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АНОТАЦІЯ

Водка М.В. Ультраструктура хлоропластів листків шпинату та гороху за різних рівнів зв'язаного бікарбонату. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук (доктора філософії) за спеціальністю 03.00.11 – цитологія, клітинна біологія, гістологія. – (091-біологія) Інститут ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України. ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України», м. Київ, 2017.

В дисертаційній роботі представлено результати досліджень перебудов внутрішньої мембранної системи хлоропластів в залежності від різних рівнів мембранозв’язанного бікарбонату під впливом деяких абіотичних стресорів, а саме, органічних (ацетазоламід (АА), етоксизоламід (ЕА)) і неорганічних (іони Cu2+ та Zn2+) інгібіторів карбоангідрази (КА), імітованих кислотних дощів та підвищеної [CO2]. 

В умовах експерименту інгібітори карбоангідрази викликали незначні зміни. Ацетазоламід, виявився більш ефективним, ніж етоксизоламід, в зміненні параметрів структури гран у обох видів рослин. У шпинату різниця є незначною, показники гороху демонструють більш суттєву різницю.

Як товстіші тилакоїди гран шпинату, так і тонші тилакоїди гороху майже однаково реагували на обробку іонами важких металів набуханням, тоді як люмінальний простір у гранах під впливом тих же інгібіторів більше розширюється у гороху, ніж у шпинату. Також відмічено більш слабкий вплив іонів міді ніж інших інгібіторів на кількісні параметри компонентів гран хлоропластів у обох видів дослідних рослин. 

Обробка листків гороху та шпинату іонами цинку та міді, інгібіторами карбоангідрази, викликала деякі модифікації в структурі хлоропластів, які можна класифікувати як вплив помірного ступеня.
Відмічено, що товщина мембран тилакоїдів гран у ізольованих хлоропластах з листків шпинату є вищою, ніж у гороху, для всіх досліджуваних інгібіторів КА. Це корелює з даними, отриманими на хлоропластах інтактних листків. Однак відносні показники приросту виявляються вищими у гороху.
Найвищий приріст товщини мембран тилакоїдів за світлових умов у порівнянні з темновими умовами спостерігається під впливом іонів Cu2+ у обох видів. Між тим, найвищі показники товщини мембран тилакоїдів серед інгібіторів у порівнянні з контрольними значеннями за різних умов освітлення мають хлоропласти, оброблені іонами Zn2+, у обох досліджуваних видів. У хлоропластів шпинату іони Cu2+ викликали найменший вплив на цей показник за різних умов освітлення. А у хлоропластів гороху на товщину мембран  тилакоїдів слабко впливали АА та ЕА.

Що стосується ширини люмінального простору, то у ізольованих хлоропластів гороху аналогічна закономірність простежується за різних умов освітлення: найнижчі показники притаманні впливу органічних інгібіторів, а найвищі – іонам важких металів; у хлоропластів шпинату люмінальний простір був найменшим за обох світлових режимів, вплив АА та ЕА характеризувався проміжними значеннями, тоді як вплив іонів Zn2+ є найвищим для обох досліджуваних видів. Тобто, за цим показником структури гран більш чутливим видом до дії інгібіторів карбоангідрази виявляється горох, ніж шпинат. Отже, можна констатувати, що використання рослин гороху для вивчення ефектів інгібіторів КА на структуру гран, де відбуваються зміни концентрації бікарбонату, є більш доцільним з огляду на його вищу чутливість, ніж у рослин шпинату. 

Проведені біохімічні дослідження показали, що в присутності 80 мкМ Cu2+ спостерігалася незначна тенденція до зниження вмісту бікарбонату в тилакоїдах гороху, в присутності 200 мкМ Zn2+ він становив 185 нмоль/мг хлорофілу, або приблизно 80% від контрольної величини. Найбільший ефект відмічено в присутності 500 мкМ АА – вміст бікарбонату достовірно знижувався і становив 154 нмоль/мг хлорофілу, або приблизно    70% від контрольної величини. На противагу гідрофільному АА, ліпофільний ЕА мало впливав на вміст бікарбонату, який досягав 205 нмоль/мг хлорофілу, тобто, 91% від контрольної величини.

Вміст бікарбонату в ізольованих хлоропластах шпинату складав 250нмоль/мг хлорофілу та практично не змінювався після обробки ЕА. Під дією АА, іонів Cu2+ та Zn2+ вміст бікарбонату знижувався в середньому до 80% від контрольної величини. 

Інгібітори карбоангідрази знижували здатність хлоропластів утримувати бікарбонат у зв’язаному стані, що викликало ультраструктурні та функціональні зміни тилакоїдних мембран.

В дисертаційній роботі показано вплив кислотних дощів на структуру хлоропластів у листках гороху та шпинату. Характерною ознакою цього впливу є втрата регулярності розташування елементів внутрішньої мембранної системи в чітких рядах, як це спостерігається у хлоропластах з контрольних зразків. Втрачається щільне пакування гран внаслідок значного і нерівномірного збільшення відстані між сусідніми тилакоїдами гран. При обробці листків гороху сумішшю імітованих кислотних дощів (ІКД)  з додаванням іонів міді або цинку загальна структура хлоропластів зазнавала незначних змін їх в порівнянні з контрольними зразками.

За умов впливу ІКД та сумісної дії ІКД з іонами Cu2+ або Zn2+ товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору у хлоропластах гороху та шпинату збільшувались у порівнянні з контролями. Найбільший ефект спостерігався при впливі кислотних дощів з додаванням іонів цинку. 

Карбоангідразна активність препаратів хлоропластів з листків гороху, оброблених кислотним розчином, була втричі нижчою, ніж в контролі.

Однією з причин описаних змін ультраструктури хлоропластів є накопичення СО2 у гідрофобній фазі ліпідного бішару внаслідок його дегідратації при закисленні. СО2 завдяки високій розчинності в ліпідах, може порушувати структуру тилакоїдних мембран. Для ефективного виведення СО2 з ліпідного бішару необхідна його гідратація в гідрофільному шарі, що забезпечується карбоангідразою, активність якої різко знижувалася за умов обробки кислотним дощем.

Підсумовуючи отримані нами дані про вплив кислотних дощів на дослідні рослини, можна стверджувати, що кислотні дощі спричинювали значні ультраструктурні зміни в хлоропластах рослин, особливо гороху, де порушується конфігурація розташування елементів їх внутрішньої мембранної системи, з яких утворюються масивні конгломерати, відбувається набухання мембран і розширення люмінального простору у гранах.

В роботі також продемонстровано результати досліджень продування хлоропластів газом з різною концентрацією CO2, а також продування N2. Наведено ряд варіантів продування у порядку зменшення їх впливу на кількісні характеристики хлоропластів які можна представити наступним чином: 

950 мкл/л СО2 > 350 мкл/л СО2 > N2  > 0 мкл/л СО2
Отже, обробка ізольованих хлоропластів шпинату підвищеною [CO2] викликала деякі модифікації в структурі гран. 

В дисертаційній роботі показано, що за ступенем впливу на структуру тилакоїдів гран досліджені інгібітори КА розміщуються в такій послідовності: іони цинку > ацетазоламід > етоксизоламід > іони міді, що корелювало зі зниженням вмісту бікарбонату в листках шпинату та гороху під дією цих інгібіторів. Вперше доведено, що в темноті відбувається індуковане інгібіторами КА збільшення порівняно з контролями товщини мембран тилакоїдів гран та ширини їх люмінального простору, що посилюється освітленням, яке викликає поглинання бікарбонату з розчину і, очевидно, пов’язане, з формуванням трансмембранного протонного градієнта. Встановлено, що індуковані кислотними дощами порушення в мембранній системі хлоропластів та інгібування їх карбоангідразної активності також впливають на деякі ланки функціонування фотосинтетичного апарату. Виявлено, що обробка ізольованих хлоропластів шпинату підвищеною [CO2] викликає модифікації в структурі гран, які дозволяють припустити, що надлишок СО2 може впливати на активність КА і таким чином обмежувати фотосинтез рослин. Викладені в роботі результати вказують на структурну роль карбоангідразо-залежної рівноваги СО2/HCO3− в динамічних змінах мембранної системи хлоропласту, тилакоїдної КА у балансуванні бікарбонатного пулу в хлоропластах, а також бікарбонатного пулу в підтриманні ультраструктури тилакоїдних мембран. 

Ключові слова: Pisum  sativum L., Spinacea olearacea L., карбоангідраза, бікарбонат, хлоропласти, фотосинтетичний апарат, тилакоїди, грани, важкі метали, етоксизоламід, ацетозоламід, кислотні дощі, підвищена [CO2]
SUMMARY

Vodka M.V. Chloroplast ultrastructure of spinach and pea leaves at different levels of bound bicarbonate. – Qualifying scientific proceedings as a manuscript.
The thesis for the degree of candidate of biological sciences (Doctor of Philosophy) by specialty 03.00.11 – cytology, cell biology, histology. M.G. Kholodny Institute of Botany, National Academy of Sciences of Ukraine. Government agency «Institute of Food Biotechnology and Genomics, National Academy of Sciences of Ukraine», Kyiv, 2017.

The current thesis is dedicated to the investigation of rearrangements in inner chloroplast membrane system according to the different levels of membrane-bound bicarbonate under the influence of some abiotic stressors, namely, organic (acetazolamide (АА), ethoxyzolamide (ЕА)) and inorganic (Cu2+ and Zn2+ ions) carbonic- anhydrase inhibitors, simulated acid rain and elevated [CO2]. 

Under experimental conditions, inhibitors of carbonic anhydrase (СА) brought on minor changes in parameters of the chloroplast grana in pea and spinach leaves. AА was more effective than ЕА in changing the granal structure in both plant species, however, if the difference was insignificant in spinach, pea indicators showed more significant difference.

As thicker spinach thylakoids and thinner pea ones reacted almost identically to the treatments with heavy metal ions by swelling, while lumens in the grana influenced by the same inhibitors expanded more in peas than in spinach. Also weaker effect of copper ions than other inhibitors was noted on quantitative parameters of the granal components of chloroplasts in both species of experimental plants.

Treatments of pea and spinach leaves with zinc and copper ions, carbonic-anhydrase inhibitors, had caused some modifications in the structure of chloroplasts, which can be classified as moderate impact.

It is noted that the thickness of granal thylakoids in isolated chloroplasts was higher in preparations from spinach plants than those from peas for all investigated carbonic-anhydrase inhibitors, which correlates with the data obtained on intact chloroplasts of leaves. However, the relative differences were higher in peas.

The highest increase of the thickness of thylakoids for light conditions compared to dark conditions was observed under the influence of Cu2+ ions for both species. Meanwhile, the highest thickness among carbonic-anhydrase inhibitors compared to control values under different lighting conditions had chloroplasts, which were treated with ions Zn2+ for both studied species. In the chloroplasts of spinach, Cu2+ ions caused the least impact on the parameter for different lighting conditions, while in the pea chloroplast thylakoids, the thickness was weakly influenced by АА and ЕА.

As for the width of lumen, in isolated chloroplasts of pea similar pattern observed under different lighting conditions: the lowest values were induced by organic inhibitors, and the highest – by ions of heavy metals; in spinach chloroplasts lumens were minimal for both light conditions under treatment with Cu2+ ions, the impact of acetazolamide or ethoxyzolamide was characterized by intermediate values, whereas the effect of Zn2+ ions was highest for both studied species. That is, this indicator of granal structure was more sensitive to action of carbonic-anhydrase inhibitors in peas than in spinach. Thus, we can conclude that the use of pea plants to study the effects of carbonic-anhydrase inhibitors to the grana structure, which change the concentration of bicarbonate, is obviously more appropriate in accordance to its higher sensitivity than in spinach plants.

Conducted biochemical studies have shown that in the presence of 80 mM Cu2+ there was a  downward trend in bicarbonate content of pea thylakoids, in the presence of 200 mM Zn2+ it was 185 nmol / mg chlorophyll, or about 80% of the control value. The greatest effect observed in the presence of 500 mM AA - bicarbonate content significantly decreased and amounted to 154 nmol / mg chlorophyll, or about 70% of the control value. In contrast to hydrophilic acetazolamide, lipophilic ethoxyzolamide poorly influence on the content of bicarbonate, which reached 205 nmol/mg chlorophyll, i.e., 91% of the control value.

The content of bicarbonate in isolated chloroplasts of spinach amounted to 250 nmol/mg chlorophyll and practically unchanged after treatment with ethoxyzolamide. Under the action of acetazolamide, Cu2+ and Zn2+ ions, bicarbonate content decreased an average of 80% of the control value.

Carbonic-anhydrase inhibitors reduced the ability of the chloroplasts to maintain bicarbonate in bound state that resulted in ultrastructural and functional changes in thylakoid membranes.

The thesis shows the impact of acid rain on the structure of chloroplasts in leaves of pea and spinach. The characteristic feature of this effect was the loss of regularity in disposition of internal membrane system in strict rows, as observed in the chloroplasts of the control samples. Dense packing of the grana was lost  due to significant and uneven increase of the distance between adjacent thylakoid grana, the undulation, particularly in the stromal thylakoids, occurred .Under treatments  of the pea leaves with mixture of acid rain and the addition of copper or zinc ions, overall structure of chloroplasts has undergone minor changes compared to their control samples.

Under conditions simulating the impact of acid rain (AR) and joint action of AR and Cu2+ or Zn2+ ions, the thylakoid grana thickness and width lumen in chloroplasts of pea and spinach increased in comparison with controls. The greatest effect was observed when plants exposed to acid rain with the addition of zinc ions.

Carbonic anhydrase activity of chloroplast preparations from pea leaves treated with acid solution was three times lower than in the control.

It is supposed that one of the reasons of described chloroplast ultrastructural changes is the accumulation of CO2 in the hydrophobic lipid bilayer phase due to dehydration during its acidification, which, in turn, disrupts the structure of thylakoid membranes due to its high solubility in lipids. To effectively removing CO2 from the lipid bilayer it was necessary hydration in a hydrophilic layer provided by carbonic anhydrase, which activity sharply reduced by acid rain treatment conditions.

About the effects of AR on the test plants, one could argue that acid rain causing significant ultrastructural changes in the chloroplasts of plants, particularly peas, which disrupted the configuration  of their element distribution in the inner membrane system, from which the massive conglomerates form, there are swelling of the membranes and expansion of lumens in the grana.

Ultrastructural investigations of spinach isolated chloroplasts following by 15-min treatments with various [CO2] and N2 registered changes observed in the structure of the grana, the heterogeneity of thylakoid package in the grana, which was manifested in an increase in lumens and thickness of the granal thylakoids compared to the control. 

A number of experimental options listed in descending order of their impact on the quantitative characteristics of chloroplasts can be represented as follows:

950 ppm СО2 > 350 ppm СО2 > N2  > 0 ppm СО2
It is suggested the possible inactivation of thylakoid СА under the influence of elevated [CO2] and its involvement in the inhibition of photochemical activity of chloroplasts. The findings suggest that elevated [CO2] negatively affect the photosynthetic apparatus, breaking the membrane system of chloroplasts. 

Thus, the thesis shows that the degree of influence on the structure of thylakoid grana carbonic-anhydrase inhibitors tested are placed in the following order: zinc ions > acetazolamide > ethoxyzolamide > copper ions. This correlates with a decrease in bicarbonate content in leaves of spinach and peas under these inhibitors' impacts. It was proved for the first time that in the dark and under the influence of carbonic- anhydrase inhibitors, the expansions of thylakoid granal thickness and width of lumen compared with controls occur. This is enhanced by lighting, which causes the absorption of bicarbonate from solution, and, obviously, associated with the formation of the transmembrane proton gradient. It was found that acid-rain induced disturbances in the chloroplast membrane system and inhibition of  their activity  also affect some mechanisms of functioning of the photosynthetic apparatus. It was found that treatment of isolated chloroplasts of spinach elevated [CO2] is the modification of the structure of the grana, suggesting that excess CO2 can influence the activity of carbonic anhydrase and thus limit the photosynthesis of plants. The obtained results can point to a structural role of carbonic anhydrase-dependent equilibrium СО2/HCO3− in dynamic changes occurred in the chloroplast membrane system, thylakoid carbonic anhydrase in balancing the bicarbonate pool in the chloroplasts and also bicarbonate pool in maintenance of ultrastructure of the thylakoid membranes.

Key words: Pisum  sativum L., Spinacea olearacea L., carbonic anhydrase, bicarbonate, chloroplast, photosynthetic apparatus, thylakoid, grana, heavy metals, acetazolamide, ethoxyzolamide, inhibitors, acid rain, elevated [CO2]
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ  

АДФ – аденозиндифосфорна кислота

АТФ – аденозинтрифосфорна кислота

ДМСО – диметилсульфоксид 

КА – карбоангідраза 

АА – ацетазоламід
ЕА – етоксизоламід
СЗКII – світло збиральний комплекс ФСII
Cн – неорганічний вуглець

ФСI – перша фотосистема 

ФСIІ – друга фотосистема 

хл – хлорофіл 

цит. – цитохром 

КД – кислотні дощі
Dat – механізм диаргінінової транслокації
Tat – мембранний комплекс
BOK – водоокислювальний комплекс
R – гетероциклічний радикал
ВСТУП

Актуальність теми. Різке зростання вмісту в атмосфері «парникових газів», особливо діоксиду вуглецю, яке спостерігається, починаючи з другої половини XX століття, негативно впливає на довкілля. Щорічні викиди СО2 в атмосферу Землі складають біля 25 млрд. тон. 

Ключовим механізмом складної системи метаболічних реакцій, які забезпечують енергетичні потреби рослин, є фотосинтез, у результаті якого відбувається перетворення енергії світла в енергію хімічних зв’язків. Під дією зовнішніх чинників, серед яких виділяється вуглецеве забезпечення, відбувається трансформація фотосинтетичного апарату, в результаті якої може змінюватись енергетичний баланс рослинної клітини. 

Фотосинтетична фіксація атмосферного вуглецю здійснюється під час «темнової» фази фотосинтезу за участю рибулозо-1,5-бісфосфаткарбоксилази (РБФК), водночас CO2 контролює «світлову» фазу, регулюючи електронний транспорт. Підтримка бікарбонат-вуглекислотної рівноваги значною мірою залежать від активності карбоангідрази (КА), декілька молекулярних форм якої знайдено в хлоропластах. Для вивчення функцій карбоангідрази використовують специфічні інгібітори сульфаніламідної природи – ацетазоламід (АА) та етоксизоламід (ЕА). Функцію карбоангідрази також блокують метали Zn2+ та Cu2+, проте їхній вплив на КА досліджено недостатньо. 

Для того, щоб підвищити фотосинтетичну ефективність необхідно встановити, яким чином змінюється енергетичний баланс хлоропластів за різних фізіологічних або стресових навантажень на метаболізм. Адаптація до нових зовнішніх факторів є додатковим навантаженням на енергосистему хлоропласту, оскільки індукція захисних механізмів і біосинтез компонентів, які беруть в цьому участь, вимагають додаткової енергії. Зміна енергетичного балансу клітини за умов існування, що постійно змінюються, поки досліджена ще недостатньо. Визначення наслідків впливу на рослини високих концентрацій атмосферного СО2, зокрема на структурно-функціональну організацію мембран хлоропластів, і пошук шляхів підвищення ефективності використання світлової енергії за несприятливих умов існування рослин є актуальними напрямками сучасних досліджень.

Зв’язок роботи з науковими  програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалася в рамках науково-дослідних тем відділу мембранології та фітохімії Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України: 2012-2016 рр. Тема №ІІІ-22-7.406 «Особливості енергетичного обміну в рослинних клітинах за різних рівнів вуглецевого забезпечення», Тема №ІІІ-61-12.412 «Клітинні  та молекулярні механізми адаптації рослин до несприятливих змін екологічних чинників в природі та експерименті»
Мета і завдання дослідження. Основною метою дослідження було визначення перебудови внутрішньої мембранної системи хлоропластів в залежності від концентрації бікарбонату.
Для досягнення цієї мети було поставлено такі завдання:
1. З’ясувати вплив інгібіторів карбоангідрази на ультраструктуру хлоропластів листків дослідних рослин (in vivo);
2. Встановити ультраструктурні зміни фотосинтетичного апарату ізольованих хлоропластів, індуковані інгібіторами КА (Zn2+, Cu2+, АА, ЕА) за світлових та темнових умов;

3. З’ясувати вплив кислотних дощів та інгібіторів КА на ультраструктуру хлоропластів листків дослідних рослин;
4. Вивчити вплив різних концентрацій СО2 на ультраструктуру ізольованих хлоропластів

Робоча гіпотеза: Структурно-функціональна організація мембран хлоропластів може залежати від рівня бікарбонату. 

