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Наведено результати молекулярного аналiзу пiгмент-бiлкових комплексiв i розглянуто
особливостi лiпiдного складу фотосинтетичних мембран Deschampsia antarctica — одно-
го з представникiв флори Антарктики. Здiйснено бiоiнформацiйний пошук в доступних
базах даних продуктiв геному Deschampsia antarctica, якi структурно та функцiонально
пов’язанi з пластидами. Також проведено пошук їх гомологiв у протеомах Arabidopsis
thaliana та Оryza sativa japonica. Наведено результати порiвняльного аналiзу первинних
послiдовностей потенцiйних та вiдомих продуктiв.

Застосування молекулярних технологiй дає можливiсть поглибити розумiння реакцiй-вiдпо-
вiдей адаптацiйних механiзмiв рослинного органiзму на геномному та протеомному рiвнях.
З’ясування вiдповiдей на змiни на всiх рiвнях у межах екосистеми та вмiння спрямовано
керувати ними є одним з прiоритетних завдань сучасностi щодо збереження бiологiчного
рiзноманiття.

Полярнi екосистеми забезпечують можливiсть iдентифiкувати ключовi елементи, якi
можливо вiдтворити в контрольованих модельних умовах, порiвняно з екосистемами по-
мiрних i тропiчних регiонiв, якi складаються iз значно бiльшого комплексу елементiв та
факторiв, у тому числi антропогенного [1]. У зв’язку з цим дослiдження представника фло-
ри Антарктики — дешампцiї антарктичної (Deschampsia antarctica Desv.) як модельного
об’єкту становить особливий iнтерес.

Основою адаптацiйного механiзму органiзмiв до екстремальних умов зовнiшнього се-
редовища є їх фенотипна та генотипна мiнливiсть, взаємопов’язане функцiонування яких
забезпечує компромiс мiж вимогами максимальної онтогенетичної пристосованостi та збере-
женням фiлогенетичної гнучкостi популяцiй [2, 3]. Характерними абiотичними чинниками
в умовах Антарктики є надмiрна освiтленiсть та пiдвищений рiвень УФ-В радiацiї. Тому
формування адаптацiйних механiзмiв для пiдтримання фотосинтетичної дiяльностi здiй-
снюється як на рiвнi ультраструктурної органiзацiї органел [4], що забезпечує ефективний
механiзм розсiяння надмiрної енергiї, так i на бiохiмiчному рiвнi фотосинтетичних реакцiй.

Первиннi процеси фотосинтезу вiдбуваються в системi тилакоїдних мембран хлоропла-
стiв у процесi редокс-перетворень компонентiв електрон-транспортного ланцюга. Вони за-
дiянi в адаптивних трансформацiях фотохiмiчних процесiв. Тилакоїднi мембрани мiстять
п’ять типiв бiлкових комплексiв, що здiйснюють розподiл заряду та перенесення електрона
через мембрану: фотосистему I (ФС I), фотосистему II (ФС II), їх свiтлозбиральнi компле-
кси, комплекси цитохромний b6/f i протонної АТФ-синтази (CF0-CF1).

Наша мета — видiлення i дослiдження лiпiдного та пiгмент-бiлкових комплексiв тила-
коїдних мембран хлоропластiв, а також пошук у доступних базах даних їх амiнокислотних
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послiдовностей D. antarctica та проведення порiвняльного аналiзу з послiдовностями Arabi-
dopsis thaliana (L.) Heynh та Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare для з’ясування
особливостей формування адаптивних реакцiй у рослин D. antarctica на рiвнi первинних
процесiв фотосинтезу.

Лiпiди екстрагували за методом Г.М. Яковенко та А. I. Мiхно [5], роздiляли методом тон-
кошарової хроматографiї, iдентифiкували за допомогою свiдкiв та специфiчних проявникiв.

Пiгмент-бiлковi комплекси тилакоїдних мембран аналiзували методом неденатуруючо-
го “зеленого” електрофорезу в полiакриламiдному гелi iз застосуванням додецилсульфату
натрiю (ДДС-Na) для дезiнтеграцiї мембран [6]. Вiдносний вмiст пiгмент-бiлкiв оцiнювали
по хлорофiлу, концентрацiю якого визначали в 80% ацетонi [7].

Хроматограми та електрофореграми сканували (сканер Mustek Be@rPaw 4800-TA-Pro,
Китай) та аналiзували за допомогою програми TotalLab V1.10 (version 1.10).

