали в наномолях аргинина за 1 с на 1 мкг белка
(нмоль/(с · мкг белка)).
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Рис. 1. Средние массы зародышей (а) и семян (б) пшеницы сорта Артемовка (яровая, 1) и
выведенного из нее сорта Мироновская 808 (озимая, 2):

0 ч — условное время биологического покоя воздушно-сухого семени и зрелого зародыша
пшеницы; 3 ч — время замачивания и набухания семени; 6—21 ч — время индукции про-
растания зародышей семян пшеницы

а б



Результаты и обсуждение

В работе исследованы особенности структурной реорганизации интер-
фазного хроматина G1 и G1/S-переходного периода фаз клеточного
цикла яровой и озимой пшеницы на фоне зрелых зародышей семян
(см. рис. 1, а), их сформировавшихся физиологических особенностей
(см. рис. 1, б), определено содержание протеома в клеточных ядрах (рис.
2, а), его выход из надмолекулярных гетерополимерных структур (нук-
леоплазмы, хроматина, ядерного матрикса) (см. рис. 2, б) с последую-
щим определением в них содержания негистоновых и гистоновых белков
(рис. 3), а также анализом пространственно-временных зон локализации
активности Арг-Х протеазочувствительности (см. рис. 2, в; рис. 4). Вы-
деленные гетерополимерные супраструктуры клеточных ядер в прост-
ранственно-временных интервалах (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 ч), по-види-
мому, претерпели реорганизацию интерфазного хроматина, возможно,
при участии белковых блоков, которые, по всей вероятности, задейство-
ваны в надмолекулярных конформациях хроматиновой матрицы при
участии Арг-Х протеазной системы, ответственной за фолдинг белков.
Вполне возможно, что вышеизложенное связано с морфогенезом.

На рис. 1 представлены массы зародышей семян и семян яровой и
озимой пшеницы, находящихся в состоянии биологического покоя (0 ч),
а также инициированных к росту (3—18 ч) до их проклевывания (21 ч).
Как видно из рис. 1, б, различия проявляются уже на уровне целых се-
мян. Семена озимой пшеницы тяжелее, чем яровой (см. рис. 1, б). По-
видимому, это связано с накоплением ресурсов, необходимых зародышу
для выживания в стрессовых условиях окружающей среды. Кроме того,
в период перед проклевыванием (см. рис. 1, а, 18 ч) происходит более
интенсивное увеличение массы зародышей семян озимого сорта по срав-
нению с массой зародышей семян ярового сорта. Возможно, этот пери-
од (см. рис. 1, а, 18 ч) связан с усиленным питанием зародыша от эндо-
сперма, а все особенности пшеницы сорта Мироновская 808 — с
эпигенетической памятью о зимнем периоде, о наличии которой у пше-
ницы сообщалось в статье [19].

Известно, что сорт Мироновская 808 был выведен методом много-
кратного группового отбора (с точным указанием лучших семейств, мини-
мальной температуры на поверхности почвы при перезимовках в течение
7 лет) высокопродуктивных, морфологически выровненных однородных
растений из сорта Артемовка [9]. Итогом явилось то, что пшеница сорта
Мироновская 808 считается одним из шедевров мировой селекции. Лобов,
Даскалюк [7] подробно (с применением перспективных для своего време-
ни биохимических методов) исследовали генетическое родство пшеницы
сортов Артемовка, Мироновская 808, Мироновская яровая и не выявили
различий в нуклеотидных последовательностях ДНК. Результаты работ [7,
9] наводят на мысль, что в данном случае, возможно, проявляется эпиге-
нетический процесс. Авторы приоритетных исследований в области эпиге-
нетики растений считают, что для понимания эпигенетического кода важ-
но представлять, что хромосомы — это не просто молекулы ДНК, а
ДНК-белковый комплекс, известный под общим названием «хроматин»,
который может быть модифицирован множеством способов [15, 29].