Об’єкт дослідження: Структура та функціонування фотосинтетичного апарату за умов зміненого рівня мембранозв’язаного бікарбонату.
Предмет дослідження: Стан тилакоїдів хлоропластів листків гороху та шпинату за умов інгібування КА.
Методи дослідження: трансмісійна електронна мікроскопія – за допомогою методу досліджували ультраструктуру хлоропластів листків гороху та шпинату при інгібуванні утворення бікарбонату; диференційне центрифугування – метод використовували для виділення хлоропластів класу B; метод морфометрії – використовували для визначення розмірів стебла та коренів при дії інгібіторів на дослідні рослини при побудові концентраційної кривої; статистичні методи - проводили за допомогою програм BIO8, Statistica 6.0, достовірність результатів оцінювали за допомогою t-критерія Ст’юдента. 
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше виявлено вплив інгібіторів карбоангідрази – АА і ЕА – на структуру фотосинтетичного апарату, а саме на мембранну систему хлоропластів, що вказує на участь ферменту в утриманні СО2 тилакоїдними мембранами. Уперше встановлено, що іони важких металів порушують ультраструктурну будову хлоропластів листків гороху та шпинату, впливаючи на вміст бікарбонату в тилакоїдних мембранах. Встановлено, що за дії кислотних дощів змінюється ультраструктура мембранної системи хлоропластів. Під впливом підвищеної концентрації СО2 в препаратах ізольованих хлоропластів відбувається розпушення загальної структури гран і набрякання тилакоїдів. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати розкривають структурну складову механізму токсичної дії Cu2+ та Zn2+, кислотних дощів та підвищеної концентрації СО2, і можуть бути використані при розробці окремих питань стійкості рослин до дії абіотичних факторів.
Результати дисертаційної роботи можуть бути використані у навчальному процесі при викладанні цитології, екології рослин у вищих навчальних закладах, а також при проведенні фундаментальних і прикладних досліджень.
Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно здійснено інформаційний пошук і аналіз літератури, обґрунтовано мету і завдання досліджень, освоєно відповідні методи і проведено експериментальні дослідження. Інтерпретація і узагальнення результатів, підготовка матеріалів до публікацій проводилася за участю наукового керівника. Дослідження вмісту бікарбонату, активності карбоангідрази та продувка хлоропластів різними концентраціями СО2 проводились спільно з к.б.н. Поліщуком О.В. та аспірантом Хомочкіним А.П. Частка особистої участі здобувача становить понад 70%.

Апробація результатів дисертації. Основні положення та результати досліджень, які увійшли до дисертаційної роботи, були представлені на конференції «Біотехнологія ХХІ ст.»- НТУ «КПІ» – Київ – 2012; XX Пущинських читаннях по фотосинтезу та Всеросійській науковій конференції “Разнообразие путей электронного транспорта и углеродного метаболизма при фотосинтезе” – Пущино, РФ – 2012; VII та VIIІ Міжнародних конференціях молодих учених «Біологія: від молекули до біосфери»– Харків – 2012, 2013; Міжнародній конференції молодих учених «Актуальні проблеми ботаніки та екології» – Щолкіне – 2013; Науково-практичній конференції «Ботанические чтения» – Ишим, РФ – 2013; 2-ій та 3-ій Міжнародних наукових конференціях з морфології рослин «Сучасна Фітоморфологія» – Львів – 2013, 2014; Науковій конференції молодих дослідників «Теоретичні та прикладні аспекти збереження біорізноманіття» – Умань – 2013; Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання біології, медицини та фармакології» – Дніпропетровськ – 2013; Міжнародній науково-практичній конференції «Проблемы и перспективы исследований растительного мира» – Ялта – 2014; III Міжнародній науково-практичній конференції «Биоразнообразие и устойчивое развитие» – Симферополь – 2014; Міжнародній конференції молодих учених «Актуальні проблеми ботаніки та екології» – Умань – 2014; Науковій конференції «Біологічні дослідження» – Житомир – 2015; Науковій конференції «Фотосинтез и фотобиотехнология. Фундаментальные и прикладные аспекты» – Пущино, РФ – 2015; VI відкритому з’їзді фітобіологів Причорномор’я – Херсон – 2015; Міжнародній конференції молодих учених «Актуальні проблеми ботаніки та екології» – Полтава – 2015; VІ Міжнародній заочній науково-практичній конференції: «Розвиток науки у XXI столітті» – Харків  –2015; V З’їзді біофізиків Росії – Ростов-на-Дону – 2015; II Международной конференции «Наука как движущая антикризисная сила» – Київ – 2015; III Міжнародній науковій конференції «Наука в современном мире» – Київ – 2015.

Публікації. За результатами дисертації опубліковано 31 роботу, серед яких 5 статей у спеціалізованих фахових наукових виданнях, затверджених МОН України, і 26 тез доповідей на наукових конференціях і з’їздах. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, розділів: огляд літератури, опис об’єктів і методів досліджень, п’ятьох експериментальних розділів, узагальнення, висновків, списку використаних джерел. Робота викладена на 158 сторінках комп’ютерного друку, містить 53 рисунки і 11 таблиць. Список використаних джерел включає 177 найменувань.
РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Фотосинтетичний апарат вищих рослин: структура та функції
1.1.1. Організація тилакоїдів гран. 
Фотосинтез рослин здійснюється в хлоропластах, відособлених двомембранною оболонкою органелах рослинної клітини. Хлоропласти можна знайти в клітинах плодів, стебел, проте основним органом фотосинтезу, анатомічно пристосованим до його здійснення, є листок [1]. 
В межах строми хлоропласту знаходиться розвинена система тилакоїдів, мембранних компонентів, де фактично протікає фотосинтез.
Тилакоїди — обмежені внутрішньою мембраною компартменти усередині хлоропластів. У тилакоїдах відбуваються світлозалежні реакції фотосинтезу. Тилакоїди утворюються мембранами, що оточують просвіт тилакоїда. Тилакоїди гран хлоропластів мають структуру, що нагадує стопку дисків, які зв’язуються між собою тилакоїдами строми [2].
Т. Вейєр [3] запропонував гранулярно-сітчасту модель, згідно з якою, внутрішній простір всіх тилакоїдів з'єднаний між собою (Рис. 1.1.).
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Рис. 1.1. Схема гранулярно-сітчастой структури хлоропластів за Вейєром [3].
Мембрана тилакоїда власне і є тим місцем, де протікають світлозалежні реакції фотосинтезу. Ці реакції відбуваються за участю фотосинтетичних пігментів, розташованих безпосередньо на мембрані [4]. Мембрани тилакоїдів у вищих рослин в основному складаються з фосфоліпідів [5] і галактоліпіду, який розподіляється вздовж мембрани досить нерівномірно [6]. Процес синтезу ліпідів тилакоїдної мембрани є складним, він включає обмін попередниками ліпідів між ендоплазматичним ретикулумом і внутрішньою мембраною оболонки пластиди, звідки самі ліпіди передаються на тилакоїди шляхом транспорту везикул [7].

Люмен — це  область між двома мембранами тилакоїдів (Рис. 1.2.). Товщина люмена — 5-10 нм. На світлі рН люмена приблизно дорівнює 5 [8]. В люмені відбувається дифузія білка пластоціаніну, що переносить електрони з цитохромного комплексу на фотосистему I [9].
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Рис. 1.2. Схема будови хлоропласта і гран за Польовим В.В. [10]: 1 — ліпідна крапля; 2 — зерна крохмалю; 3 — наружна мембрана; 4 — грана; 5 — ДНК; 6 — рибосома; 7 — строма; 8 — тилакоїд грани; 9 — тилакоїд строми; 10 — внутрішня мембрана, 11 — люмен
Грани — це стопки тилакоїдів, що мають форму дисків (Рис. 1.2.). Хлоропласти можуть містити від кількох до 100 гран. Грани сполучаються між собою за допомогою тилакоїдів строми, які іноді називають також міжграновими тилакоїдами. Гранові та міжгранові тилакоїди розрізняються за білковим складом.
Утворення тилакоїдів відбувається за участю білку VIPP1 (білок пластид 1), що індукує транспорт везикул. Рослина не може розвиватися без цього білку і гине, тоді як зниження його концентрації уповільнює ріст рослини і викликає її знебарвлення, а також знижує фотосинтетичну активність. VIPP1 бере участь саме у формуванні тилакоїдної мембрани, але не у включенні білкових комплексів у цю мембрану [11].
Тилакоїди виділяють з тканин рослин за допомогою комбінації диференційного і градієнтного центрифугування [12]. Руйнування виділених тилакоїдів, наприклад, за рахунок механічної дії, дозволяє виділити вміст люмена. З фрагментів мембрани, що залишилися, можна виділяти також поверхневі та інтегральні білки: обробка карбонатом натрію (Na2CO3) викликає відокремлення поверхневих мембранних білків, тоді як обробка детергентами і органічними розчинниками дозволяє виділяти й інтегральні мембранні білки [12].

Тилакоїди містять значну кількість інтегральних і поверхневих мембранних білків. Багато білків міститься і в речовині люмена. Недавні протеомні дослідження тилакоїдних фракцій дозволили накопичити суттєву інформацію відносно білкового складу тилакоїдів [13]. 
Як показали проведені дослідження, протеом тилакоїда складається, як мінімум, з 335 різних білків, 89 з яких містяться в речовині люмена, 116 — це інтегральні мембранні білки, 68 знаходяться на внутрішній поверхні тилакоїдної мембрани (з боку люмена) і 62 — на зовнішній поверхні мембрани (з боку строми хлоропласту) [13]. 
Крім того, за допомогою комп’ютерних методів передбачено присутність додаткових рідкісних білків у речовині люмена [12; 14]. Серед тилакоїдних білків з відомими функціями 42 % бере участь у фотосинтезі, 11 % задіяно в транспорті, обробці і в підтримці фолдинга (укладання) білків, 9 % — в реакції на окиснювальний стрес і 8 % — в трансляції [15].
Тилакоїдні мембрани містять інтегральні білки, що відіграють важливу роль в світлозборі фотонів і у світлозалежних фотосинтетичних реакціях. У тилакоїдній мембрані існують чотири основні білкові комплекси: 1) фотосистема I (ФСІ), 2) фотосистема II (ФСІІ), 3) цитохромний b6f комплекс, 4) АТФ-синтаза. Фотосистема II, в основному, зустрічається у тилакоїдах гран, тоді як фотосистема I і АТФ-синтаза — у тилакоїдах строми, а також на зовнішніх шарах гран. Цитохромний b6f комплекс рівномірно розподіляється вздовж усієї внутрішньої мембрани. Оскільки обидві фотосистеми просторово розділяються, зустрічаючись на різних типах тилакоїдів, для обміну електронами між ними потрібні рухливі переносники. В ролі таких переносників виступають пластохінон і пластоціанін. Пластохінон переносить електрони від фотосистеми II до цитохромного b6f комплексу, тоді як пластоціанін переносить їх від цього комплексу до фотосистеми I [16].
Всі разом ці білки перетворюють енергію світла у роботу електронтранспортних ланцюгів, які створюють електрохімічний потенціал на тилакоїдній мембрані, а також синтезують нікотинамід-аденін динуклеотид фосфат (НАДФ) — кінцевий продукт окиснювально-відновної реакції. АТФ-синтаза використовує цей електрохімічний потенціал для синтезу АТФ в процесі фотофосфорилювання [16].
Фотосистеми тилакоїдів є центрами, де відбуваються окиснювально-відновні світлозалежні реакції. Кожна фотосистема містить антенний комплекс, який уловлює світлові хвилі різної довжини з використанням фотосинтетичних пігментів (хлорофілів) і допоміжних пігментів, а саме, каротиноїдів і фікобілінів. На антенному комплексі знаходиться від 250 до 400 молекул пігментів. Енергія, що поглинається ними, за рахунок резонансного перенесення передається спеціалізованому хлорофілу a, розташованому в реакційному центрі кожної фотосистеми. Коли будь-яка з двох молекул хлорофілу a в реакційному центрі отримує цю енергію, електрон передається акцептору [16].
Реакційний центр фотосистеми I найефективніше поглинає світло з довжиною хвилі 700 нм. Він містить дві молекули хлорофілу a та P700. Фотосистема II містить хлорофіл P680, максимум поглинання якого знаходиться в області 680 нм (слід зазначити, що довжини хвиль поглинання цих білків лежать в червоній області спектру) [16].
Рослини протягом еволюції виробили декілька механізмів спільної регуляції експресії білків, що входять в ці комплекси, щоб досягти адекватної стехіометрії і необхідної якості складання білкових комплексів. Наприклад, транскрипція ядерних генів, що кодують частини фотосинтетичного апарату, залежить від освітленності. Життєвий цикл тилакоїдних білкових комплексів управляється фосфорилюванням специфічними кіназами, чутливими до окислення і відновлення, які розташовуються на тилакоїдних мембранах [17].

Швидкість трансляції білків, які кодуються в геномі хлоропластів, контролюється наявністю фолдингових білків [18]. Цей механізм містить негативний зворотний зв’язок, що реалізується зв’язуванням допоміжного білку з 5'-кінцем нетранслювальної ділянки хлоропластної мРНК [19].

Крім того, у хлоропластах має підтримуватися баланс між концентраціями комплексів фотосистем I і II для нормального функціонування електронтранспортного ланцюга. Стан (окислений/неокислений) носія електронів пластохінона на тилакоїдній мембрані безпосередньо контролює транскрипцію хлоропластних генів, що кодують білки реакційних центрів фотосистем, компенсуючи розбалансування електронтранспортного ланцюга [20].

Білки тилакоїдів переміщуються до місць їх функціонування за допомогою сигнальних пептидів і механізмів секреції, що мають схожість з прокаріотичними (Рис. 1.3.) [21]. Більшість білків тилакоїдів, що кодуються ядерним геномом рослини, для знаходження місць свого призначення потребують двох сигналів: 
1) N- кінцевий хлоропластний маркер (позначено на рисунку прямокутником світлого кольору) 
2)  тилакоїдний маркер (позначено прямокутником темного кольору). Білки потрапляють в хлоропласт через транслоконні комплекси на внутрішній і зовнішній мембранах (Tic і Toc) [21].

Після проникнення білку всередину хлоропласту перший маркер відщеплюється від нього протеазою, яка обробляє білки, що входять. Після цього відкривається доступ до білку другого сигналу, за допомогою якого такий білок із строми хлоропласту переноситься у тилакоїд на другому етапі транспортування. Цей другий етап вимагає роботи компонентів тилакоїда, що відповідають за перенесення білків, і відбувається з витратами енергії [21].
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Рис. 1.3.  Схема транспорту білків у тилакоїдах за Гутенсоном [21]
Білки інтегруються в мембрану через:

1) механізм розпізнавання сигнальних ділянок 
2) механізм диаргінінової транслокації (ДАТ) або за рахунок наявності в них трансмембранних доменів (на малюнку не показано). Білки люмену переносяться в просвіт тилакоїда через його мембрану за допомогою механізму ДАТ (2) або через секреторний механізм (3) і вивільняються за рахунок відщеплення тилакоїдного маркера [21].

Різні механізми перенесення білків використовують певні сигнальні пептиди і джерела енергії. Секреторний механізм як джерело енергії використовує АТФ і реалізується за допомогою маркера SecA, що зв'язується з білком, який переноситься, і секреторного мембранного комплекса Sec, що безпосередньо здійснює транслокацію. Білки, тилакоїдний сигнальний маркер яких має два залишки аргініну, переносяться за допомогою механізму ДАТ, що реалізується мембранним комплексом Tat (від англ. «Twin arginine translocation») і використовує як джерело енергії градієнт pH [21].

Деякі інші білки інтегруються в мембрану хлоропласта за допомогою механізму розпізнавання сигнальних пептидів. Хлоропластні білки-рецептори можуть розпізнавати цільові білки як після їх трансляції, так і під час її, і таким чином вони можуть переносити як зовнішні білки, так і білки, що синтезуються усередині хлоропласту. Цей механізм як джерела енергії використовує ГТФ і градієнт pH. Деякі трансмембранні білки можуть також інтегруватися в мембрану з боку строми без витрат енергії [21]. 
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Рис. 1.4. Світлозалежні реакції фотосинтезу на тилакоїдній мембрані за за Гутенсоном [21]
У тилакоїдах здійснюються наступні світлозалежні реакції фотосинтезу (Рис. 1.4):
1) світлозалежне розщеплення води, в результаті якого відбувається синтез молекул кисню; 

2) перенесення протонів через тилакоїдну мембрану, що пов'язано з електронтранспортним ланцюгом фотосистем і цитохромного b6f комплексу; 

3) синтез АТФ, який виконує АТФ-синтаза, з використанням протонного градієнта  [21].
Таким чином, у вищих рослин перетворення енергії фотосинтезу пов’язано зі структурними комплексами мембран хлоропластів, які вивчаються дослідниками протягом багатьох десятиліть. Для тилакоїдної мембранної системи характерним є високий ступінь організації та координації між різними її компонентами, включаючи карбоангідразу та бікарбонат.
1.2. Кофакторна і структурна роль СО2 у хлоропластах

Оксигенний фотосинтез у ціанобактеріях, водоростях і вищих рослинах сприяє утворенню з атмосферного СО2 багатих на енергію вуглеводів. Необхідні для цього електрони утворюються в нециклічному, світло-залежному процесі під час окиснення води, яка розкладається на молекулярний кисень (O2) і протони. Ця реакція каталізується у водоокислювальному комплексі (ВОК) фотосистеми II тетра-марганцево-кальцієвим кластером (Mn4CaO5), з’єднаним пента-μ-оксо-містками [22]. Первинний акт фотосинтетичної фіксації атмосферного вуглецю та біосинтезу органічної речовини здійснюється в реакції карбоксилювання, що каталізується рибулозо-1,5-бісфосфат карбоксилазою (РБФК), єдиним субстратом якої є СО2 [23]. 
Процес відбувається в так званій «темновій» фазі фотосинтезу, тобто не залежить від освітлення. Разом з тим рівень CO2 контролює і «світлову» фазу, беручи участь у регуляції фотосинтетичного електронного транспорту. Припускається, що зниження рН у люмені тилакоїдів при освітленні може відігравати ключову роль у зміщенні рівноваги НСО3- → СО2 та забезпеченні РБФК субстратом карбоксилювання. Ці процеси залежать від активності карбоангідрази (КА), декілька форм якої знайдено в хлоропластах [24; 25]. Ще у працях Н.А. Проніної [26] та Дж. Равена [27] активність тилакоїдних КА, задіяних у конвертації бікарбонату в СО2 з використанням протонів, що утворюються під час фоторозкладу води, розглядається як механізм регуляторного зв’язку первинних процесів фотосинтезу та асиміляції вуглецю у циклі Кальвіна. Останніми роками отримано нові факти, які підтверджують цю концепцію [28]. 

Низька концентрація вуглекислоти в атмосфері є одним із глобальних постійно діючих факторів, що обмежують фотосинтетичну продуктивність рослин. Проте завдяки існуванню складних регуляторних механізмів рослини мають здатність адаптуватися до цього чинника та підвищувати ефективність утилізації СО2 шляхом його концентрування в клітинах і центрах карбоксилювання. Далі наведено відомості щодо регуляторної ролі форм неорганічного вуглецю у функціонуванні фотосинтетичного апарату рослин. 