Пошук послiдовностей D. antarctica проводили у базах даних Swiss-prot / TREMBL
(www.expasy.org). Пошук потенцiйних гомологiв здiйснювали шляхом порiвняння послiдов-
ностей D. antarctica з протеомами A. thaliana та O. sativa — рослинних органiзмiв, якi най-
бiльш повно представленi в цих базах. Пошук гомологiчних послiдовностей та визначення
рiвня гомологiї виконували за допомогою iнструменту BLASTр (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/blast/Blast.cgi). Вiдбiр гомологiчних послiдовностей для подальшого аналiзу проводи-
ли за загальноприйнятою методикою, згiдно з якою бiлки можна вважати гомологiчними
при iдентичностi > 25%, а E-value < 10

−3.
Глобальне вирiвнювання бiлкових послiдовностей здiйснювали за допомогою локального

ресурсу ClustalW з використанням матрицi BLOSUM. Доменну архiтектуру амiнокислот-
них послiдовностей аналiзували за допомогою онлайнового ресурсу SMART (http://smart.
embl.de/).

Зважаючи на важливiсть лiпiдного складу фотосинтетичних мембран для нормально-
го перебiгу процесiв фотосинтезу в умовах Антарктики та на недостатню дослiдженiсть
цього питання для рослин D. antarctica, ми вважали за доцiльне вивчити бiльш детально
особливостi їх лiпiдного складу.

Були iдентифiкованi такi речовини: моногалактозилдiацилглiцерол (МГДГ), дигалакто-
зилдiацилглiцерол (ДГДГ), сульфохiновозилдiацилглiцерол (СХДГ), фосфатидилглiцерол
(ФГ), фосфатидилетаноламiн (ФЕ), фосфатидилхолiн (ФХ), фосфатидилiнозитол (ФI).

Згiдно з результатами дослiдження, для складу лiпiдiв фотосинтетичних мембран
D. antarctica характерним є дещо зменшене спiввiдношення галактолiпiдiв МГДГ/ДГДГ ≈

≈ 1,3 (зазвичай спiввiдношення МГДГ/ДГДГ у фотосинтезувальних тканинах ≈ 1,5) та
досить високий вмiст СХДГ. Також досить незвичним є низький вмiст ФГ порiвняно з iн-
шими рослинами (рис. 1, 2).

При електрофоретичному роздiленнi методом неденатуруючого “зеленого” ДДС-Na
електрофорезу було виявлено сiм смуг. Зеленi електрофоретичнi смуги, що вiдповiдають
пiгмент-бiлковим комплексам, позначенi згiдно з номенклатурою Андерсон [6] (рис. 3).

При порiвняннi пiгмент-бiлкових комплексiв тилакоїдних мембран рослин D. antarctica
з рослинами Pisum sativum L. [8] iстотних якiсних вiдмiнностей не встановлено. Виявлено
кiлькiснi вiдмiнностi в загальному вмiстi СЗКII (його олiгомернiй (LHCP1) та мономернiй
(LHCP3) формах), вмiстi хлорофiлу в зонi СРа, що вiдповiдає пiгмент-бiлковим комплексам
ближньої антени. На нашу думку, кiлькiснi вiдмiнностi пов’язанi з особливостями умов
зростання D. antarctica, а саме з впливом надмiрної освiтленостi та пiдвищеним рiвнем
УФ-В радiацiї.
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Рис. 1. Якiсний (а) та кiлькiсний (б ) склад полярних лiпiдiв фотосинтетичних мембран D. antarctica.
МГДГ — моногалактозилдiацилглiцерол; ДГДГ — дигалактозилдiацилглiцерол; СХДГ — сульфохiновозил-
дiацилглiцерол; ФГ — фосфатидилглiцерол; ФЕ — фосфатидилетаноламiн; ФХ — фосфатидилхолiн; ФI —
фосфатидилiнозитол

Рис. 2. Вмiст нейтральних лiпiдiв фотосинтетичних мембран D. antarctica.
ЕС — етери стеролiв; ТАГ — трiацилглiцероли; СТ — стероли; ГС — глiкозиди стеролiв

Вiдносний вмiст пiгмент-бiлкових комплексiв тилакоїдних мембран рослин D. antarctica
такий: вмiст СР1а та СР1 становить (8,97 ± 0,38) i (12,34 ± 0,26)% вiдповiдно, олiгомерної
форми (LHCP1) СЗКII — (27,02 ± 0,53)%, мономерної форми (LHCP3) — (20,16 ± 0,61)%.
Спiввiдношення мiж формами (LHCР1/LHCР3) дорiвнює 1,34±0,02, загальний вмiст СЗКII
(LHCP1

+ LHCP3) — (47,17 ± 1,11)%.
Сканування баз даних показало, що на сьогоднi у вiльному доступi нараховується 37

амiнокислотних послiдовностей, якi належать до протеому D. antarctica. З них 20 послiдов-
ностей є потенцiйними бiлками або фрагментами бiлкiв з передбаченою функцiєю i 17 — з не
визначеною функцiєю. Виходячи з проведеного аналiзу, можна стверджувати, що анотуван-
ня геному та протеому D. antarctica знаходиться на початковому етапi, а функцiї практично
всiх вiдомих потенцiйних бiлкiв остаточно не визначенi.