В нашей работе мы ограничились анализом динамики ядерного
протеома зародышей семян пшеницы ярового и озимого сортов в усло-
виях индукции ростового морфогенеза. Решающей роли растяжения
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Рис. 2. Динамика внутриядерного протеома (а), выход белковых компонентов (б) и Арг-Х
активность (в) фазы G1 ядер клеток зрелых зародышей пшеницы сортов Артемовка (яро-
вая, 1) и Мироновская 808 (озимая, 2). Здесь и на рис. 3, 4 обозначения супраструктур кле-
точных ядер:

Нп — нуклеоплазма; Хр-I — хроматин непрочносвязанный с ЯМ; Хр-II — хроматин прочносвязанный
с ЯМ; ЯМ — ядерный матрикс

а

б

в



клеток осевых органов зародыша в росте и морфогенезе растений посвя-
щен обзор Обручевой [8].
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Рис. 3. Содержание белка в негистоновых и гистоновых блоках супраструктур клеточных ядер
зрелых зародышей пшеницы сортов Артемовка (яровая, а) и Мироновская 808 (озимая, б)

а б



Как видно из рис. 2, а, содержание белка в ядрах клеток зароды-
шей семян пшеницы ярового сорта значительно выше, чем в ядрах кле-
ток озимой пшеницы. Характерно, что в период G1/S (18—21 ч) проис-
ходит увеличение количества белка на ядро у пшеницы ярового сорта,
по всей вероятности это связано с активацией процессов синтеза белка,
необходимого для формирования вновь образующихся нуклеопротеид-
ных систем ядра. Что касается зародышей семян пшеницы озимого сор-
та, то ядра их клеток содержат значительно меньше белка. Мы полага-
ем, что это связано с организацией нуклеопротеидной системы ядра (см.
также рис. 3, б), которая более прочно удерживает белковые компонен-
ты и задерживает переходный период G1/S-фазы клеточного цикла. При
анализе супрагетерополимерных структур ядра (см. рис. 2, б) установле-
но, что для нуклеоплазмы озимого сорта характерен высокий выход бел-
ка. Как известно, нуклеоплазма осуществляет активные ядерно-цито-
плазматические отношения (за счет сигналов, поступающих в ядро) и
богата шаперонами, которые участвуют в сборке нуклеосом [24]. Впол-
не вероятно, что белки нуклеоплазмы задействованы в реорганизации
архитектоники хроматина открытием или закрытием его определенных
зон, необходимых для выживания в новых условиях. На следующем
этапе работы из супрагетерополимерных структур клеточных ядер бы-
ли выделены негистоновые белки и гистоны (см. рис. 3). Как видно из
рис. 3, б, воздушно-сухой зародыш семян озимой пшеницы (0 ч) на
уровне Нп, Хр-I и ЯМ содержит наибольшее количество негистоновых
белков. Это же относится и к сорту Артемовка (см. рис. 3, а, 0 ч, НГБ).
По-видимому, в этот период в ядре сфокусирована потенциальная сис-
тема сигналинга, готовая к запуску в соответствующих условиях морфо-
генетических подпрограмм развития.

Подробный анализ пространственно-временной локализации Арг-
Х-активности в негистоновых и гистоновых блоках супраструктур интер-
фазного хроматина клеточных ядер семян пшеницы сорта Артемовка
(см. рис. 4, а) приведен в работе [5]. В данной статье мы провели срав-
нительный анализ проявления пространственно-временной локализации
Арг-Х-активности в негистоновых и гистоновых блоках супраструктур
сорта Мироновская 808 (см. рис. 4, б). Как видим, в период набухания
семени и зародыша, а также инициации ростовых процессов в результа-
те растяжения клеток в негистоновых блоках отмечается высокий про-
тяженный во времени нецикличный уровень Арг-Х-активности (см. рис.
4, б, 3—12 ч), причем эта протяженная временная нецикличность более
характерна для НГБ (6—12 ч) и гистонов Н2А, Н2В (6—9 ч) ядерного
матрикса. Переход к периоду проклевывания семени и активации мерис-
тематических клеток (15—21 ч) сопровождается уже цикличным характе-
ром локализации Арг-Х-активности в НГБ и гистонах гетерополимерных
супраструктур интерфазных клеточных ядер. Неслучайно сигнальный
резонанс Арг-Х активности происходит на уровне ядерного матрикса
(см. рис. 2, б; 6, 12 ч), где осуществляются сборка и функционирование
ферментативных комплексов репликации и транскрипции. В связях бел-
ков с ДНК ядерного матрикса обнаруживают не только протеазоустой-
чивые зоны, но и протеазочувствительные. Функциональное значение
этого процесса практически не изучено. Известно, что ЯМ рассматрива-
ется как активная динамическая структура, которая участвует в форми-
ровании больших энзиматических и регуляторных комплексов, контро-
лирующих топологию и функцию ДНК [27, 28]. От прогресса в
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понимании морфогенеза ждут не только чисто познавательных, но и
практических результатов для биотехнологии. Возможно, молекулярно-
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Рис. 4. Локализация Арг-Х протеазочувствительных сайтов в негистоновых и гистоновых бло-
ках супраструктур клеточных ядер зрелых зародышей пшеницы сортов Артемовка (яровая, а)
и Мироновская 808 (озимая, б), индуцированных к инициации ростового морфогенеза 