1.2.1. Мембранозв'язаний бікарбонат як кофактор фотосинтетичного електронного транспорту. Залежність швидкості перенесення електронів від наявності в середовищі вуглекислого газу — бікарбонатний ефект — виявлено ще в 1958 році О. Варбургом і Г. Кріпалу [29]. Бікарбонатним ефектом називають інгібування активності ФСII у реакції фотоокиснення води в разі вилучення з реакційного середовища CO2 і бікарбонату та відновлення швидкості фотосинтетичного виділення кисню після додавання бікарбонату. Цей ефект детально вивчався А. Стемлером і С. Говінджі [28; 30; 31] на рівні інтактних листків, ізольованих тилакоїдів, фотосистем і реакційних центрів. Навіть в ізольованих фрагментах фотосинтезуючих мембран, не здатних до фотосинтетичної асиміляції СО2, видалення Сн із середовища спричинює уповільнення електронного транспорту, який відновлюється після додавання бікарбонату [30; 32; 33; 34]. 
Завдяки багатьом дослідженням [28; 35; 36] встановлено, що інгібування перенесення електронів у ФСII з видаленням СО2 із цілих клітин зелених рослин або із суспензії хлоропластів відбувається на ділянці між первинним і вторинним пластохіноновими акцепторами електрона (QA і QB). Вилучення бікарбонату з реакційного середовища досягалося тривалим продуванням суспензії хлоропластів інертним газом, повітрям, що не містить СО2, або ж інкубацією мембран за наявності форміату або інших іонів – антагоністів бікарбонату. Цей ефект виявився подібним до дії відомих гербіцидів – інгібіторів перенесення електрона у ФСII – діурону й атразину [31]. 
Відновлення електронного транспорту після додавання бікарбонату до хлоропластів, звільнених від СО2, було високоспецифічним, тобто характерним тільки для бікарбонату: жодні інші аніони не зумовлювали подібного ефекту [37]. 
Загальна кількість зв'язаного з тилакоїдною мембраною бікарбонату становить близько 1 мкмоль/мг хл, і тільки одна або дві міцно зв'язані з реакційним центром молекули контролюють активність ФСІІ, тоді як пул слабше зв'язаного бікарбонату (з концентрацією, близькою до концентрації хлорофілу) можна видалити без помітних наслідків для активності ФСІІ. Припускається, що функціональна роль пулу слабкозв'язаного з тилакоїдами бікарбонату полягає у забезпеченні перенесення протонів від центрів їх утворення у ФСІІ до АТФ-синтази [38; 39; 40; 41].
1.2.2. Центри міцного зв'язування бікарбонату: акцепторна сторона ФСІІ. О. Варбург, на відміну від загальноприйнятої думки, вважав, що CO2, а не вода, є джерелом кисню у процесі фотосинтезу [29]. Тому на початковому етапі досліджень бікарбонатний ефект пов’язували з донорним боком ФСII. Згодом було охарактеризовано центри зв’язування бікарбонату на акцепторному боці ФСII і визначено їхню функціональну роль. Показано, що після видалення CO2 з суспензії тилакоїдів перша кінетична фаза кривої індукції флуоресценції хлорофілу пришвидшується, як і після додавання гербіцидів, які блокують перенесення електронів на акцепторній стороні ФСII [36]. Після додавання бікарбонату характеристики кривої флуоресценції відновлювалися. Висновок про те, що міцно зв’язаний бікарбонат контролює перенесення електронів на акцепторному боці ФСII, підтверджено у серії експериментів із використанням препаратів ФСII з окремими модифікованими амінокислотами, або ж ФСII мутантних рослин, стійких до гербіцидів, які витісняють QB, [28; 36]. 
Вимірювання кінетики спаду флуоресценції Chl a у субмілісекундному та мілісекундному часових діапазонах після активації електронного транспорту одиничним спалахом світла допомогло визначити місце зв'язування бікарбонату – на акцепторній ділянці ФСII між QA і QB [28]. На підставі того, що в тилакоїдах, позбавлених CO2, спад флуоресценції значно прискорювався після другого або третього спалаху світла, зроблено висновок, що за наявності форміату (а, отже, за відсутності бікарбонату) пригнічується приєднання протонів до аніона QB2−, протонування якого відбувається після другого, а не першого спалаху [36].

В. Вермаас і А. Резерфорд [42] показали: з додаваням форміату до тилакоїдів амплітуда сигналу ЕПР g=1,82, що належить до залізо-семіхінонового комплексу QA–Fe2+, збільшується вдесятеро. Ефект заміщення бікарбонату на форміат детально охарактеризовано за допомогою ЕПР-спектрів комплексу QA-Fe-QB з видаленням і додаванням бікарбонату [43; 44]. 
За наявності форміату істотно змінювалися параметри месбауерівських спектрів негемового заліза, які поверталися до початкового стану лише після додавання бікарбонату. Це підтвердило ключову роль заліза у зв'язуванні форміату при заміщенні бікарбонату [25]. Методом інфрачервоної Фур’є-спектроскопії з використанням 13C-міченого бікарбонату було встановлено, що НСО3− є бідентантним лігандом негемового заліза [29].

Визначаючи вплив ряду карбоксилатних аніонів на характеристики ЕПР–сигналів, пов'язаних із негемовим залізом, В. Петролеас зі співавторами показали, що гліколат, гліоксилат й оксалат могли конкурувати з NO, форміатом і бікарбонатом за зв'язування з залізом [45]. Аніони різною мірою знижували швидкість перенесення електронів від QA до QB, яку оцінювали за швидкістю релаксації флуоресценції хлорофілу ізольованих хлоропластів у субмікромілісекундному та мілісекундному діапазонах після одиничного спалаху світла. Гліколат виявився найсильнішим інгібітором електронного транспорту у ФСII, меншою мірою пригнічував його гліоксалат, тоді як оксалат досить слабко інгібував перенесення електронів на цій ділянці. Таким чином, з’ясувалося, що цілий ряд аніонів грани можуть виконувати роль дисоціюючих лігандів негемового заліза на акцепторному боці ФСII [45]. 

Останнім часом також показано, що безпосереднім місцем зв’язування (лігандування) іонів у ФСII можна вважати катіони двовалентного заліза, що функціонує між акцепторами електрона QA і QB. Іони Fe2+ виявилися пов’язаними з реакційним центром ФСII, і їхня роль полягає у сприянні перенесення електрона від відновленого в результаті фотохімічної реакції QA до QB. Оскільки іони HCO3-, які зв’язуються Fe2+, легко вступають у реакції обміну з іонами Н+, необхідними для протонування двічі відновленого QB [44; 46], то передбачається, що їхня функція полягає в забезпеченні такого протонування.
1.2.3. Центри зв’язування бікарбонату: донорна стророна ФСII. Сьогодні локалізація міцно зв’язаного бікарбонату та його функціонально важлива кофакторна роль на акцепторному боці ФСII не викликають сумніву. Предметом гострої дискусії залишається участь бікарбонату в реакціях, пов’язаних із системою фотоокиснення води, і його роль у забезпеченні перенесення електронів на донорних ділянках ФСII. Низка фактів свідчить про залежність від рівня CO2 процесу фотосинтетичного розкладання води. Водночас, на відміну від центрів міцного зв’язування НСО3− на акцепторній ділянці ФСII, зв’язування бікарбонату на донорній стороні поблизу реакційних центрів водоокиснювального комплексу (ВОК) не може бути занадто міцним, оскільки, як вважають С. Короїдов і співавтори, це виключає можливість регулювання активності комплексу в разі варіювання концентрації Сн [47]. 

Передбачувану роль бікарбонату як невід’ємного кофактора ВОК перевірено в дослідах щодо його впливу на кінетику та вихід світлоіндукованого формування функціонального марганцевого ядра у ВОК, звільненого від Mn2+, Ca2+ і Cl− [47]. 
Знайдено два сайти зв’язування бікарбонату, які стимулювали  фотоактивацію, прискорюючи формування та пригнічуючи розпад функціонального комплексу, відповідно. Сайт із високою спорідненістю до  бікарбонату (КD ≤ 10 мкМ) стимулював швидкість відновлення центрів виділення О2- і зменшував час, необхідний для формування першого інтермедіату ВОК. Ця стимуляція посилює зв’язування першого катіона Mn2+ і відбувається тільки за концентрації Mn2+ на рівні або нижче стехіометричних вимог до окиснення води (≤ 4 Mn/ФСII) та зникає в разі співвідношення Mn/ФСІІ, яке перевищує 4. Відсутність ефекту від доданого бікарбонату на кінетику фотоактивації за присутності насичених концентрацій Mn2+ і Ca2+ може пояснюватися наявністю в атмосфері бікарбонату, розчиненого в середовищі (приблизно 4 мкМ, рН = 6,0), що достатньо для фотоактивації. Другий сайт бікарбонату також стимулює швидкість утворення ВОК, але має значно нижчу спорідненість (КD ≈ 1мМ) і стає доступним для спостереження тільки за низьких концентрацій Са2+ [43]. Причиною стимулювання в цьому випадку, очевидно, є утворення комплексів із вільним Са2+, що знижує його активність у конкуренції з Mn2+ під час формування ВОК. Бікарбонат жодним чином не впливав на кальцієвий сайт, який відповідає за обмежувальну темнову стадію фотоактивації зв’язування Са2+ з ВОК [43]. 

Передбачається, що на донорній стороні ФСII за участю бікарбонату існують спеціальні шляхи або канали, які направляють протони, що утворилися внаслідок розщеплення води у кластері Mn4CaO5, до протонного каналу АТФ-синтази [47].
1.2.4. Роль слабкозв’язаного бікарбонату у транспорті протонів в тилакоїдних мембранах. На відміну від міцнозв’язаного бікарбонату, функціональну роль пулу слабкозв’язаного НСО3¯ вивчено недостатньо. За гіпотезою, запропонованою А. Віларео зі співавторами [48], форми Сн взаємно конвертуються за участю тилакоїдної КА, при цьому іони бікарбонату акцептують протони, що вивільняються під час фотоокиснення води. Якщо інтенсивність освітлення раптово зростає, швидкість вивільнення протонів також збільшується, що може призводити до значних локальних знижень рН і, як наслідок, ушкодження водоокиснювального комплексу та навіть деструкції марганцевого кластера з вивільненням Mn у водну фазу. Роль КА полягає у пришвидшенні видалення протонів від центрів фоторозкладу води на донорному боці ФСII, запобігаючи кислотній денатурації ВОК. CO2, який утворився внаслідок цієї реакції, може використовуватися в циклі Кальвіна [48]. 

Результати серії експериментів зі стимулювання світлозалежного протонного транспорту та фотофосфорилювання екзогенним бікарбонатом свідчать на користь участі пулу слабкозв'язаного Сн в енергізації тилакоїдних мембран і формуванні шляхів транслокації протонів від світлозалежних протонних помп до АТФ-синтази [37; 39; 40]. 
Важливо було з’ясувати, як зміниться функціональна активність тилакоїдів після тривалої інкубації в атмосфері інертного газу і за наявності інгібіторів КА. Проведені вимірювання показали, що швидкість перенесення електронів від води до метилвіологена, а також величина трансмембранного градієнта протонів у препаратах, інкубованих за наявності етоксизоламіду та ацетазоламіду (ЕА і АА) в атмосфері азоту, практично не відрізнялися від таких у контрольних хлоропластів [40]. Однак пригнічення активності КА продуванням інертним газом негативно впливало на світлозалежне поглинання протонів. Як показали досліди О. Цабарі та співавторів, тривала інкубація листків рослин Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. в атмосфері інертного газу призводила, до значних ультраструктурних змін системи тилакоїдних мембран, що пояснювалось видаленням розчинених СО2 і О2 [49]. Це узгоджується з результатами наших досліджень щодо впливу рівня активності КА на структуру тилакоїдів [41; 50,51]. 
Оскільки розмір пулу мембранозв’язаного бікарбонату досить великий і приблизно відповідає молярному вмісту хлорофілу, зміна кількості або співвідношення форм вугільної кислоти, яка є у зв’язаному стані в мембранах тилакоїдів, може спричинювати структурні зміни мембранної системи хлоропласта [52; 53].

Внесок зв’язаного бікарбонату в протонну ємність тилакоїдів оцінювався за аналізом впливу інгібіторів карбоангідрази на криві кислотно-основного титрування хлоропластів у діапазоні рН 4–9 [44; 54]. Припускається, що вуглекислота в мембрані накопичується у формі СО2, і це узгоджується з даними про його підвищену розчинність у ліпідній фазі порівняно з водними розчинами [55]. За оцінками А. Місснера і співавторів загальна розчинність CO2 у гідрофобному середовищі перевищує розчинність інших газів (у 10 разів більша за О2, у 17 – за N2 і в 25 – за H2). Хоча поглинання СО2 ліпідною фазою є доволі швидким, проте низькою є швидкість його виходу в повітря [56].

Завдяки кращій розчинності в ліпідному шарі негідратована молекула СО2 легко переміщується  в мембрани. Карбоангідрази хлоропластів можуть сприяти більш швидкому досягненню рівноваги форм Сн у внутрішніх шарах мембран, які не перемішуються. Якщо концентрація СО2 у ліпідному шарі мембрани вища, ніж у навколишньому водному середовищі, то, вочевидь, саме мембранний пул СО2 може бути джерелом субстрату для активного центру KA. В цьому випадку участь вуглекислоти в процесах зв’язування та перенесення протонів може забезпечуватися існуванням множинних форм КА, локалізованих як поблизу Н+-генераторів і Н+-транслокаторів, так і вздовж усього шляху перенесення протонів. Можна також припустити, що вуглекислота в мембрані частково представлена формою електронейтральної вугільної кислоти, яка у водних розчинах, як відомо, не може існувати і розпадається відразу в момент її утворення. Чи існують молекули Н2СО3 у гідрофобній фазі біологічних мембран, поки що невідомо. Однак Н2СО3 є стабільною молекулою у вакуумі, її поліморфні форми виявлено при заморожуванні СО2 і Н2О за умов кріогенних температур [57]. 

Під час обробки листків та ізольованих хлоропластів іонами важких металів, що супроводжувалося пригніченням карбоангідразної активності [41] без суттєвого впливу на фотохімічну активність [50; 51], спостерігалося порушення структури тилакоїдних мембран. За наявності йонів міді та цинку достовірно зареєстровано розширення тилакоїдів і міжтилакоїдних проміжків. Зміна розмірів тилакоїдів гран в оброблених цими металами листках за незначної варіації їхнього фізіологічного стану (про що свідчили результати вимірів індукції флуоресценції хлорофілу) може пояснюватися втратою мембранозв’язаного бікарбонату та накопиченням його в люмінальному просторі тилакоїдів. Раніше висловлювалося припущення, що КА тилакоїдів і пул зв’язаного бікарбонату беруть участь в акумуляції протонів і перенесенні їх від протон-генеруючих помп до АТФ-синтази [39]. Очевидно, що у зв’язуванні та перенесенні протонів можуть функціонувати лише аніонні форми вугільної кислоти (HCO3-, CO32-), швидкість утворення яких залежить від активності КА [38]. Інгібування КА, як показали результати наших робіт, спричинює зниження вмісту мембранозв’язаного бікарбонату та структурні зміни мембранної системи хлоропласту [50; 51].

1.3. Вплив СО2 на структуру ізольованих хлоропластів шпинату. Вплив підвищеної концентрації атмосферного вуглецю привертає увагу багатьох дослідників. Особливе значення мають дослідження реакцій рослин на такі зміни СО2, які вивчаються на рівні екосистем, популяцій, видів, організмів, тканин, а також на фізіологічному, біохімічному та молекулярному рівнях [58]. Першочергового значення набули експерименти з підвищеним вмістом СО2 у повітрі, в яких досліджувалися різні аспекти фотосинтезу. Видалення СО2 і бікарбонату з реакційного середовища в результаті тривалого продування суспензії хлоропластів інертним газом або ж при інкубації мембран у присутності форміату або інших іонів (антагоністів бікарбонату) призводить до пригнічення фотохімічної активності ФСII, яка специфічно відновлюється після внесення в реакційне середовище бікарбонату, причому інші аніони не активують електронний транспорт в хлоропластах, звільнених від CO2/HCO3− [37]. Фотофосфорилювання також залежить від вмісту бікарбонату в середовищі і прискорюється при його підвищенні в суспензії хлоропластів [39]. 
Достеменно відомо, що значні зміни в концентрації вуглекислого газу, [CO2], призводять до суттєвих перебудов структури листків та фотосинтетичного апарату рослин. Показано, що збагачення повітря вуглекислим газом викликає підвищення вмісту крохмалю в хлоропластах різних видів рослин [58]. Набрякання або порушення тилакоїдів, що викликалося збільшенням накопичення крохмалю за високих [CO2], суттєво варіювало в залежності від терміну експозиції в CO2, виду рослини або стадії розвитку [58]. На клітинах інтактних рослин було встановлено, що підвищена [CO2] мала вплив на стромальні та гранальні тилакоїди хлоропластів. Griffin et al. [59] вивчали тилакоїди у трав’янистих (Glycine max L., Abutilon theophrasti Medik.) і деревних (Piper auritum Kunth, Pinus radiata D.Don, Epipremnum pinnatum (L.) Engl., Acer rubrum L., Liquidambar styraciflua L., Cercis canadensis L.) рослин, що розвивалися за різних умов збагачення CO2. Відношення стромальних до гранальних тилакоїдів збільшувалося у A. rubrum L., C. canadensis L., L. styraciflua L. та P. auritum Kunth, але не у E. Pinnatum (L.) Engl.. Відповідне збільшення співвідношення площі стромальних тилакоїдів до загальної площі хлоропласту та зниження співвідношення площі гранальних тилакоїдів до загальної площі хлоропласту також спостерігали у всіх досліджених видів при підвищених [CO2]. Ріст відношення стромальних до гранальних тилакоїдів зі зв’язаним збільшенням центрів ФСІ пояснювалося авторами як механізм підвищення здатності до ефективної фіксації CO2  [59].  
Оскільки при обробці листків підвищеною [CO2] змінюється фотосинтетична фіксація CO2 та фотохімічна активність [60], то слід очікувати, що під дією різних концентрацій CO2 буде змінюватися активність карбоангідрази та ультраструктурна організація тилакоїдної системи ізольованих хлоропластів. Метою нашої роботи було з’ясування можливої ролі зв’язаного бікарбонату в підтримці структури фотосинтезуючих мембран ізольованих хлоропластів. 
1.4. Карбоангідраза: поширення та функції
1.4.1. Форми карбоангідрази. Карбоангідраза – фермент, який здійснює обернену гідратацію СО2 (1.3.1)




CO2 + H2O <--КA--> H2CO3 <--> H+ + HCO3– 

(1.3.1) 
Цей фермент зустрічається  у всіх живих організмах, від прокаріот до людини. Це пояснюється участю всіх компонентів реакції, що каталізується, у багатьох метаболічних процесах в клітині, включаючи фіксацію CO2, дихання, запасання енергії [61]. 
Виявлено три головні генетичні типи (родини) КА, що позначаються, як α-, β- і γ-типи, є також дані про присутність у біологічних об’єктах карбоангідрази δ- і ε-типів [62; 63]. КА різних родин розрізняють за амінокислотними послідовностями [64;  65].

Усі КА тварин належать до (-типу, тоді як усі КА вищих рослин до недавнього часу відносили до β-типу. КА γ-типу описана у архебактерії Methanosarcina thermophila [64]. Нещодавно з’явилися повідомлення, що в клітинах рослинних організмів представлено усі три типи КА [66]. Відомо, що навіть в одному організмі може синтезуватися декілька типів КА. В геномі Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., наприклад, знайдено більш як 10 генів, які відповідають за кодування КА усіх трьох типів (включаючи навіть три гени КА γ-типу) [67].