Вiдповiдно до поставленої мети особлива увага придiлялась бiлкам пластид. Нами було
вiдiбрано з баз даних 15 бiлкiв, якi мали хлоропластне походження i належали до родин
PsbG та PsbС [9, 10].
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Рис. 3. Електрофореграма пiгмент-бiлкових комплексiв тилакоїдних мембран:
СР1а — комплекс реакцiйного центру (РЦ) ФСI, який частково зберiгає власний свiтлозбиральний комплекс
(СЗКI); СР1 — комплекс РЦ ФСI без СЗКI; LHCP1 — олiгомерна форма СЗКII; LHCP2 — СЗКI; СРа —
найближчий до РЦ ФСII свiтлозбиральний пiгмент-бiлковий комплекс; LHCP3 — мономерна формa СЗКII;
FP — вiльний хлорофiл

При порiвняннi отриманих з баз даних послiдовностей D. antarctica, якi належать до ро-
дини PsbС (ABS30954; ABS30955; ABS30956; ABS30957; ABS30958), за допомогою програми
ClustalW було встановлено, що вони iдентичнi i є сиквенсом одного потенцiйного продукту.
Аналiз доменної архiтектури даного фрагмента за допомогою онлайнового ресурсу SMART
пiдтвердив його належнiсть до родини PsbС. Для послiдовностей D. antarctica, якi показанi
в статтях баз даних як фрагменти бiлка родини PsbG, визначити доменну архiтектуру не
було можливим, що пов’язано з їх малим розмiром (30 амiнокислотних залишкiв).

Для уточнення функцiї гiпотетичного продукту D. antarctica, до якого належить знай-
дений фрагмент, за допомогою iнструменту BLASTр був проведений пошук гомологiчних
послiдовностей у протеомах A. thaliana та O. sativa. У результатi були видiленi амiнокис-
лотнi послiдовностi NP051 055 A. thaliana (iдентичнiсть 97%, E-value 0,00) та NP039367
O. sativa (iдентичнiсть 98, E-value 0,00). У статтях баз даних вони представленi як бiлки
родини PsbС, що входять до складу антени ФСII i беруть участь у зв’язуваннi хлорофiлу
та β-каротину i перенесеннi енергiї збудження до реакцiйного центру [11].

Множинне глобальне вирiвнювання знайдених послiдовностей A. thaliana та O. sativa
з фрагментом виявило значний рiвень консервативностi даних бiлкiв (рис. 4). Структуро-
вана область цих бiлкiв включає в себе з 31 по 473 амiнокислотнi залишки. Дослiджуваний
фрагмент послiдовностi D. antarctica практично повнiстю збiгається з послiдовнiстю бiлкiв
починаючи з 45 по 473 амiнокислотний залишок. Винятком є позицiї 106, 170, 177, 185, 245,
264, 427, 437, 463, де спостерiгаються сильнi замiни, на позицiях 207, 277, 470 була слаба за-
мiна, на позицiях 242, 282, 468 збiг був вiдсутнiй. Можливо, саме сильнi замiни спричинять
певнi модифiкацiї в структурi цього бiлка, що забезпечує ефективний механiзм розсiяння
надлишкової енергiї для пiдтримання нормального перебiгу фотосинтетичних процесiв.
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Рис. 4. Порiвняннiсть амiнокислотних послiдовностей бiлкових фракцiй ФСII D. antarctica, A. thaliana та
O. sativa

Таким чином, встановлено особливостi лiпiдного складу фотосинтетичних мембран рос-
лин D. antarctica. Виявлено кiлькiснi вiдмiнностi в загальному вмiстi СЗК II (олiгомернiй
та мономернiй формах), вмiстi хлорофiлу в зонi СРа, що вiдповiдає пiгмент-бiлковим комп-
лексам ближньої антени.

Результати глобального вирiвнювання та доменної архiтектури показали, що проана-
лiзований фрагмент амiнокислотної послiдовностi бiлкової фракцiї ФСII D. antarctica має
високу схожiсть до послiдовностей A. thaliana та O. sativa, якi належать до родини бiл-
кiв PcbС, а отже, є фрагментом продукту гена родини рsbС. Також можна зазначити, що
в даному фрагментi вiдсутня С-кiнцева частина послiдовностi, яка за розмiром вiдповiдає
одному чи декiльком екзонам.
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Particularity of the lipid components and pigment-protein complexes of

Deschampsia antarctica Desv. photosynthetic membranes

The molecular analysis results of pigment-proteins complexes and the lipid composition of photosyn-
thetic membrans of Deschampsia antarctica plants, one of the native representatives of the Antarctic
region, are presented. The bioinformatics search of proteins related to the structure and function of
plastids is executed. The Arabidopsis thaliana and Оryza sativa japonica homolog search submitted
in free databases is also performed. The results of comparative analysis of primary sequences of the
known and potential products are presented.
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