а б



генетические механизмы адаптации озимой пшеницы связаны с органи-
зацией ЯМ, где формируются Арг-Х гиперчувствительные сайты. Не ис-
ключено, что это LCR (locus control regions) [10]. Как известно, организм
представляет собой интегрированные сети биохимических процессов,
находящихся в постоянной динамике и изменяющихся в результате воз-
действия внутренних и внешних условий. В этой связи надмолекулярные
описания формообразовательных процессов ценны тем, что в них уже
интегрированы взаимодействия многих макромолекул.
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АНАЛIЗ ЛОКАЛIЗАЦIЇ ПРОТЕАЗОЧУТЛИВИХ САЙТIВ Арг-Х У ДИНАМIЦI
СУПРАСТРУКТУР IНТЕРФАЗНОГО ХРОМАТИНУ ЗА IНДУКЦIЇ РОСТОВОГО
МОРФОГЕНЕЗУ ЗРIЛИХ ЗАРОДКIВ ЯРОЇ ТА ОЗИМОЇ ПШЕНИЦI

Е.О. Iванова, Г.Х. Вафіна, Р.С. Iванов

Федеральна державна бюджетна установа науки Iнститут біології Уфимського наукового
центру Російської академії наук, Уфа

В роботі показано, що в процесі ініціації ростового морфогенезу зрілих зародків пшениці
ярої Артемівки і виведеної з неї озимої Миронівської 808 функціонують механізми просто-
рово-часової реорганізації хроматинових структур за участю Арг-Х протеолізу. Вивченням
особливостей протеомної динаміки біогетерополімерних структур (нуклеоплазми, хромати-
ну, ядерного матриксу) інтерфазних ядер у періодах G1 i G1/S виявлено зміну локалізації
Арг-Х зон протеолітичної активності в гістонах і негістонах, яка може бути пов’язана зі
змінами структури хроматину в процесі реалізації морфогенетичної програми розвитку ярої
та озимої пшениці.

ANALYSIS OF Arg-X PROTEASE-SENSITIVE SITES LOCALIZATION IN THE
DYNAMICS OF SUPERSTRUCTURE OF INTERРHASE CHROMATIN DURING
INDUCTION OF MATURE GERMS SPRING AND WINTER WHEAT GROWTH
MORPHOGENESIS

E.A. Ivanova, G.H. Vafina, R.S. Ivanov

Institute of Biology of Ufa Scientific Centre, Russian Academy of Sciences 
69 pr. Octyabrya, Ufa, 450054, Russia

It was shown that mechanisms of spatial-temporal chromatin structures reorganization with the
participation of Arg-X proteolysis are functioning in the process of initiation of a growth mor-
phogenesis of mature germs of spring wheat (Artyomovka) and transformed from it winter wheat
(Myronovskaya 808). Studies of the features of the proteom dynamics of bioheteropolymers
(nucleoplasm, chromatin, nuclear matrix) structures of the interphase nuclei at the periods of G1
and G1/S have revealed changes in the localization of Arg-X zones of proteolytic activity in his-
tones and non-histones, which may be due to changes in the chromatin structure in the process
of morphogenetic program realization of spring and winter wheat.

Key words: Triticum aestivum L., cell nucleus, nucleoplasm, chromatin, nuclear matrix, non-his-
tones, histones, Arg-X proteolysis.
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