Наявність карбоангідрази β-типу вважається характерною ознакою вищих рослин: КА цього типу знайдено у всіх досліджених представників дводольних та однодольних рослин як з С3–, так і з С4–типом фотосинтезу. Присутність у Chlamydomonas генів КА (-типу, які були притаманні генам КА тварин, вважалася виключенням [66]. Однак послідовності, які були характерні для КА (-типу, були також знайдені і в A. thaliana ( L. ) Heynh. [68]. За деякими виключеннями відомі дотепер КА є білками, що містять цинк, і принципи їх дії, ймовірно, відзначаються схожістю [69, 70]. 
Гіпотетично, у клітинах КА можуть виконувати різні фізіологічні функції в залежності від місця їх локалізації [71]. В рослинах, наприклад, в мітохондріях [72], цитоплазмі та стромі хлоропластів [73] зустрічаються як розчинні форми фермента, так і зв’язані з мембранами, а саме, з плазмалемою [74] та тилакоїдами [75].

Що стосується специфічності КА по відношенню до цинку, то єдиним досі відомим вийнятком стали нещодавно відкриті у морських діатомових водоростях кадмій-вмісні КА, які між тим можуть активно замінювати кадмій на цинк, як тільки він з’являється у довкіллі [75]. 
КА має по одному іону Zn(II) на кожну субодиницю білку, чи, як у випадку з червоною водоростю Porphyridium purpureum, у якої мономер КА представлено амінокислотною послідовністю з ідентичними повторами, по одному іону цинку на кожний гомологічний повтор білку [76]. 
Цинк в активному центрі ферменту у більшості випадків зкоординовано трьома амінокислотними залишками і однією молекулою води, іонізованою до гідроксид-іона. У свою чергу, останній зв’язується водневими зв’язками з амінокислотами, що оточують активний центр фермента [76]. 
Для дослідження взаємозв’язку КА – бікарбонат – СО2, необхідно визначати кінетику реакцій їх взаємодії.

Кінетика реакції дегідратації бікарбонату, що каталізується КА. Якщо розглядати хлоропласт як місце асиміляції вуглекислоти у рослин, то у данному випадку надзвичайно важливим є кожний з компонентів реакції, що каталізується КА. Каталіз дегідратація НСО3– карбоангідразою, проходить за механізмом Михаеліса–Ментен [77]. У найбільш спрощенному вигляді реакція дегідратації бікарбонату, що каталізується КА, може бути представлена за схемою Михаеліса–Ментен, де (Е – ензим):
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Таблиця 1.1 
Константи Михаеліса для НСО3– в реакції дегідратації, що каталізується карбоангідразою

	Вид

рослини
	Km НСО3–, мМ
	Умови досліду
	Літературне джерело

	Spinacia cleracea L.
	34
	20 мМ N-метилімідазольний буфер, 25 °С, рН 6,35-7,37, 20 мМ фосфатний буфер, 25 °С
	Pocker, Miksch, 1978 [78]

	Pisum sativum L. 
	30
	40 мМ фосфатний буфер, 30 °С, рН 7,0
	Kisiel, Graf, 1972 [79]


Зокрема, бікарбонатний іон здійснює в хлоропласті декілька функцій [80]:
1) стабілізує та активує ключовий фермент фіксації СО2 в С3 – рослинах РБФ-карбоксилазу;

2) стимулює реакцію Хілла та фотофофорилювання. 
Найбільш детально було вивчено взаємодію між бікарбонатом та карбоангідразою на листках шпинату [80]. 

Кінетика реакції гідратації СО2, що каталізується КА. Як було відмічено, реакції гідратації СО2 та дегітратації НСО3– можуть проходити довільно, але без КА ці реакції протікають дуже повільно [80].
Використовуючи найпростішу модель, реакцію гідратації СО2, що каталізується цим ферментом, можна відобразити таким чином:
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Кінетика реакції гідратації СО2, що каталізується КА шпинату, була вивчена досить детально [80; 81], менш відомо про ці ферменти з листів гороху. 
Коефіцієнт Хілла для карбоангідрази шпинату дорівнює 1,02 [80] і свідчить про те, що СО2 взаємодіє з молекулою ферменту або з її активним центром у співвідношенні 1:1. 
Таблиця 1.2

Константи Міхаеліса для реакції гідратації СО2, що каталізується карбоангідразою рослин

	Рослина
	Km (CO2), мМ
	Літературне джерело

	Spinacia cleracea L.
	1,5
	Pocker, Ng, 1973 [82]

	Pisum sativum L.
	34,6
	Kachru, Anderson, 1974 [83]


Як видно з таблиці, значення Km  карбоангідрази для СО2 в залежності від об’єкту, з якого віділялася КА, можуть значно відрізнятися, і спорідненість до СО2 у ферменту з шпинату виявилася вищою, ніж у ферменту з гороху.

1.4.2. Функції карбоангідрази. Основна функція КА полягає у мінімізації непродуктивної дифузії СО2 з продихового повітряного простору, звідки СО2 первинно абсорбується клітинами мезофілу, звідки потрапляють до строми хлоропластів – компартменту, де двоокис вуглецю фіксується за участю РБФК/О [84].
У С3-типу рослин β-КА є одним з головних компонентів білків листків (0,5–2 % від загальної кількості), і вона переважно локалізується у стромі хлоропластів, хоча значна активність цього ферменту реєструється також у цитоплазмі фотосинтезуючих клітин. У стромі, де лужний рН стабілізує перевагу вмісту бікарбонату над вмістом СО2, наявність β-КА в асоціації з ферментами циклу Кальвіна, зокрема РБФК/О, забезпечує ефективний фотосинтез, утворюючи вільний СО2 поблизу від центрів його утилізації [84].
КА приймає участь в захисті ФСІІ від фотоінгібування в умовах інтенсивного освітлення [85] шляхом зв’язування залишкових протонів з утворенням незарядженої молекули СО2, яка добре розчиняється в ліпідній фазі мембрани. Отже, необхідність вивчення активності КА у тилакоїдних мембранах обумовлюється тим, що вона має важливе значення для фотосинтезу. Карбоангідрази рослин виконують різні функції, беруть участь у концентруванні неорганічного вуглецю у фототрофних тканинах рослин з С3- та С4-шляхами фотосинтетичного перетворення вуглецю. Для детального вивчення механізму функціонування карбоангідрази в хлоропластах рослин доцільно дослідити вплив інгібіторів карбоангідраз на структурну організацію фотосинтетичних мембран.
1.4.3. Інгібування карбоангідрази. Відомо, що карбоангідраза інгібується сульфонамідами, які зв’язуються з іоном Zn2+ ферменту, або шляхом заміни цинку небілковим лігандом [80].

Для ефективного інгібування структура молекул сульфонамідних інгібіторів повинна відповідати певним умовам: 1) необхідність присутності незаміщеної сульфонамідної групи (-SO2NH2); 2) наявність ароматичного чи гетероциклічного радикалу (R), що приєднується до вільної сульфонамідної групи [80].

Сульфонаміди виявилися дуже цінним інструментом для дослідження фізико-хімічних властивостей та механізму дії карбоангідрази [80].

Виявлено також, що рослинна КА інгібується деякими важкими металами, ця властивість обумовлена наявністю в її складі великої кількості цистеїнових залишків [80].
Механізми інгібування КА. Інгібітори КА широко використовуються для вивчення їх функцій і розташування в клітинах різних організмів [80] . 
Подібно еритроцитарному ферменту, рослинна карбоангідраза інгібується як сульфонамідами, так і аніонами, причому, ці інгібітори утворюють комплекси у співвідношенні 1:1 з кожним незалежним центром ферменту. По відношенню до гідратації СО2 це інгібування можна охарактеризувати як неконкурентне [82; 85]. 
Для цинквмісних ферментів спостерігається кілька форм зв’язування з аніонними інгібіторами: правильне тетракоординування, неправильне тетракоординування, пентакоординування і інгібування без зв’язування з металом [65]. 
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Рис 1.5. Зв’язування сульфонамідів у активному центрі α-КА за Ліл’яс [65].
Причини таких відмінностей можуть бути пов’язані зі структурними особливостями лігандів. Сульфонамідні інгібітори зв’язуються, утворюючи регулярну тетракоординаційну геометрію; аналогічно зв’язується НSОз- і HS~  [рис. 1.5.].
Іони, які зв’язуються в тетраедричне положення цинку, повинні донувати водневий зв’язок гідроксильній групі Thrl99. Якщо умова донування водневого зв’язку цього залишку не виконується, виникають інші способи взаємодії інгібіторів з активним центром. У разі бромідів та йодидів цинк є тетраедрично скоординованим, але неправильним чином. До цієї підгрупи також відноситься азид. Пентакоординування виникає у разі взаємодії з форміатом і ацетатом [86]. Один кисень карбоксильної групи водневим зв’язком приєднується до NH Thrl99, а інший координується з іоном цинку. Деякі непротоновані інгібітори мають занадто низьку спорідненість з цинком, щоб зв’язуватись безпосередньо з ним. Вони не порушують тетраедричну координацію «цинкової води» з цинком. Замість цього вони зв’язуються в гідрофобною частиною водневим зв’язком з NH Thrl99. Така ситуація виникає у разі використання нітрату, ціаніду, ціанату [65]. 
В інгібуванні сульфамідами між карбоангідразою вищих рослин і еритроцитів є істотна різниця. Зв’язування сульфонамідів з КА гороху приблизно в 100 разів слабкіше, ніж з КА людини [87]. 
Сильний інгібітор еритроцитарного ферменту ацетазоламід слабко пригнічує активність рослинного ферменту. З іншого боку, стромальна КА гороху набагато сильніше інгібується аніонами [88]. 
У водоростей і бактерій ступінь інгібування КА стоїть між КА вищих рослин і тварин [89; 90; 91]. γ-KA виявилась однаково сприйнятливою до інгібування сульфонамідами і аніонами. Аніони інгібують γ-КА рослин приблизно в 10 разів слабкіше, ніж α-КА ІІ людини [92]. 
Було висунуто припущення, що різниця у чутливості до інгібіторів тваринних і рослинних ферментів може бути пов’язаною з відмінностями в будові провідного до активного центру "тунелю" – вузького гідрофобного каналу, який проходить через щілину між Thrl99, Glnl51, Gly224 і Aspl62 і є єдиним шляхом доступу до активного центру β-КА з розчину. Він не пропускає нічого більшого розміру, ніж молекула води, і в ході каталітичного циклу в активному центрі ферменту відбувається перегрупування. Така реорганізація має місце і при зв’язуванні з сульфонамідами, які є занадто громіздкими для приєднання до активного центру β-КА [93].
1.5. Кислотні дощі та їх вплив на рослини

Останнім часом серед найбільш небезпечних екологічних викликів постає проблема кислотних дощів, оскілки вони спричиняють негативний вплив на рослинний світ, в тому числі, пригнічують фотосинтез. Підвищена кислотність води сприяє більш високій розчинності таких небезпечних металів, як кадмій, ртуть і свинець з донних відкладень і ґрунтів. Закислення ґрунту від атмосферних забруднень призводить до зміни видового різноманіття природних екосистем. Складна суміш забруднюючих речовин, що включає кислотні опади і важкі метали, в сукупності призводить до деградації лісів. Кислотні дощі є особливо характерними для тих країн світу, де високо розвинена урбанізація, наприклад, для США, Японії, Китаю, а також все частіше кислотні дощі випадають в промислових районах південно-східної України. Кислотні опади впливають або безпосередньо (головним чином, на листки), або непрямим шляхом, через ґрунт і кореневу систему [94]. 
Усі види метеорологічних опадів (дощ, сніг, град, дощ зі снігом, туман), за яких відбувається зниження їхнього pH через забруднення повітря кислотними оксидами (зазвичай, оксидами сірки або азоту), називають кислотними дощами. У дощової води нормальним показником кислотності є рН 5,6, тоді як кислотними прийнято вважати дощі з рН <5 [95; 96].

Кислотні дощі утворюються внаслідок реакції між водою і такими речовинами, як оксид сірки (SO2) і різними оксидами азоту (NOх). Забруднюючі речовини викидаються в атмосферу автомобільним транспортом, металургійними підприємствами і тепловими електростанціями, а також при спалюванні вугілля і деревини [97]. 
Вступаючи в реакцію з водою атмосфери, вони перетворюються в розчини кислот – сірчаної, сірчистої, азотистої та азотної. Потім разом із снігом чи дощем вони випадають на землю. Слід відзначити, що найбільшою мірою (до 60%) закисленню опадів сприяє аніон SO42-, оскільки випадання сірки з опадами в чотири рази перевищує випадання азоту [97]. 
При цьому аніони SO42- спричинюють інгібуючий вплив на різні процеси, що відбуваються в фотосинтезуючих клітинах. Диоксид сірки, проникаючи в організм рослини, бере участь у різних окислювальних процесах. Ці процеси протікають за участю вільних радикалів, що утворюються з двоокису сірки в результаті хімічних реакцій. Вони окислюють ненасичені жирні кислоти мембран, тим самим змінюючи їх проникність, що надалі може негативно впливати на різні фізіологічні процеси (дихання, фотосинтез та ін.); також відбувається пошкодження замикаючих клітин продихів, в результаті чого вони відкриваються, різко зростає транспірація, і, як наслідок, підвищується вміст токсикантів, що, в свою чергу, збільшує ушкодження клітин [98]. 
При рН 2,0 стають помітними видимі пошкодження рослин, зменшується суха маса і знижується фотосинтетична фіксація CO2 і фотохімічна активність [99; 100]. 

Конкурентним інгібітором дифосфаткарбоксилази є диоксид сірки, який перешкоджає фіксації СО2 в процесі фотосинтезу. Відомо, що кислотні дощі також призводять до зниження вмісту хлорофілу та каротиноїдів [101]. 
Хоган і Тейлор [102] виявили, що кислотні дощі при рН 3,5 не викликали первинного стресу, але при рН 3,0-2,3 спостерігалося підвищення вмісту хлорофілу, зниження швидкості фотосинтезу [103]. 

На сьогоднішній день експерименти на рослинах, що вивчають ефекти кислотних дощів на ультраструктуру і біохімічні показники, є досить обмеженими. Так, рядом авторів встановлено порушення ультраструктури клітин за жорстких умов закислення [104; 105; 106]. 
Основні ультраструктурні зміни під впливом кислотних дощів спостерігались в мезофілі листків, а саме, в хлоропластах та мітохондріях [106], оскільки, відомо, що  зміна структурного стану хлоропласта є первинною універсальною реакцією фотосинтетичного апарату у відповідь на зміну будь-яких умов зовнішнього середовища [107], в тому числі на тривале затемнення [108], надлишок солей в грунті [109], на розвиток некробіоза під дією фізичних і хімічних агентів [110].
Так як при обробці листків розчином речовин, аналогічних таким кислотних дощів, знижується фотосинтетична фіксація CO2 та фотохімічна активність [99; 111], то слід очікувати, що під дією кислотних дощів може руйнуватися пул мембранозв’язаного бікарбонату і змінюватися ультраструктурна організація тилакоїдної системи хлоропластів.

Аналіз літературних даних стосовно  кофакторної та структурної ролі СО2 у хлоропластах опублікований нами у вигляді оглядової статті: Семеніхін А.В., Водка М.В., Поліщук О.В. Кофакторна та структурна роль CO2 в хлоропластах//Укр.ботан. журн. – 2016. – Т. 73,  №3. –  C. 290-297.

СПИСОК ВИКОРИСТАНИХ ДЖЕРЕЛ 

У РОЗДІЛІ 1
1.  Коленченко О. А. Пластиди та фотосинтез/ О. А. Коленченко//Біологія: Науково-методичний журнал. –  2017. – № 4/5. –  С. 10-19. 

2.   Raven P.H. Biology of Plants/ P.H. Raven, R.F. Evert, S.E. Eichhorn// New York: W.H. Freeman and Company Publishers. –2005. –  P. 115-127.

3.    Weier T.E. The granaas structural units in chloroplasts of mesophyll of Hicotiana rustica and Phaseolus vulgaris/ T.E. Weier, C.R. Stocking, W.W. ThompBon, H. Drewer//J. Ultrastruct.Res. –1963. – V. 8, №1. – Р. 122-143.
4.  Sato N. Roles of the acidic lipids sulfoquinovosyl diacylglycerol and phosphatidylglycerol in photosynthesis: their specificity and evolution/  N.  Sato //J. Plant. Res. –   2004. –  V.  117. – P. 495-505.
5.   Рhotosynthesis// Encyclopædia. Britannica. – 2006. – Ultimate Reference Suite DVD 9.
6.    Spraque S.G. Structural and functional organization of galactolipids on thylakoid membrane organization/ S.G. Spraque// J. Bioenerg. Biomembr.– 1987.–V. 19. – P.  691-703.
7.   Benning C. Non-vesicular and vesicular lipid trafficking involving plastids/ С. Benning, C. Xu, K.  Awai //Curr Opin Plant Biol.–2006. – V. 9. – P. 7-241.
8.    Албертс Б.А. Молекулярная биология клетки/ Б.А. Албертс, Д.Д. Брей, Д.Д.  Льюис – Москва: Мир, 1987. – Т. 5. – С. 231.
9.  Алехина Н.Д. Физиология растений/ Н.Д. Алехина,  Ю.В. Балнокин, В.Ф. Гавриленко //Издательство: Москва, "Academia". –  2005. –  С. 640.
10.   Полевой В.В. Физиология растений/В.В. Полевой//Москва:  Высшая школа. –  1989. – С. 464. 

11.   Aseeva E. Vipp1 is required for basic thylakoid membrane formation but not for the assembly of thylakoid protein complexes/ E. Aseeva, F. Ossenbühl, C. Sippel, W. Cho, B. Stein, L. Eichacker, J. Meurer, G. Wanner, P. Westhoff, J. Soll, U. Vothknecht//Plant Physiol Biochem. – 2007. – V. 45, № 2. – P. 28-119.
12.    Peltier J. Central functions of the lumenal and peripheral thylakoid proteome of Arabidopsis determined by and a sex tool experimentation and genome-wide prediction/ J. Peltier, O. Emanuelsson, D. Kalume, J. Ytterberg, G. Friso, A. Rudella, D. Liberles, L.  Söderberg, P. Roepstorff, G. von Heijne, K. van Wijk // Plant Cell. – 2002.– V. 14, № 1. – P. 36-211.
13.  Van Wijk K. Plastid proteomics/ K. van Wijk//Plant Physiol Biochem. – 2004. – V. 42, № 12. – P. 77-963.
14.  Peltier J. Proteomics of the chloroplast: systematic identification and targeting analysis of lumenal and peripheral thylakoid proteins/ J. Peltier, G. Friso, D. Kalume, P. Roepstorff, F. Nilsson, I. Adamska, K. van Wijk//Plant Cell. – 2000.– V. 12, № 3. – P. 41-319.
15.  Friso G. In-depth analysis of the thylakoid membrane proteome of Arabidopsis thaliana chloroplasts: new proteins, new functions, and a plastid proteome database/ G. Friso, L. Giacomelli, A. Ytterberg, J. Peltier, A. Rudella,  Q. Sun, K. Wijk //Plant Cell. – 2004. – V. 16, № 2. – P. 99-478.
16. Веланский П.В. Физиология растений: конспекты лекций [Электронный ресурс] / П.В. Веланский// Владивосток: ДВФУ. – 2012. – С. 160

17.  Vener A.V. Protein phosphorylation and redox sensing in chloroplast thylakoids/ A.V. Vener, I. Ohad, B. Andersson//Curr Opin Plant Biol.– 1998.– V. 1, № 3. – P. 23- 217.
18.   Clemens  S. Molecular mechanisms of plant metal tolerance and homeostasis/ Clemens S.//Рlanta. – 2001. – V. 212. – Р. 475-486.
19.  Minai L. Chloroplast biogenesis of photosystem II cores involves a series of assembly-controlled steps that regulate translation/ L. Minai, K. Wostrikoff, F. Wollman, Y.  Choquet//Plant Cell. – 2006. – V. 18, № 1. – P. 75-159.
20. Allen J. Balancing the two photosystems: photosynthetic electron transfer governs transcription of reaction centre genes in chloroplasts/ J. Allen, T. Pfannschmidt//Philos. Trans. R Soc Lond B Biol. Sci. – 2006. – V. 355, № 1402. – P. 9- 1351.
21.  Gutensohn M. Toc, Tic, Tat et al.: structure and function of protein transport machineries in chloroplasts/ M. Gutensohn, E.  Fan, S . Frielingsdorf, P. Hanner, B. Hou, B. Hust, R. Klösgen//J. Plant Physiol.. – 2006. – V. 163, № 3. – P. 47-333.
22. Yano J. Where water is oxidized to dioxygen: Structure of the photosynthetic Mn4Ca cluster/ J. Yano , J. Kern, K. Sauer, M.J. Latimer, Y. Pushkar, J. Biesiadka, B. Loll, W. Saenger,  J. Messinger, A. Zouni, V.K.  Yachandra// Science. – 2006. – V. 314, №5800. – Р. 821-825.
23.  Киризий Д.А. Ассимиляция СО2 и механизмы ее регуляции/ Д.А. Киризий, О.О. Стасик, Г.А. Прядкина, Т.М. Шадчина – Киев: Логос, – 2014. –  Т. 2. –  С. 478.
24.   Ignatova L.K.  Heterogeneous origin of carbonic anhydrase activity of thylakoid membranes/ L.K. Ignatova, N.N. Rudenko, M.S. Khristin, B.N. Ivanov// Biochemistry (Moscow). –  2006. – V. 71, №5. – Р. 525-532.
25.  Semin B.K.  Effect of formate on Mössbauer parameters of the non-heme iron of PSII particles of cyanobacteria/ B.K. Semin, E.R. Loviagina, A.Y. Aleksandrov, Y.N. Kaurov, A.A.  Novakova//FEBS Lett. – 1990. – V. 400, № 2. – Р. 184-186.
26.   Пронина Н.А. Молекулярная и клеточная организация СО2-концентрирую-щих механизмов в фотоавтотрофных клетках микроводорослей/ Н.А.Пронина, В.Е.  Семененко//Альгология. – 1991. – № 1. – C. 80-92.
27.  Raven J.A. CO2–Concentrating Mechanism: A Direct Role for Thylakoid Lumen Acidification?/ J.A. Raven//Plant Cell Environ.. –1997.– V. 20, № 2. – P.  147-154. 
28.  Shevela D. Photosystem II and the unique role of bicarbonate: a historical perspective/ D. Shevela, J.J. Eaton-Rye, J.R. Shen, S. Govindjee//Biochim. Biophys. Acta. –2012.– V. 1817, №  8. – P. 1134-1151.
29.  Warburg O.W. Hill-Reaktionen/ O.W. Warburg, G.Z. Krippahl//Z. Naturforsch, 1958. – V. 13b, № 8. – P. 509-514. 

30. Stemler A. Bicarbonate ion as a critical factor in photosynthetic oxygen evolution/ A. Stemler, S. Govindjee//Plant Physiol.. – 1973.– V.  52, № 1. – P.  119-123.
31. Stemler A.J.  Bicarbonate stimulation of oxygen evolution, ferricyanide reduction and photoinactivation using isolated chloroplasts/ A.J.  Stemler, S. Govindjee// Plant Cell Physiol.. – 1974.– V. 15, № 2. – P. 533-544.
32. Blubaugh D.J. The molecular mechanism of the bicarbonate effect at the plastoquinone reductase site of photosynthesis/ D.J. Blubaugh, S. Govindjee//   Photosynth. Res. – 1988. –  V. 19, № 1–2. – Р. 85-128.
33. Klimov V.V. Bicarbonate may be required for ligation of manganese in the oxygen-evolving complex of Photosystem II/ V.V. Klimov, R.J. Hulsebosch, S.I. Allakhverdiev, H. Wincencjusz, H.J. van Gorkom, A.J. Hoff//  Biochemistry. – 1997. – V. 36, № 57. – Р. 16277-16281.
34.  Stemler A.J. The bicarbonate effect, oxygen evolution, and the shadow of Otto Warburg/ A.J. Stemler//Photosynth. Res.. – 2002. – V. 73, № 1–3. –  Р. 177-183.
35.  Sedoud A. Effects of formate binding on the quinine-iron electron acceptor complex of photosystem II/ A. Sedoud, L.Kastner, N. Cox, S. El-Alaoui, D. Kirilovsky, A.W. Rutherford//Biochim. Biophys. Acta. –2011. – V. 1807. – Р.  216-226.
36. Van Rensen J.J.S. Role of bicarbonate in Photosystem II/ J.J.S. Van Rensen// Photosynth. Res. – 2002. – V. 73, № 2. – Р. 185-192.
37. Klimov V.V. Bicarbonate requirement for the water-oxidizing complex of photosystem II/ V.V. Klimov, S.V.  Baranov//Biochim. Biophys. Acta. – 2001. – V. 1508, № 2. – Р.  187-196.
38. Золотарева Е.К. Протонная регуляция процессов фотосинтетической трансформации энергии/ Е.К. Золотарева//Физиол. и биохим. культур. растений. – 2010. – Т.42, № 1. – С. 37-50.
39. Онойко Е.Б. Стимулирование фотофосфорилирования в изолированных хлоропластах шпината экзогенным бикарбонатом: роль карбоангидразы/ Е.Б. Онойко, Е.К. Золотарева, А.В.  Полищук//Доп. НАН України. – 2010. – №10. – С. 160-165.
40. Подорванов В.В. Роль бикарбоната в светозависимом поглощении протонов изолированными хлоропластами/ В.В. Подорванов, A.А.Черноштан, Е.К.   Золотарева//Физиол. и биохим. культур. растений. – 2005. – Т.37, №4. – С. 326-332.
41.  Семенiхiн А.В. Iдентифiкацiя карбоангiдразної активностi, асоцiйованої з бiлковими комплексами фотосинтетичних мембран хлоропластiв шпинату/ А.В. Семенiхiн А.В., О.К.  Золотарьова//Доп. НАН України. – 2014. – № 6. – С. 151-155.
42.  Vermaas W.F.J. EPR measurements on the effect of bicarbonate and triazine resistance on the acceptor side of Photosystem II/ W.F.J. Vermaas, A.W. Rutherford//FEBS Lett. – 1984. – V. 175, №3. –  Р. 243-248.
43.  Bowden S.J. Preparation and characterization of Photosystem II core particles with and without bound bicarbonate/ S.J. Bowden, B.J. Hallahan, S.V. Rufﬂe, M.C. Evans// Biochim. Biophys. Acta. –1991. – V. 1060, № 1. – Р. 89-96.
44.  Hermes S. A time-resolved iron-specific X-ray absorption experiment yields no evidence for an Fe2+ → Fe3+  transition during QA → QB electron transfer in the photosynthetic reaction center/ S. Hermes, O. Bremm, F. Garczarek, V. Derrien, P. Liebisch, P. Loja, P. Sebban, K .Gerwert, M. Haumann//Biochemistry.– 2006. – V. 45. – Р. 353-359.
45. Petrouleas V. Binding of carboxylate anions at the non-heme Fe(II) of PSII. Competition with bicarbonate and effects on the QA/QB electron transfer rate/ V. Petrouleas, Y. Deligiannakis, B.A.  Diner//Biochim. Biophys. Acta. – 1994. – V. 1188, № 3. – Р. 271-277. 

46.  Müh F. Light-induced quinone reduction in photosystem II/ F. Müh,C.Glоckner, J. Hellmich, A. Zouni//Biochim. Biophys. Acta. – 2012. – V. 1817. – Р. 44-65.
47. Koroidov S. Mobile hydrogen carbonate acts as proton acceptor in photosynthetic water oxidation/ S. Koroidov, D. Shevela, T. Shutova, G. Samuelsson, J.  Messinger//Proc. Natl. Acad. Sci. USA. – 2014. – V. 111, № 17. – Р. 6299-6304.
48. Vilarejo A. Photosystem II – Associated Carbonic Anhydrase Regulates the Efficiency of Photosynthetic Oxygen Evolution/ A. Vilarejo, T. Shutova, О. Moskvin, M. Forssün, V.V. Klimov, G. Samuelsson//EMBO J. –2002. – V. 21, № 4. –Р. 1930-1938.

49. Tsabari O. Differential effects of ambient or diminished CO2 and O2 levels on thylakoid membrane structure in light-stressed plants/ O. Tsabari, R. Nevo, S. Meir, L. R. Carrillo, D. M. Kramer, Z.   Reich//Plant J. –  2015. –  V.  81. – Р. 884-894.
50.  Водка М.В. Воздействие тяжелых металлов, ингибиторов карбоангидразы, на мембранную систему хлоропластов листьев гороха/ М.В. Водка, А.В. Полищук, Н.А. Белявская, Е.К.  Золотарева//Вісник Харків. нац. аграр. ун-ту. Сер. Біологія. – 2013а. – Т. 3, № 30 – С. 46-55.
51. Водка М.В. Реакція фотосинтетичного апарату шпинату на дію важких металів, інгібіторів карбоангідрази/ М.В. Водка,  О.В. Поліщук, Н.О. Білявська, О.К.  Золотарьова//Доп. НАН України. – 2013б. – №10. – С. 152-158.
52. Baranov S.V. Bicarbonate accelerates assembly of the inorganic core of the water-oxidizing complex in manganese-depleted Photosystem II: A proposed biogeochemical role for atmospheric carbon dioxide in oxygenic photosynthesis/ S.V. Baranov, G.M. Ananyev, V.V. Klimov, G.C. Dismukes//Biochemistry. –2000. – V. 39, № 29. –  Р. 6060-6065.

53.  Stemler A.J.  The binding of bicarbonate ions to washed chloroplast grana/ A.J.  Stemler //Biochim. Biophys. Acta. – 1977. – V. 460, №3. –Р. 511-522.
54.  Teng N. Elevated CO2 induces physiological, biochemical and structural changes in leaves of Arabidopsis thaliana/ N. Teng, J. Wang, T. Chen, X. Wu, Y. Wang, J. Lin//New Phytol. – 2006. – V. 172. – P. 92-103.

55. Подорванов В.В. Буферная емкость изолированных тилакоидов хлоропластов гороха/ В.В. Подорванов, А.А. Чорноштан, В.Д.  Коновалюк//Доп. НАН України. – 2006. – № 9. – C. 186-191.
56. Raven J.A. Algal Photosynthesis and Physiology/ J.A. Raven , J. Beardall// Microalgal Production for Biomass and High-Value Products. – 2016. – Р. 1-20.
57. Zeidel M.L. Membranes Carbon Dioxide Transport through and Biogenesis: Membrane Transport, Structure, Function/ M.L. Zeidel, P.P. Saparov, K. Sommer, J.C. Mathai, A. Missner, P.Kügler, M. Sapar//J. Biol. Chem. –  2008. –  V. 283. – Р. 25340-25347.
58. Loerting T. On the surprising kinetic stability of carbonic acid (H2CO3) / T. Loerting, C.S. Tautermann, R.T. Kroemer, I. Kohl, A. Hallbrucker, E. Mayer, K.R. Liedl//Angew. Chem. Int. Ed. –2000. – V. 39, №5. –Р. 891-894.
59. Griffin K.L. Plant growth in elevated CO2 alters mitochondrial number and chloroplast fine structure/ O.R. Anderson, M.D. Gastrich, J.D. Lewis, G. Lin, W. Schuster, J.R. Seemann, D.T. Tissue, M.H. Turnbull, D. Whitehead //Proc. Natl Acad. Sci. USA. – 2001. – V. 98. – P. 2473-2478.

60. Гончарик Р.Г., Доманский В.П., Козел Н.В. Влияние СО2 в высоких концентрациях на электронный транспорт в фотосистеме 2//Весці НАН Беларусі. – 2014. – № 3. – С. 38-41.
61. Elleuche S. Evolution of carbonic anhydrases in fungi/ S. Elleuche, S. Poggeler// Microbiology. – 2010. – V. 156. – P. 23-29.
62.  So A.K. Cyanobacterial Carbonic Anhydrase/ A.K. So, G.S.  Espie//Can. J. Bot. – 2005. – V. 83. – P. 721-734.
63.  Tripp B.C. Carbonic Anhydrase: New Insiehts for an Ancient Enzyme/ B.C. Tripp, K. Smith, J.G. Ferry//J. Biol. Chem. – 2001. – V. 276, № 3. – P. 615-618.
64.  Hewett-Emmett D. Functional Diversity, Conservation, and Convergence in the Evolution of the Alpha, Beta, and Gamma Carbonic Anhydrase Families/ D. Hewett-Emmett, R.E. Tashian//Mol. Phylogen. Evol. – 1996. – № 5. – P. 52-77.
65.  Liljas A. Weel Invented Three Times. The Molecular Structure of the Three Carbonic Anhydrases/ A. Liljas, M.A. Lauherg//EMBO J. – 2000. – V. 19. – P. 16-17.
66.  Karlsson J. A novel alpha-type carbonic anhydrase associated with the thylakoid membrane in Chlamydomonas reinhardtii is required for growth at ambient CO2/ J. Karlsson, A.K. Clarke, Z.Y. Chen, S.Y. Hugghins, Y.I. Park, H.D. Husic, J.V. Moroney, G. Samuelsson//EMBO J. –  1998. –  V. 17, № 5. –  P. 1208-1216.
67.  Moroney J. V. Carbonic Anhydrases in Plants and Algae/J.V. Moroney, S.J. Bartlett, G. Samuelson//Plant Cell Environ. –  2001. –  V. 24, № 2. – P. 141-153.
68.  Coleman J.E. Zinc Proteins: Enzymes, Storage Proteins, Transcription Factors, and Replication Proteins/ J.E. Coleman//Annu. Rev. Biochem. – 1992. – V. 61, № 4 – P. 897-946.
69.  Moubarak-Milad M. Oxidation-reduction potential dependence of photosystem II carbonic anhydrase in maize thylakoids / M. Moubarak-Milad, A. Stemler// Biochemistry. – 1994. – V. 33, № 18. – P. 4432-4438.
70.   Xu Y. Structure and Metal Exchange in the Cadmium Carbonic Anhydrase of Marine Diatoms/ Y. Xu, L. Feng, P.D. Jeffrey, Y. Shi, F.M.  Morel//Nature. –2008. – V.452. – P. 56-61.
71. Mills J.D. Modulation of coupling factor ATPase activity in intact chloroplasts. Reversal of thiol modulation in the dark/ J.D. Mills, P. Mitchell//Biochim. Biophys. Acta. – 1982b. – V. 679, № 1. – P. 75-83. 
72. Graeber P. The H+-ATPase from chloroplasts: energetics of the catalytic cycle/ P. Graeber//Biochim. Biopys. Acta. – 1994. – V. 1187, № 2. – P. 171-176.
73.  Camm E.L. Fractionation of thylakoid membranes with the nonionic detergent octyl-b-D-glucopyranoside/ E.L.Camm, B.R. Green//Plant Physiol. – 1980. – V. 66, № 3. – P. 428-432.
74. Kamienietzky A. Preparation and properties of chloroplasts depleted of chloroplast CF1 coupling factor by sodium bromide treatment/ A. Kamienietzky, N. Nelson//Plant Physiol. – 1975. – V. 55, № 2. – P. 282-287.
75. Mitsuhashi S. X-ray Structure of Carbonic Anhydrase from the Red Alga, Porphyridium purpureum, Reveals a Novel Catalytic Site for CO2 Hydration/ S. Mitsuhashi, T. Mizushima, E. Yamashita, M. Yamamoto, T. Kumasaka,  H. Moriyama, T. Ueki, S. Miyachi, T. Tsukihara//J. Biol. Chem. – 2000. –V. 275. – P. 5521-5526.
76. Meldrum N.N. Carbonic Anhydrase: Its Preparation and Properties/ N.N.  Meldrum, F.J.W.  Rounghton//Nature. – 1933. – V. 80.– P. 113-142.
77. Мichaelis L. Die Kinetik der Invertinwirkung/ L. Мichaelis, M.L. Menten//  Biochemische Zeitschrift. –  1913. – V. 49. – Р. 333-369.
78. Pocker Y, Miksch RR Plant carbonic anhydrase/ Y. Pocker, R.R. Miksch Properties and bicarbonate dehydration kinetics//Biochemistry. – 1978. – V.17. – P. 1119-1125.
79.  Kisiel W. Purification and characterization of carbonic anhydrase from Pisum sativum/ W. Kisiel, G. Graf//Phytochemistry. – 1972. – V. 11, № 1. – P. 113-117.
80.  Алиев Д.А. Карбоангидраза растений/ Д.А. Алиев, Н.М. Гулиев –  Москва: Наука, 1990. – С. 175.

81. Tobin A. J. Carbonic anhydrase from parsley leaves/ A.J. Tobin//Journal of Biological Chemistry. – 1970. – V.  245, №. 10. – P. 2656-2666.

82.  Pocker Y., Ng J. S. Y. Plant carbonic anhydrase. Properties and carbon dioxide hydration kinetics/ Y. Pocker, J. S. Y.  Ng//Biochemistry. – 1973. – V.  12, №. 25. – P. 5127-5134.
83.  Kachru R.B. Chloroplast and cytoplasmic enzymes. Pea-leaf carbonic anhydrase/ R.B. Kachru, L.E.Anderson// Planta. –1974. – V.118. – P. 235-240.
84. Подорванов В.В. Карбоангідраза тилакоїдів/ В.В. Подорванов, А.В. Семеніхін, О.В. Поліщук // Зб: Фізіологія рослин: пробл. та перспект. розвитку: у 2 т. – К.: Логос. – 2009. – Т. 1. – С. 150-158.

85. Kandel M. Carbonic anhydrase from spinach leaves. Isolation and some chemical properties/ M. Kandel, A. G. Gornall, D. L. Cybulsky, S. I. Kandel//Journal of Biological Chemistry. – 1978. –  V. 252, №3.– P. 679-685.
86.  Håkansson K. Structure of native and apo carbonic anhydrase II and structure of some of its anion-ligand complexes/ K. Håkansson, M. Carlsson, L.A. Svensson, A. Liljas//Journal of molecular biology. – 1992. –  V. 227, №4.– P. 1192-1204.
87.  Reed M. L. Carbonic anhydrase in plants: distribution, properties and possible physiological roles/ M. L. Reed, D.  Graham//Progress in phytochemistry. – 1981. – V. 7.  – Р. 47-94.
88.  Johansson I. M. Kinetic studies of pea carbonic anhydrase/ I. M. Johansson, C. Forsman//European journal of biochemistry. – 1993. – V. 218, №. 2. – Р. 439-446.
89.  Bundy H.F. Comparative kinetics and inhibition of a carbonic anhydrase from Chlamydomonas reinhardii/ H.F. Bundy//Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Comparative Biochemistry. – 1986. –  V. 84. – №. 1.– P. 63-69.
90. Gill S.R. Purification and properties of the carbonic anhydrase of Rhodospirillum rubrum/ S.R. Gill, P.J. Fedorka-Cray, R.K. Tweten, B.P. Sleeper//Arch Microbiol. – 1984. –  V. 138.– P. 113-118. 
91. Yagawa Y. Carbonic anhydrase from the blue-green alga (cyanobacterium) Anabaena variabilis/ Y. Yagawa, Y. Shiraiwa, S. Miyachi//Plant and cell physiology. – 1984. – V. 25, №. 5. – P. 775-783.
92.  Smith K. S. Prokaryotic carbonic anhydrases/ K.S. Smith, J.G.  Ferry//FEMS microbiology reviews. – 2000. – V. 24 – №. 4. – С. 335-366.
93.  Kimber M.S. The active site architecture of Pisum sativum -carbonic anhydrase is a mirror image of that of α-carbonic anhydrases/ M.S. Kimber, E.F.  Pai// EMBO J. – 2000. – V.  19, № 7. – P. 1407-1418.
94.  Бажин Н.М. Кислотные дожди/ Н.М. Бажин//Соросовский образовательный журнал – 2001. – Т. 7, № 7 – С. 47-52. 
95. Исидоров В.А. Экологическая химия/ В.А. Исидоров – СПб: Химиздат,  2001. – С. 304.
96.  Seinfield J.H. Atmospheric Chemistry and Physics from Air Pollution to Climate Damage/ J.H. Seinfield, S.N. Pandis, N.  Spyries//AVI publishing Co, West Print Connecticut. – 1998. –  Р. 224.
97.  Базилевич Н.И. Географические закономерности структуры и функциони-рования экосистем/ Н.И. Базилевич, О.С. Гребенщиков, А.А.  Тишков – Москва: Наука, 1986. – С. 296.

98. Иванов А.Ф. Рост древесных растений и кислотность почв/ А.Ф. Иванов – Минск: Наука и техника,  1970. – С. 216.
99.  Neufeld H.S. Direct foliar effects of simulated acid rain.  Damage, growth  and gas exchange/ H.S. Neufeld, J.A. Jernstendt, B.L.  Haines//New Phytol. – 1985. – V.  99. – P. 389—405.
100. Velikova V. Light and CO2 responses of photosynthesis and chlorophyll fluorescence characteristics in bean plants after simulated acid rain/ V. Velikova, T. Tsonev, I.  Yordanov//Physiol. Plant. – 1999. – V. 107. – P. 77 – 83.
101. Qiu D. Effects of simulated acid rain on chloroplast activity in Dimorcarpus longana Lour. cv. wulongling leaves/ D. Qiu, X.   Liu//Ying Yong Sheng Tai Xue Bao. – 2002. – V. 12. – P. 1559-1562.
102. Hogan G.D. Effects of acid deposition on hybrid poplar-primary or predisposing stress/ G.D. Hogan, S.J.   Taylor//Water Air Soil Pollut. – 1995. – V. 85. – P. 1419-1424.
103. Shan Y. The individual and combined effects of ozone and simulated acid rain on chlorophyll content, carbon allocation and biomass accumulation of armand pine seedlings/ Y.  Shan, Z. Feng, T. Izuta, M. Aoki, T.  Totsuka//Water Air Soil Pollut. – 1995. – V. 85. – P. 1399-1404.
104. Gabara B. Changes in the ultrastructure of chloroplasts and mitochondria and antioxidant enzyme activity in Lycopersicon esculentum Mill. leaves sprayed with acid rain/ B. Gabara, M. Sklodowska, A. Wyrwicka, S. Glin´ska, M.  Gapin´ska//Plant Science. – 2003. – V. 164. – P. 507-516.
105. Stoyanova D. Effects of simulated acid rain on chloroplast ultrastructure of primary leaves of Phaseolus vulgaris/ D. Stoyanova, V.  Velikova//Biol. Plant. – 1997. – V. 40. – P. 589-595.
106.Tarhanen S. Ultrastructural responses of the lichen Bryoria fuscesens to simulated acid rain and heavy metal deposition/ S.  Tarhanen//Ann. Bot. – 1998. – V. 82. –  P. 735 -746.
107.Иванченко В.М. Фотосинтез и структурное состояние хлоропластов/ В.М.  Иванченко. – Минск: Наука и техника,  1974. – С. 160.

108.Шабельская Э.Ф. Состояние фотосинтетического аппарата высших зеленых растений в условиях полного затенения/ Э.Ф. Шабельская, В.Н. Гвардиян//Проблемы биосинтеза хлорофиллов. – Минск: Наука, 1971. – С. 132-138.
109.Строганов Б.П. Структура и функции клеток при засолении/ Б.П. Строганов, В.В. Кабанов, Н.И.   Шевяков– Москва: Наука, 1970. – 318 с.
110. Wrischer M. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellnekrobiose/ M. Wrischer//Protoplasma. – 1965. – V. 60. – 355-400.
111.Velikova V. Light and CO2 responses of photosynthesis and chlorophyll fluorescence characteristics in bean plants after simulated acid rain/ V. Velikova, T. Tsonev, I.  Yordanov//Physiol. Plant. – 1999. – V. 107. – P. 77 – 83.
РОЗДІЛ 2

ОБ’ЄКТИ, УМОВИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Характеристика досліджуваних рослин
У дослідах використовували рослини гороху Pisum sativum L., сорт Уладовський 10 (двотижневого віку) (Рис. 2.1. а, в) та шпинату Spinacea olearacea L. (4-6-тижневого віку), (Рис. 2.1. б, г), які вирощували в контрольованих умовах. 
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Рис 2.1. Дослідні рослини: а, в – горох, б, г – шпинат
Вибір об’єктів досліджень був обумовлений такими цінними якостями цих культур, як швидкий ріст та невибагливість до умов освітлення, аерації.

Горох (Pisum) – травянисті однорічні рослини родини Бобові (Fabaceae), підродини лядвенцевих – Lotoideae. У дослідах використовувався горох культурний (посівний) P. sativum L. [1].
Стебло чотиригранне, голе. Довжина стебла коливається від 15 до 250 см. Листки перисті з 1-3 парами листочків, закінчуються розгалуженими вусиками, за допомогою яких горох може чіплятися за опору, набуваючи значну стійкість і здатність рости в вертикальному положенні. 

Шпинат (Spinacia) – рід трав’янистих рослин родини Амарантові (Amaranthaceae), підродина мареві (Chenopodioideae). У наших дослідах використовувався шпинат городній: Spinacia oleracea L. – однорічна і дворічна рослина висотою 25-50 см. Листки прикореневі з витягнутими бічними вушками або округлі, овальні, видовжено-яйцеподібні, ланцетоподібні, завжди стягнуті до черешка [2].
2.2. Умови вирощування рослин для досліджень
Насіння гороху замочували у проточній воді протягом декількох годин. Потім стерилізували у слабкому розчині перманганату калію, промивали у дистильованій воді і розташовували у вологій камері в термостаті при 23 °С. Через 2-3 доби насіння з маленькими корінцями розміщували у скляну ємність, накривали вологим фільтрувальним папером, зверху ємність накривали чохлом з чорного паперу для створення умов вирощування насіння у темряві. Через тиждень рослини переносили у горщики з ґрунтом, який обробляли середовищем Кнопа (Рис. 2.1 б). Під час дослідження підтримувалась постійна температура 23 ± 1 ºС та постійна освітленість 150 мкмоль квантів/м2∙с. Тривалість вирощування рослин гороху – 2 тижні, шпинату – 4-6 тижнів.
2.3. Методи дослідження
2.3.1. Метод диференційного центрифугування з виділенням хлоропластів класу B. Для виділення хлоропластів використовували метод Аврона. Метод включає в себе розтирання наважки листків з середовищем виділення, приготування гомогенату і його наступне центрифугування зі швидкостями, які дозволяють відділити фракцію хлоропластів від інших більш важких і більш легких компонентів клітини [3].

Хлоропласти класу B не мають мембран зовнішньої оболонки, проте зберігають незруйновану систему внутрішніх (тилакоїдних) мембран. Такий препарат виділяли за методом Аврона [4]. 

Щойно зрізані листки гороху або шпинату витримували в холодильнику при 4-6 ºС протягом 2-3 годин. Потім у листків шпинату вирізали жилки і отримані фрагменти подрібнювали у блендері в середовищі виділення наступного складу: 0,4 М сорбітол; 0,05 M трицин-NaOH (pH 7,8); 0,01 M NaCl і 0,01 M аскорбат натрію. Аскорбат натрію готували безпосередньо перед дослідом, змішуючи еквімолярні розчини аскорбінової кислоти і гідрокарбонату натрію. Для подрібнення 100 г листків рослин використовували 300 мл середовища виділення. Отриманий гомогенат фільтрували через два шари полотна, хлоропласти осаджували при 3500 g протягом 7 хв. Потім осад ресуспендували в середовищі зберігання такого складу: 0,1 М сорбітол; 0,01 M NaCl; 0, 0,025 М MgCl2; 0,01 M трис-HCl (pH 7,8-8,0)) і центрифугували протягом 1 хв. при 800 g для видалення фрагментів клітинних стінок та інших важких часток. Супернатант центрифугували протягом 7 хв. при 3500 g. Осад хлоропластів суспендували в середовищі зберігання до концентрації 4 мг хл/мл і зберігали в темряві при температурі 20 ºС. 

Відомо, що часткова інактивація ФСII при зберіганні хлоропластів пов’язана з вивільненням ліпопротеїнів і вільних жирних кислот (ВЖК), що викликається активацією ліполітичних ферментів [5; 6; 7]. Для зниження вивільнення ВЖК у середовище додавали 0,2–0,4 М неіонних осмотиків (манітол, сорбитол, сахароза), також ефективним захистом від пошкоджуючої дії ВЖК є додавання в середовище зберігання альбуміну з бичачої сироватки (0,5–2 мг/мл). [8]. 
2.3.2 Метод інгібіторного аналізу. В роботі використовували такі інгібітори карбоангідрази: водорозчинний ацетазоламід (АА), (N-(5-сульфамоїл-1,3,4-тіадіазол-2-їл)ацетамід); ліпофільний етоксизоламід (ЕА), (6-етокси-2-бензотіазол-сульфонамід); іони Zn2+ (ZnSO4); іони Cu2+ (CuSO4). Концентрація інгібіторів: 80 мкМ Cu2+, 200 мкМ Zn2+, 500 мкМ АА, 500 мкМ ЕА. Синтетичні інгібітори розчиняли в ДМСО до концентрації 100 мМ і додавали в суспензію хлоропластів. Препарати інкубували на холоді, при контролі швидкості фотохімічних реакцій. Вибір концентрацій інгібіторів, а саме металів Zn2+ (ZnSO4), Cu2+ (CuSO4) робили шляхом експериментального підбору, обирали концентрації, які призводили до інгібування росту рослин. На 7-му добу проростання горох пересаджували на розчин з відповідними концентраціями інгібіторів. Заміри довжини стебла та кореня проводили на третю та п’яту добу обробки металами.  З отриманих даних будували криву концентрацій, за допомогою якої визначили, що цинк інгібує ріст та розвиток 50% рослин у концентрації – 200 мкМ, а мідь – 80 мкМ. «Світлові» зразки хлоропластів залишали при освітленності 150 мкмоль квантів/м2∙с, а «темнові»  зразки залишали в повній темряві на 2 години. Листки інтактних рослин обробляли тими ж концентраціями інгібіторів. Щойно зрізані листові пластини гороху та шпинату занурювали у  чашки Петрі, які були наповнені розчинами інгібіторів, на 2,5 доби при температурі 22 °С та освітленості 150 мкмоль квантів/м2∙с. 
2.3.3. Метод визначення концентрації хлорофілу. До 5 мл 80 % водного розчину ацетону додавали 0,025 мл суспензії хлоропластів і ретельно перемішували. Потім суспензію центрифугували при 5000 g, і супернатант переносили в скляну оптичну кювету з довжиною оптичного шляху 1 см. Оптичну густину вимірювали при довжині хвилі 652 нм проти 80 % розчину ацетону. Концентрацію хлорофілу (a + b) (мг/мл) визначали за формулою [9]:
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де С – концентрація хлорофілу, D – оптична густина при 652 нм. 
2.3.4. Методи визначення вмісту бікарбонату та карбоангідразної активності. Для визначення вмісту зв’язанного бікарбонату суспензію хлоропластів шпинату з концентрацією хлорофілу 4 мг/мл інкубували протягом 3 годин при 0 °С з інгібіторами КА (80 мкМ Cu2+, 200 мкМ Zn2+, 500 мкМ АА, 500 мкМ ЕА). Вміст бікарбонату в суспензії та супернатанті визначали за допомогою інфрачервоного газоаналізатора (S151 CO2-Analyzer, Qubit system, Канада) за кількістю СО2, який  виділяється при додаванні 50 мкл 10 н HCl.  
Основні блоки установки: насос G101 для перекачування повітря або азоту; вимірювач швидкості потоку G152 (швидкість потоку не повинна перевищувати 0,6 л/хв. для підтримання точності виміру); поглинач CO2 (наповнена аскаритом колонка); герметична скляна комірка; дозатор (Minilab-100, Польща) для подачі мікрокількості 50 мкл 10 н HCl 10 н HCl у комірку (для запобігання утворення крапель і закиснення), дозування здійснювалося через скляний капіляр довжиною 1 см і діаметром 80 мкм); магнітний змішувач для перемішування розчину; льодяна баня (для зневоднення газу, що надходить в аналізатор внаслідок конденсації водяної пари, яка заважає визначенню CO2 в інфрачервоному діапазоні); осушувальна колонка G141; інфрачервоний газоаналізатор IRGA; інтерфейсний прилад (Multimer UT-60E, Тайвань) для перетворення аналогового сигналу IRGA у цифрову форму і запису даних на комп’ютер.
Хлоропласти, які містили 1 мг хлорофілу (250-400 мкл суспензії з концентрацією 2,5-4 мг/мл)*, вносили в комірку, і газовий об’єм над суспензією продували азотом (без перемішування розчину) до встановлення стаціонарної концентрації СО2. Після цього одночасно включали інтенсивне перемішування і до суспензії вносили 50 мкл 10 н HCl.  CO2, що утворився реєстрували у вигляді піку кривої, площа під яким відповідає кількості CO2 в суспензії. Для того, щоб визначити кількість CO2, який зв’язується безпосередньо з мембранами, хлоропласти осаджували центрифугуванням, після чого супернатант в об’ємі, що дорівнював об’єму суспензії, яка аналізувалася, поміщали в комірку газоаналізатора і оцінювали площу під піком кривої, який реєструвався після додавання HCl. Кількість мембранозв’язаного бікарбонату визначали за різницею між площами під піками, що відповідали кількості CO2 в суспензії і в супернатанті. Площу під піками калібрували, вимірюючи величину відповіді приладу на вивільнення відомої кількості CO2 після додавання кислоти до титрованого розчину бікарбонату. 
Карбоангідразну активність ізольованих хлоропластів дослідних рослин визначали за швидкісю виділення СО2 в реакції дегідратації бікарбонату натрію по методиці, яка розроблена у відділі мембранології та фітохімії Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України [10]. Швидкість реакції визначали по прискоренню потоку СО2 за допомогою інфрачервоного газового аналізатора Q-S151 (Qubit Systems, Канада).
2.3.5. Метод продувки хлоропластів різною концентрацією СО2
Основний вид обробки препаратів полягав у продуванні повітря зі зміненим складом над поверхнею суспензії хлоропластів, що інтенсивно перемішувалася. Обробка у всіх випадках тривала 15 хв при інтенсивному перемішуванні за температури 4 ˚С у скляному бюксі об’ємом 20 мл при об’ємі препарату 2 мл. В експериментах здійснювалось 5 варіантів обробки хлоропластів:
1) контроль, без продування (320 мкл/л);
2) продування повітрям, позбавленим СО2 (0 мкл/л);
3) продування повітрям з концентрацією СО2 350 мкл/л;
4) продування повітрям з концентрацією СО2 950 мкл/л;
5) продування азотом, тобто у відсутності як СО2, так і О2.
Об’ємна швидкість потоку газу при продуванні препаратів становила 400 мл/хв. Продування повітрям зі зміненою концентрацією СО2 здійснювалось за допомогою СО2-газометричної установки на основі інфрачервоного газоаналізатора S-151 («Qubit systems», Канада). Вилучення СО2 досягалось продуванням атмосферного повітря через 100 мл колонку з аскаритом. Збільшення вмісту СО2 досягалось отриманням СО2 в реакції бікарбонату натрію з оцтовою кислотою. Повітря накачувалось через колонку з аскаритом у резервуар об’ємом 200 л, потім, за необхідності, додавали СО2, періодично перевіряючи концентрацію СО2 в резервуарі. При продуванні препаратів відбувався постійний контроль швидкості потоку газу та концентрації СО2 у ньому [11].
2.3.6. Моделювання кислотних дощів. Проростки шпинату та гороху одноразово протягом 3 хвилин обприскували з пульверизатору 1 л еквимолярного 0,2 мМ розчину NaNO3 та Na2SO4 з рН 5,6 (контрольний варіант) або з рН 2,5 (кислотний варіант). Потім рослини витримували ще 2 доби при температурі 22 °С та освітленості 150 мкмоль квантів/(м2∙с), після чого зразки листків гороху та шпинату фіксували для дослідження ультраструктурних змін в хлоропластах методом трансмісійної електронної мікроскопії (ТЕМ). 
2.3.7. Метод трансмісійної електронної мікроскопії. Для електронно-мікроскопічного дослідження ультраструктури препаратів хлоропластів шпинату В класу використовували концентровану суспензію після часткової дегідратації на міліпоровських фільтрах.

Препарати суспензії хлоропластів поміщали в середину агарових блоків. З середньої частини половини листків проростків гороху та шпинату вирізали фрагменти розміром 2×2 мм. Фіксацію зразків проводили 2,5 % глутаровим альдегідом на 0,1 М какодилатному буфері, рН 7,8 (для виділених хлоропластів, щоб зберегти рН середовища виділення) та рН 7,2 (для листків проростків), протягом 4 год при 4 ˚С. Після промивки у тому ж буфері (2 рази по 20 хв.) здійснювали постфіксацію матеріалу розчином 1 % ОsO4 на 0,1 М какодилатному буфері впродовж ночі при 4 ˚С. Зневоднення проводили, промиваючи проби в етиловому спирті зростаючої концентрації та ацетоні. Після цього матеріал просочували у суміші епоксидних смол та ацетону, заливали у епон-аралдитну смолу наступного складу: 

1) епон 812 – 3 частини

2) аралдит М – 2 частини

3) ДДСА – 5 частин

4) ДМП-30 – від 0,3 до 0,6 мл на 10 мл суміші смол

Потім блоки переносили у термостат для полімеризації при 60 ˚С протягом 3 діб [12].
Ультратонкі зрізи хлоропластів або клітин товщиною 80-100 нм виготовляли за допомогою ультрамікротому LKB-V (LKB, Швеція). Зрізи контрастували сумішшю ураніл-ацетату та перманганату калію (1:1) протягом 15 хв. у темряві. Ультратонкі зрізи досліджували і фотографували у трансмісійному електронному мікроскопі JEM-1300 (JEOL, Японія) при 80 кв. Зображення зрізів препаратів фотографували на плівку для електронної мікроскопії типу EB19H (AGFA, Бельгія).

Для морфометричного аналізу фотографії хлоропластів та їх фрагментів сканували на сканері типу Epson Perfection 3200 Photo scanner. Фотографії готували, використовуючи комп’ютерні програми Adobe Photoshop 7.0 та Corel Photo-Paint 11. Для кожного варіанта досліду і контролей аналізували по 30-39 фотографій із загальним збільшенням ×10000, 15000 або 100000. 
2.3.8. Статистичний метод та повторність результатів дослідів. Визначення розмірів елементів гран на зображеннях хлоропластів проводили за допомогою комп’ютерної програми ImageJ (NIH, США). Обробку результатів досліджень проводили за допомогою пакету прикладних програм Microsoft Excel 7,0., BIO8, Statistica 6.0. Розраховували величини середніх і стандартних квадратичних відхилень, які з урахуванням даних усіх трьох повторів дослідів не перевищували 5%. Експериментальні дані, наведені в таблицях и графіках, представлено у вигляді середнього арифметичного (M) зі стандартним відхиленням (m), визначеними з урахуванням усіх повторів. Досліди повторювали тричі. Достовірність різниці середніх значень між дослідними та контрольними варіантами оцінювали за допомогою t-критерія Ст’юдента [13]. Різницю вважали статистично достовірною при Р ≤ 0,05. 
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РОЗДІЛ 3 

УЛЬТРАСТРУКТУРА ХЛОРОПЛАСТІВ ЛИСТКІВ РОСЛИН, ОБРОБЛЕНИХ ІНГІБІТОРАМИ КАРБОАНГІДРАЗИ
У цьому розділі наведено дані електронної мікроскопії стосовно хлоропластів двох видів рослин (шпинату та гороху), листки яких піддавались впливу інгібіторів карбоангідрази з метою визначення впливу різних рівнів бікарбонату на структуру фотосинтезуючого апарату рослин.

3.1. Вплив інгібіторів карбоангідрази на хлоропласти листків шпинату. 
На рис. 3.1 (а, б) продемонстровано електронні мікрофотографії хлоропластів на зрізах листків шпинату контрольного варіанту, на яких чітко вирізняються численні інтактні грани. 

Грани мають типову для них структуру, що складається з щільно упакованих тилакоїдів гран, від термінальних ділянок яких відходять тилакоїди строми (рис. 3.1). 

Переважають за чисельністю невисокі грани, які містять до десятка тилакоїдів, що є характерною ознакою хлоропластів листків «світлового типу». Також в стромі хлоропластів зустрічаються нечисленні пластоглобули невеликого розміру, які розташовуються поблизу тилакоїдів строми.

Після обробки проростків шпинату гідрофільним інгібітором карбоангідрази ацетазоламідом загальна структура хлоропласту майже не змінює своєї форми (рис. 3.2а). 

Тилакоїдна система залишається без змін: симетричної конфігурації грани з щільно упакованими тилакоїдами з’єднуються між собою тилакоїдами строми (рис. 3.2 а, б). 

Згідно проведених вимірів, товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору статистично підвищувалась (див. табл. 3.1).
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Рис. 3.1 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Контроль. Позначення: Г – грана, Пг – пластоглобула, ТГ – тилакоїди грани, ТС – тилакоїди строми (тут і на інших рисунках)
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Рис. 3.2 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка ацетазоламідом 

В результаті обробки проростків шпинату гідрофобним інгібітором карбоангідрази етоксизоламідом суттєвих змін у загальній структурі хлоропласту не виявлено (рис. 3.3 а). Численні грани мають майже симетричну форму і різну висоту, в залежності від кількості гранальних тилакоїдів (від 4 до 10 і більше). Для останніх характерна щільна упаковка (рис. 3.3 б). Відмічено наявність невеликої кількості пластоглобул на зрізах хлоропластів. 
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Рис. 3.3 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка етоксизоламідом 

Виміри параметрів структури гран хлоропластів у листках проростків шпинату, оброблених етоксизоламідом, показують значне збільшення товщини мембран тилакоїдів і тенденцію до розширення люмінального простору (див. табл. 3.1).

Як видно на рис. 3.4, під впливом іонів Cu2+ форма хлоропласта стає більш округлою. 

Слід відзначити зменшення об’єму внутрішньої мембранної системи, звивистість тилакоїдів строми та деяке просвітлення строми хлоропластів в порівнянні з контрольними зразками. 

Численні пластоглобули округлої форми і більшого розміру в порівнянні з хлоропластами контролю часто утворюють групи, які налічують від 3 до 10 включень, що можуть тісно прилягати одне до одного (рис. 3.4 а). 
З таблиці 3.1 видно, що під дією іонів Cu2+ товщина мембран тилакоїдів дещо збільшується, тоді як ширина люмінального простору змінюється незначною мірою. 
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Рис. 3. 4 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка іонами Cu2+
На рис. 3.5 (а, б) можна бачити, що загальна структура хлоропластів не зазнає значних змін, проте піддається перебудовам популяція пластоглобул (збільшується їх розмір та кількість). 

Слід також відмітити, що пластоглобули мають, як правило, нетипову морфологію: переважна їх більшість має чітко окреслену зовнішню межу, в середині ж включень спостерігаються лише окремі острівці електронно-щільного матеріалу, поза якими можна бачити профілі тилакоїдів (рис. 3.5 б). 

Має місце асиметричність деяких гран (рис. 3.5 б). Щільність строми не відрізняється від такої в контрольних зразках. 

Як видно з таблиці 3.1, під дією іонів Zn2+ відбувається збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та розширення люмінального простору в хлоропластах листків шпинату.
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Рис. 3.5 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка іонами Zn2+. 

Отримані результати підрахунку розмірів мембран тилакоїдів гран та люмінального простору хлоропластів шпинату представлено в табл. 3.1. 

Таблиця 3.1

Вплив інгібіторів карбоангідрази на параметри гран хлоропластів з листків шпинату, (M±m), n=30
	Варіант
	Товщина мембран
тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального простору, нм

	Контроль

АА

ЕА
Сu
Zn 
	6,03±0,15а 

6,84±0,20б
6,67±0,22б
6,52±0,20б
6,95±0,24б
	5,90±0,37а

6,39±0,32а
6,30±0,30а
6,25± 0,40а
6,42±0,30а


Примітка. Різними літерами позначено відмінні показники з імовірністю Р≤0,05 (тут і у інших таблицях)
3.2 Вплив інгібіторів карбоангідрази на хлоропласти листків гороху.
На рис. 3.6 представлено електронні мікрофотографії хлоропластів на зрізах листків гороху контрольного варіанту. У зразках листків в хлоропластах лінзовидної форми чітко виділяються численні переважно високі грани, тилакоїди строми, поодинокі пластоглобули (рис. 3.6 а). Внутрішня мембранна система хлоропластів представлена рядами гран, які поєднуються тилакоїдами строми і лежать паралельно довгій вісі хлоропласта. За великого збільшення видно інтактну грану, від кінцевих ділянок тилакоїдів якої відходять тилакоїди строми (рис. 3.6 б). Відмічено щільну упаковку тилакоїдів строми в гранах (рис. 3.6 б). Слід зазначити, що товщина мембран тилакоїдів гран та люмінальний простір у гороху виявилися значно меншими, ніж у шпинату (див. табл.3.1 та 3.2).
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Рис. 3.6 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків рослин гороху. Контроль. 
Замочування проростків гороху у 500 мкМ розчині ацетазоламіду майже не впливає на загальну структуру хлоропластів, які мають лінзовидну форму і розташовуються вздовж клітинної оболонки (рис. 3.7 а). В стромі середньої електронної щільності видно численні грани різної висоти і тилакоїди строми, що відходять від тилакоїдів гран (рис. 3.7 б). Поміж тилакоїдів гран розрізняються численні пластоглобули різного розміру (рис. 3.7 а).

Таблиця 3.2

Вплив інгібіторів карбоангідрази на параметри гран хлоропластів з листків гороху, (M±m), n=30
	Варіант
	Товщина мембран

тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального простору, нм

	Контроль

АА

ЕА
Сu
Zn
	4,87±0,44а
5,35±0,41а
5,26±0,39а
5,18±0,48а
5,43±0,37а
	4,29±0,40а
5,50±0,40аб
5,25±0,39аб
4,92±0,38а
5,69±0,40б
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Рис. 3.7 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків рослин гороху. Обробка ацетазоламідом 

Проведені вимірювання параметрів елементів гран гороху після обробки ацетазоламідом не виявили суттєвої різниці з контролем (див. табл. 3.2).

В клітинах мезофілу листків проростків гороху, які оброблялися 500 мкМ розчином етоксизоламіду, хлоропласти мають типову загальну структуру (рис. 3.8 а). 

Тилакоїди гран досить щільно прилягають один до одного, формуючи не завжди симетричні стопки (рис. 3.8 б). Характерною ознакою впливу етоксизоламіду є практично повна відсутність пластоглобул у хлоропластах.

Як і у випадку з ацетазоламідом, в оброблених етоксизоламідом листках гороху не виявлено різниці порівняно з контролем в товщині мембран тилакоїдів гран та ширині люмінального простору (див. табл. 3.2).
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Рис. 3.8 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків рослин гороху. Обробка етоксизоламідом 
Як видно з рис. 3.9, хлоропласти у листках гороху, оброблених іонами Cu2+, практично не відрізняються за своєю загальною структурою від цих органел у контрольних зразках; однак слід відмітити збільшення кількості невеликих за розміром пластоглобул та деяке просвітлення строми. 
Під дією іонів Cu2+ товщина мембран тилакоїдів гран і ширина люмінального простору в хлоропластах в листках гороху лише незначно збільшується порівняно з контрольними зразками (див. табл. 3.2).
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Рис. 3.9. Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків рослин гороху. Обробка іонами Cu2+ 
Після обробки листків гороху іонами Zn2+  порушується чіткий порядок розташування мембранних компонентів у рядах, паралельних довгій вісі хлоропласту, внаслідок розриву або вигину тилакоїдів строми (рис. 3.10 а). Проте слід відмітити, що загальна будова гран майже не змінюється, проте інколи втрачається їх симетрія (рис. 3.10 б). 
Проведені кількісні підрахунки показали, що ефект обробки листків гороху іонами Zn2+ проявляється в розширенні люмінального простору, тоді як товщина мембран тилакоїдів гран у хлоропластах в листках гороху лише незначно збільшується (див. табл. 3.2).
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Рис. 3.10 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків рослин гороху. Обробка іонами Zn2+
Аналіз отриманих ультраструктурних даних дає можливість оцінити та порівняти вплив інгібіторів карбоангідрази на хлоропласти листків рослин P. sativum L. та S.  оleracea L.. 

Насамперед, у ході досліджень виявлено кількісну різницю в будові гран між хлоропластами з контрольних листків двох досліджуваних видів: в клітинах мезофілу листків шпинату товщина мембран тилакоїдів гран виявилася на 24 %, а ширина люмінального простору на 37 % більшою, ніж у гороху. 
Аналізуючи ультраструктурні дані щодо впливу специфічних інгібіторів карбоангідразної активності, слід зазначити, що гідрофільний препарат, ацетазоламід, виявився більш ефективним, ніж гідрофільний етоксизоламід, в зміненні параметрів структури гран у обох видів рослин, проте якщо у шпинату різниця є незначною, показники гороху демонструють більш суттєву різницю (див. табл. 3.1 та 3.2).

Порівнюючи вплив різних інгібіторів карбоангідрази на загальну структуру хлоропластів та кількісні показники їх гран, слід відмітити, що такі обробки вносили більші зміни в ширину люмінального простору у гороху, ніж у шпинату. Так, цей параметр підвищувався порівняно з контролем у гранах гороху під дією ацетазоламіду, етоксизоламіду, іонів міді та іонів цинку відповідно на 28, 22, 14 та 32 %, тоді як після обробки рослин шпинату він збільшувався відповідно на 8, 7, 6 та на 9 %. Щодо товщини мембран тилакоїдів гран, то цей показник виявився менш чутливим до обробок інгібіторами карбоангідрази: у гороху таке підвищення досягає 10, 8, 6 та 11 % для аналогічного ряду інгібіторів, для шпинату ж ці показники, відповідно, зростають на 13, 11, 8 та 11 % порівняно до контролю. З наведених даних можна дійти до висновку, що як товстіші мембрани тилакоїдів гран шпинату, так і тонші мембрани тилакоїдів гороху майже однаково реагували на обробку іонами важких металів набряканням, тоді як люмінальний простір під впливом тих же інгібіторів більше розширюється у гороху, ніж у шпинату. Також відмічено більш слабкий вплив іонів міді ніж інших інгібіторів на кількісні параметри компонентів гран хлоропластів у обох видів дослідних рослин.

Такі результати для неорганічних інгібіторів, з одного боку, можна пояснити різними рівнями токсичності цих іонів [1; 2], а з іншого боку, більш низькою доступністю іонів міді у порівнянні з іонами цинку за умов застосування рівних концентрацій цих іонів [3]. Крім того, необхідно враховувати внесок зв’язування іонів в апопластному компартменті клітин листків. Так, було встановлено більш високий рівень афінності позаклітинних центрів зв’язування з іонами міді ніж цинку у трьох видів роду мохів (Vázquez). Це співпадає з результатами токсичності цих іонів: менш токсичний цинк накопичується більш ефективно.

Звивистість у структурі тилакоїдів строми, яка спостерігається в хлоропластах шпинату під впливом іонів міді та в пластидах гороху під дією іонів цинку, була відмічена також у хлоропластах листків Elsholtzia splendens Willd. [4] та Salix purpurea L. [5], оброблених іонами міді. В листках проростків Zea mays L. виявлено асиметричність гран хлоропластів після тривалої обробки іонами цинку [6], як це спостерігається і у частини гран з листків шпинату в наших експериментах. Проте слід відмітити, що в наших зразках з листків гороху та шпинату не зустрічаються випадки ущільнення строми хлоропластів, як у листках кукурудзи, що, очевидно, можна пояснити різними термінами обробки проростків рослин іонами цинку.

Найбільш поширеною реакцією на дію різних чинників, зокрема і важких металів, є збільшення кількості та розмірів пластоглобул, як це спостерігається і в наших зразках під дією міді. Такий же феномен виявлено у хлоропластах клітин з суспензійної культури Glycine max (L.) Merr. [7], листків P. sativum L. [8], Oreganum vulgare L. [9], Elsholtzia splendens Willd. [4], Salix purpurea L.  та Phragmitis australis L. [10] після обробки міддю. 

Особливою ознакою обробки іонами цинку листків шпинату виявилась фрагментація вмісту пластоглобул та часткове його вимивання із залишенням інтактним зовнішнього шару (див. рис. 3.3). Як відомо, пластоглобули ззовні оточені полярним ліпідним моношаром, який сполучається із зовнішнім ліпідним листком тилакоїдів [11; 12]. Поверхня пластоглобул усіяна білками [12]. Серед них є фібриліни (пластоглобуліни), які вважаються структурними білками, що, очевидно, беруть участь у метаболізмі ліпідів. Середина пластоглобул складається з нейтральних ліпідів, токоферолу, філохінону, каротиноїдів, фітинових ефірів жирних кислот, триацилгліцеринів та ін. [13]. Кількість, розмір та вміст ліпідів змінюються в залежності від умов оточуючого середовища та стадії розвитку рослини [14]. Важкі метали можуть провокувати виникнення окислювального стресу [15], проявом якого є особливо небезпечне окислення ліпідів, оскільки через «ланцюгові реакції» утворюються вільні радикали. Окислення ліпідів (також відоме як перекисне окислення ліпідів) розглядають як одну з головних ознак окислювального стресу [16]. Не виключено, що саме окислювальний стрес є причиною часткової деградації пластоглобул, яка спостерігається в хлоропластах шпинату.

Отже, обробка листків гороху та шпинату іонами цинку та міді, інгібіторами карбоангідрази, викликала деякі модифікації в структурі хлоропластів, які можна класифікувати як вплив помірного ступеня. Очевидно, що таку помірну реакцію ультраструктури пластид з інтактних листків проростків гороху та шпинату, оброблених іонами важких металів можна пояснити як короткотривалою експозицією в їх розчинах, так і низьким рівнем надходження цих іонів у клітини листків внаслідок їх активного зв’язування з компонентами клітинних оболонок, як це спостерігалося у рослин Elsholtzia splendens Willd. [17], Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud. [18] одночасно з їх компартменталізацією у везикулах або вакуолях [18; 19]. Отже, рослини розвинули складну мережу механізмів гомеостазу, щоб модулювати внутрішні концентрації важких металів в цитозолі і підтримувати їх токсичність нижче певного порогу [20]. 
Таким чином, проведені дослідження виявили помірний вплив інгібіторів карбоангідрази, на структуру хлоропластів у листках проростків гороху та шпинату, проте важко стверджувати, що досліджувані речовини у певних концентраціях досягали фотосинтетичного апарату. Тому наші подальші дослідження впливу інгібіторів карбоангідрази ми зосередили на вивченні реакцій ізольованих хлоропластів, які були позбавлені оболонок.

Результати проведених досліджень, описані в  розділі 3, були опубліковані у статті: Водка М.В., Полищук А.В., Белявская Н.А Золотарёва Е.К. Действие тяжелых металлов на фотосинтетический аппарат и активность карбоангидразы хлоропластов гороха//Вісн. Харків. націон. аграрн. ун-ту. Сер. Біологія. – 2013. – Т. 3, № 30. – С.46-55.
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РОЗДІЛ 4
УЛЬТРАСТРУКТУРА ІЗОЛЬОВАНИХ ХЛОРОПЛАСТІВ РОСЛИН ПІД ВПЛИВОМ ІНГІБІТОРІВ КАРБОАНГІДРАЗИ ЗА РІЗНИХ УМОВ ОСВІТЛЕННЯ

Щоб визначити характер безпосереднього впливу різних за структурою та механізмом дії інгібіторів карбоангідрази на структуру фотосинтетичного апарату рослин, проводилися ультраструктурні дослідження препаратів хлоропластів класу В, ізольованих з листків двох видів рослин (S. olearacea та P. sativum), які відрізняються за вмістом бікарбонату (див. Розділ 6), за різних світлових умов проведення експериментів.

4.1 Вплив інгібіторів карбоангідрази на ізольовані хлоропласти шпинату та гороху

4.1.1 Темнові умови. На рис. 4.1 а представлено загальний вигляд ізольованих хлоропластів з листків контрольних рослин шпинату, які експонувалися у темноті. 

Можна побачити майже інтактну структуру хлоропласту правильної симетричної форми, у якого відсутня лише оболонка. 

Слід відмітити значні розміри висоти гран, які містять по 30 та більше тилакоїдів гран. 

У верхній частині рис. 4.1 б чітко видно різного розміру нечисленні пластоглобули овальної та округлої форми, які поодинці або групами з декількох таких включень розташовуються переважно поблизу тилакоїдів гран (рис. 4.1 а). 

Результати підрахунків параметрів структурних елементів гран у ізольованих хлоропластах шпинату за різних умов освітлення в контролі та під впливом чотирьох інгібіторів карбоангідрази наведено у табл. 4.1.
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Рис. 4.1. Препарати хлоропластів шпинату за темнових умов. Контроль: а – загальний вигляд препарату, б – грана 

Таблиця 4.1

Вплив інгібіторів карбоангідрази на параметри гран ізольованих хлоропластів шпинату за різних умов освітлення
(M±m), n=30
	Умови проведення досліду
	Товщина мембран

тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального простору, нм

	Темрява

контроль
АА
ЕА
Сu
Zn
Світло 

контроль
АА
ЕА
Сu
Zn
	7,46±0,22б
10,14±0,23г
9,84±0,36г
8,58±0,16в

10,14±0,21г
6,51±0,17а
10,61±0,17д
10,01±0,39г
9,38±0,18г
10,72±0,20д
	11,52±0,65а
12,74±0,39б
12,45±0,44аб
10,64±0,24а
15,45±0,94в
10,57± 0,44а
12,78±0,41б
12,19±0,20аб

10,98±0,32а

16,52±0,75в


За темнових умов в результаті дії інгібітору ацетазоламіду характерною ознакою загальної структури гран є розпушення в результаті зменшення щільності пакування тилакоїдів у гранах та розширення люмінального простору, набухання мембран тилакоїдів гран; також спостерігається варіювання гран за висотою (рис 4.2). З підрахунків випливає, що товщина мембран тилакоїдів гран статистично збільшується  у порівнянні з темновим контролем (табл. 4.1).
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Рис. 4.2 Препарати хлоропластів шпинату за темнових умов. Обробка ацетазоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана

За темнових умов під дією етоксизоламіду спостерігаються як грани значної висоти, що утримуються в інтактному стані системою тилакоїдів строми, яка поєднує їх, так і невисокі грани; структура частини останніх з них втрачає цілісність, на деяких ділянках тилакоїди гран відокремлюються від сусідніх, утворюючи структури накшталт віяла, очевидно, внаслідок того, що порушується зв’язок між кінцевими ділянками тилакоїдів гран (рис. 4.3 а). Велике збільшення дозволяє побачити результат набухання гран внаслідок дії етоксизоламіду (рис. 4.3 б).

На основі проведених підрахунків показано, що обробка препаратів етоксизоламідом за темнових умов проведення експериментів викликала підвищення товщини мембран тилакоїдів гран та збільшення ширини люмінального простору порівняно з темновим варіантом (див. табл. 4.1).
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Рис. 4.3 Препарати хлоропластів шпинату за темнових умов. Обробка етоксизоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана 
За темнових умов під дією іонів Cu2+ (рис. 4.4) спостерігається рівномірне пакування тилакоїдів у практично інтактних гранах, що значно варіюють за кількістю наявних тилакоїдів (від декількох одиниць до декількох десятків), також відзначається щільне прилягання тилакоїдів гран одного до одного, відмічається присутність у препаратах значної кількості пластоглобул (рис. 4.4). 
Порівняно з темновим контролем під дією іонів Cu2+ товщина мембран тилакоїдів гран статистично збільшується, тоді як люмінальний простір незначно зменшуються (див. табл. 4.1).
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Рис. 4.4. Препарати хлоропластів шпинату за темнових умов. Обробка іонами Cu2+: а – загальний вигляд препарату, б – грана
Як можна бачити на рис. 4.5, за умов обробки препаратів іонами цинку спостерігається порушення пакування тилакоїдів гран, а саме, нерівномірне розширення люмінального простору (особливо в центральній зоні гран), відрив частини тилакоїдів від тіла гран, переважно на їх термінальних ділянках (рис. 4.5 а); у препаратах присутня незначна кількість пластоглобул (рис. 4.5 а). 

В результаті обробки препаратів іонами Zn2+ виявлено найсуттєвіше збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та люмінального простору в порівнянні з контролем та ефектами інших інгібіторів (див. табл. 4.1).
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Рис. 4.5. Препарати хлоропластів шпинату за темнових умов. Обробка іонами Zn2+: а – загальний вигляд препарату, б – грана

Експозиція препаратів хлоропластів з листків шпинату за темнових умов в присутності інгібіторів карбоангідрази як органічної, так і неорганічної природи виявила різницю їх впливу на тилакоїдну систему гран. Так, найбільший ефект з усіх інгібіторів карбоангідрази викликають іони Zn2+, тоді як іони Cu2+, навпаки, мають найменший вплив на загальну структуру та кількісні показники гранальної системи хлоропластів (див. табл. 4.1). Серед інгібіторів органічної природи більший вплив спричинює ацетазоламід, тоді як етоксизоламід хоча й не змінює ширину люмінального простору, проте збільшує товщину мембран тилакоїдів гран хлоропластів шпинату (див. табл. 4.1). 
4.1.2 Світлові умови. На рис. 4.6 можна бачити препарати хлоропластів типу В світлового контролю, інтактні грани яких мають видовжену форму та дещо розріджену упаковку тилакоїдів, також на зрізах спостерігається значна кількість пластоглобул. У порівнянні з темновим контролем збільшується товщина мембран тилакоїдів гран, тоді як люмінальний простір залишається незмінним (табл. 4.2).
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Рис. 4.6. Препарати хлоропластів шпинату за світлових умов. Контроль: а –  загальний вигляд препарату, б –  грана

За світлових умов під дією ацетазоламіду переважна більшість гран зберігає інтактну структуру і майже рівномірне пакування тилакоїдів гран (рис. 4.7 а). 

При великому збільшенні на рис. 4.7 б можна побачити суттєве потовщення мембран тилакоїдів гран та більш-менш рівномірне розширення люмінального простору порівняно з контрольними зразками, що підтверджується також і кількісними даними (див. табл. 4.1). 

Під дією етоксизоламіду за світлових умов загальна структура гран залишається майже неушкодженою (рис. 4.8 а, б), проте порівняно зі світловим контролем відбувається збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та розширення люмінального простору (див. табл. 4.1), однак слід відмітити, що останній факт не збігається з даними, отриманими за темнових умов.
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Рис. 4.7 Препарати хлоропластів шпинату за світлових умов. Обробка ацетазоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана

Обробка іонами Cu2+ за світлових умов не викликає значних змін в загальній структурі гран (рис. 4.9). 

Однак зафіксовано потовщення мембран тилакоїдів гран та значне розширення люмінального простору порівняно з цими параметрами гран світлового контролю (див. табл. 4.1).
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Рис. 4.8 Препарати хлоропластів шпинату за світлових умов. Обробка етоксизоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана

За світлових умов під дією іонів Zn2+ спостерігається значне порушення структури гран (рис. 4.10). Значно збільшується люмінальний простір (див. табл. 4.1). 
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Рис. 4.9 Препарати хлоропластів шпинату за світлових умов. Обробка іонами Cu2+:а – загальний вигляд препарату, б – грана
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Рис. 4.10 Препарати хлоропластів шпинату за світлових умов. Обробка іонами Zn2+: а – загальний вигляд препарату, б – грана

4.2. Вплив інгібіторів карбоангідрази на ізольовані хлоропласти гороху
4.2.1 Темнові умови. На рис. 4.11 продемонстровано мікрофотографії препаратів хлоропластів гороху темнового контролю. Грани зберігають типову для них структуру, що представляє собою стопку щільно упакованих тилакоїдів гран, від яких відходять тилакоїди строми, між ними розташовуються численні пластоглобули невеликого розміру (рис. 4.11 а). 
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Рис. 4.11 Препарати хлоропластів гороху за темнових умов. Контроль: а – загальний вигляд препарату, б – грана

Слід підкреслити, що на відміну від препаратів світлового контролю грани за темнових умов проведення експерименту налічують значно більшу кількість тилакоїдів, переважно 20 і більше. На рис. 4.11 б можна побачити типову для темнового контролю цілком інтактну високу грану, в якій тилакоїди щільно прилягають один до одного. 

Таблиця 4.2.
Вплив інгібіторів карбоангідрази на параметри гран ізольованих хлоропластів гороху за різних умов освітлення

(M±m), n=30
	Умови проведення досліду
	Товщина мембран

тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального простору, нм

	Темрява

контроль
АА
ЕА

Сu
Zn
Світло 

контроль
АА
ЕА

Сu
Zn
	5,05±0,17а 
6,43±0,2бв
6,85±0,22в
7,01±0,17в
8,58±0,19д

5,83±0,20б
7,57±0,22г
7,85±0,42г
8,95±0,19е
9,25±0,22є

	5,52±0,55а
8,63±0,42б
8,92±0,45б
10,15±0,21в
15,26±0,64д

5,95± 0,44а
9,61±0,45в
9,76±0,34в

12,95±0,38г

17,48±0,45е



На рис. 4.12 показано вплив інгібітору карбоангідрази ацетазоламіду на ізольовані хлоропласти гороху за темнових умов. 

Відмічається збереження інтактності загальної структури гран і тилакоїдів строми. 

На препаратах хлоропластів відмічено присутність певної кількості пластоглобул, які варіюють за розміром.
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Рис. 4.12 Препарати хлоропластів гороху за темнових умов. Обробка ацетазоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана

На основі проведених розрахунків встановлено, що як товщина мембран тилакоїдів, так і ширина люмінального простору у гранах ізольованих хлоропластів гороху, що експонувалися за темнових умов статистично змінюються в напрямку їх збільшення в порівнянні з тими ж параметрами гран темнового контролю (див. табл. 4.2.).
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Рис. 4.13 Препарати хлоропластів гороху за темнових умов. Обробка етоксизоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана 

На рис. 4.13 бачимо, що після обробки препаратів хлоропластів гороху етоксизоламідом загальна структура їх гран залишається практично незміненою порівняно з препаратами темнового контролю, окрім інколи кінцевих ділянок тіла грани (рис. 4.13 б). У препаратах зустрічаються поодинокі пластоглобули в місцях розташування тилакоїдів строми (рис. 4.13 а).

Кількісні показники структури гран, такі як товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору, в результаті обробки етоксизоламідом за темнових умов проведення дослідів статистично збільшуються порівняно з такими ж параметрами препаратів темнового контролю (Табл. 4.2). 

В результаті обробки препаратів хлоропластів гороху іонами міді загальна структура хлоропластів залишається майже неушкодженою; грани більшою мірою зберігають інтактність; більшість гран містить значну кількість тилакоїдів (від одного десятка до декількох) (рис. 4.14 а). У деяких гранах спостерігається вкорочення частини тилакоїдів, що викликає їх асиметрію (рис. 4.14 б). Пластоглобули у ізольованих хлоропластах зустрічаються в помірній кількості і переважно поміж тилакоїдів строми (рис. 4.14 а).
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Рис. 4.14 Препарати хлоропластів гороху за темнових умов. Обробка іонами Cu2+: а – загальний вигляд препарату, б – грана 

Кількісні показники товщини мембран тилакоїдів гран та ширини люмінального простору у гранах з препаратів хлоропластів гороху, які обробляли іонами Cu2+, збільшується в порівнянні з тими ж показниками гран з темнового контролю (див.табл. 4.2).  

На рис. 4.15 продемонстровано вплив іонів цинку на ультраструктуру ізольованих хлоропластів гороху. 

Хоча за темнових умов загальна структура хлоропластів до деякої міри ще залишається об’єднаною, більшість гран втрачає їх інтактність: спостерігаються розриви високих гран на декілька фрагментів, тилакоїди яких продовжують відокремлюватися один від одного, починаючи з кінцевих ділянок і утворюючи віялоподібні форми (рис. 4.15 б). 

В результаті тилакоїди гран опиняються на значних відстанях один від одного, втрачаючи як структурну цілісність, так, очевидно, і функціональні властивості. 
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Рис. 4.15 Препарати хлоропластів гороху за темнових умов. Обробка іонами Zn2+: а – загальний вигляд препарату, б – грана

Під впливом іонів Zn2+ відбувається максимальне збільшення товщини мембран тилакоїдів та ширини люмінального простору порівняно з цими показниками для інших інгібіторів карбоангідрази (див. табл. 4.2).

4.2.2 Світлові умови. Фрагмент ізольованих хлоропластів гороху з препаратів світлового контролю представлено на рис. 4.16 а, де можна бачити чітко структуровані грани різної висоти, серед яких переважають грани з 4-6 тилакоїдів, хоча зустрічаються й такі, до складу яких входять 10-15 тилакоїдів. Між тилакоїдами строми зустрічаються електронно-щільні округлі профілі пластоглобул (рис. 4.16 б). 

Дані про зміни показників структурних елементів гран з ізольованих хлоропластів гороху, що оброблялися інгібіторами карбоангідрази, наведено в табл. 4.2. Порівняно зі світловим контролем товщина мембран тилакоїдів гран у темновому контролі була статистично меншою (див. табл. 4.2.).
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Рис. 4.16 Препарати хлоропластів  гороху за світлових умов. Контроль: а – загальний вигляд препарату, б – грана
На рис. 4.17 можна побачити ефект ацетазоламіду за світлових умов на препарати ізольованих хлоропластів гороху. 

Обробка цим інгібітором несуттєво впливає на загальну структуру гран, проте інколи спостерігаються вигини окремих тилакоїдів, особливо на кінцевих ділянках, що, очевидно, є наслідком нерівномірного розширення проміжку між сусідніми тилакоїдами. 

Численні пластоглобули, як правило, розташовуються поблизу або в контакті з тилакоїдами строми.

Після обробки ацетазоламідом товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору у гранах ізольованих хлоропластів гороху змінюється значною мірою в бік суттєвого збільшення цих параметрів порівняно зі світловим контролем (див. табл. 4.2). 

На рис. 4.18 а демонструється вплив етоксизоламіду за світлових умов на ультраструктуру препарату хлоропластів гороху. Видно чітко структуровані грани, від яких відходять тилакоїди строми (рис. 4.18 б). Відмічено, що в препараті майже відсутні пластоглобули. Обробка етоксизоламідом має незначний вплив на загальну структуру гран у порівнянні з контролем. В них відсутні пластоглобули.

[image: image39.png]



Рис. 4.17 Препарати хлоропластів гороху за світлових умов. Обробка ацетазоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грана
Проведена кількісна оцінка елементів структури гран за умов освітлення показує, що вплив етоксизоламіду позначається як на товщині мембран тилакоїдів, так і на ширині люмінального простору, розміри яких статистично збільшуються порівняно з такими світлового контролю (див. табл. 4.2).

Рис. 4.19 (а, б) демонструє вплив іонів міді на препарати хлоропластів гороху за світлових умов. На них можна бачити, що грани зберігають інтактність їх структури (рис. 4.19 а), проте деякі грани мають рівномірно хвилясту форму (рис. 4.19 б). Кількість пластоглобул дещо зменшується порівняно з такою у контрольних препаратах хлоропластів гороху за світлових умов. 
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Рис. 4.18 Препарати хлоропластів гороху за світлових умов. Обробка етоксизоламідом: а – загальний вигляд препарату, б – грани 

Згідно даних табл. 4.2 товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору під впливом іонів міді порівняно зі світловим контролем статистично збільшується, слід відмітити, що останній параметр також суттєво змінюється вдовж тилакоїдів гран.

Кількісні показники товщини мембран тилакоїдів гран та ширини люмінального простору у гранах з препаратів хлоропластів гороху, які обробляли іонами Cu2+, збільшуються в порівнянні з тими ж показниками гран з темнового контролю (Табл. 4.2).  
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Рис. 4.19 Препарати хлоропластів гороху за світлових умов. Обробка іонами Cu2+:а – загальний вигляд препарату, б – грана

У ході досліджень показано, що іони цинку серед усіх застосованих у дослідженні інгібіторів найбільш руйнівним чином впливають на структуру ізольованих хлоропластів гороху за світлових умов, зокрема, їх гранальну систему: переважна більшість гран зазнає значного набрякання, нерівномірно розширюється люмінальний простір, а також збільшується кількість пластоглобул порівняно з контролем (рис. 4.20 а, б).
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Рис. 4.20. Препарати хлоропластів гороху за світлових умов. Обробка іонами Zn2+:а – загальний вигляд препарату, б – грана

Статистично доведено, що обидва вимірюваних параметри гран хлоропластів (товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору) досягають найвищих значень в результаті обробки препаратів іонами цинку за світлових умов (див. табл. 4.2.). Це корелює в частині збільшення люмінального простору з результатами аналогічних досліджень на хлоропластах інтактних листків рослин гороху, оброблених тією ж речовиною і відрізняється щодо товщини мембран тилакоїдів гран (порівняти дані табл. 3.2 і 4.2).

Аналізуючи отримані експериментальні дані, можна стверджувати, що усі досліджені в роботі інгібітори карбоангідрази в тій чи іншій мірі впливають на структуру гран ізольованих хлоропластів залежно від умов освітлення та виду рослини.

Відмічено, що параметри товщини мембран гранальних тилакоїдів у ізольованих хлоропластах, які визначалися в цій роботі, є вищими у препаратах, що одержувалися з рослин шпинату, ніж такі у гороху, для всіх досліджуваних інгібіторів карбоангідрази, що корелює з даними, отриманими на хлоропластах інтактних листків (див. табл. 4.1 та 4.2). Однак відносні показники приросту виявляються вищими у гороху.

Порівнюючи вплив світла на товщину мембран тилакоїдів гран, слід зазначити, що у ізольованих хлоропластах гороху ці показники за дії ацетазоламіду, етоксизоламіду, іонів Cu2+ та Zn2+ порівняно з темновими параметрами зростають, відповідно, на 26, 15, 28 та 8 %, тоді як у шпинату тільки на 5, 2, 9 і 6 %. Контрольні ж показники у обох видів мають протилежну закономірність змін: у гороху вони підвищуються, а у шпинату знижуються на 15 % під дією світла (див. табл. 4.1 та 4.2). Як видно з наведених даних, найвищий приріст товщини мембран тилакоїдів за світлових умов у порівнянні з темновими умовами спостерігається під впливом іонів Cu2+ у обох видів. Між тим, найвищі показники товщини мембран тилакоїдів серед інгібіторів у порівнянні з контрольними значеннями за різних умов освітлення мають хлоропласти, оброблені іонами Zn2+, у обох досліджуваних видів (див. табл. 4.1 та 4.2). У хлоропластів шпинату іони Cu2+ викликали найменший вплив на цей показник за різних умов освітлення, тоді як у хлоропластів гороху на товщину мембран тилакоїдів слабко впливали ацетазоламід та етоксизоламід (див. табл. 4.1 та 4.2).
Що стосується ширини люмінального простору, то у ізольованих хлоропластів гороху аналогічна закономірність простежується за різних умов освітлення: найнижчі показники притаманні впливу органічних інгібіторів, а найвищі – іонам важких металів; у хлоропластів шпинату проміжки між тилакоїдами були найменшими за обох світлових режимів, вплив ацетазоламіду та етоксизоламіду характеризувався проміжними значеннями, тоді як вплив іонів Zn2+ є найвищим для обох досліджуваних видів (див. табл. 4.1 та 4.2). Так, наприклад, цей показник у гранах гороху за світлових умов порівняно з відповідним контролем збільшується майже вдвічі під дією ацетазоламіду, етоксизоламіду та іонів Cu2+, а також майже втричі після обробки препарату іонами Zn2+, тоді як у гранах шпинату вплив тих же інгібіторів викликає підвищення показника лише на 21, 15, 4 і 56 % (див. табл. 4.1 та 4.2). Важливо відмітити, що за темнових умов ця закономірність зберігається: для того ж ряду інгібіторів: у хлоропластів гороху підвищення досягає 56, 62, 84 і 176 %, у шпинату тільки 11, 8, –7 та 34 %, тобто, іони Cu2+ викликають навіть зниження цього показника (див. табл. 4.1 та 4.2). Проте за світлових умов не виявлено чіткої різниці порівняно з темновими параметрами у показників шпинату: внаслідок дії ацетазоламіду, етоксизоламіду, іонів Cu2+ та Zn2+ вони збільшуються, відповідно, на 3, 2, 3 та 5 %, тоді як у гороху цей приріст досягає 15, 9, 28 і 15 % для тієї ж послідовності інгібіторів. Тобто, за цим показником структури гран більш чутливим видом до дії інгібіторів карбоангідрази виявляється горох, ніж шпинат. 

Отже, можна констатувати, що використання рослин гороху для вивчення ефектів інгібіторів карбоангідрази на структуру гран, де відбуваються зміни концентрації бікарбонату, є, очевидно, більш доцільним з огляду на його вищу чутливість, ніж у рослин шпинату. 

Таким чином, дані електронної мікроскопії свідчать про те, що обробка  ізольованих із листків шпинату та гороху хлоропластів класу В інгібіторами карбоангідрази – ліпофільним ЕА, гідрофільним АА, важкими металами Cu2+ і Zn2+ – викликає зміни ультраструктурної організації фотосинтетичних мембран. Величина і спрямованість ефектів залежить від режиму освітлення препаратів та виду рослини. 

Результати проведених досліджень, описані в  розділі 4, були опубліковані у статті: Водка М.В., Поліщук О.В., Білявська Н.О., Золотарьова О.К. Реакція фотосинтнтичного апарату шпинату на дію важких металів, інгібіторів карбоангідрази//Доп. НАН України. – 2013. – № 10. – С.152-158.
РОЗДІЛ 5

УЛЬТРАСТРУКТУРА ХЛОРОПЛАСТІВ РОСЛИН ЗА УМОВ  МОДЕЛЮВАННЯ КИСЛОТНОГО ДОЩУ

5.1 Вплив кислотних дощів на ультраструктуру хлоропластів листків гороху
На рис. 5.1 представлено електронні мікрофотографії фрагментів хлоропластів з листків рослин гороху контрольного варіанта, на яких спостерігається чітка структурованість внутрішньої мембранної системи на щільно упаковані грани та тилакоїди строми, що відходять від них. Слід відмітити рівномірний розподіл тилакоїдів в стопках. (Рис. 5.1 б). 
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Рис. 5.1 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків гороху. Контроль. 
Під дією кислотних дощів відбуваються значні зміни в структурі хлоропластів: усі елементи їх внутрішньої мембранної системи зазнають набрякання та їх асоціації в єдиний мембранний конгломерат (Рис. 5.2 а). 
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Рис. 5.2 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків гороху. Обробка кислотним дощем  
В хлоропластах також спостерігаються нечисленні пластоглобули та поодинокі крохмальні зерна. Характерними особливостями структури оброблених кислотним дощем хлоропластів є хвилястість форми їх внутрішньої мембранної системи і майже повна відсутність строми (див. рис. 5.2 а, б). 
Встановлено, що товщина тилакоїдів гран та люмінальних проміжків достовірно збільшується за умов обробки рослин імітованими кислотними дощами у порівнянні з контрольними зразками (табл. 5.1).

При обробці листків гороху сумішшю кислотних дощів з додаванням іонів міді хлоропласти зазнають незначних змін їх загальної структури в порівнянні з контрольними зразками; в стромі помірної щільності чітко вирізняються окремі набряклі грани та тилакоїди строми (Рис. 5.3 а). 

Таблиця 5.1
Вплив імітації кислотних дощів та інгібіторів карбоангідрази на параметри гран хлоропластів з листків гороху
(M±m), n=30
	Умови проведення експериментів
	Товщина
тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального проміжку, нм

	Контроль
	4,71(0,45а
	6,33(0,45а

	Кислотні дощі
	6,25(0,48б
	7,56(0,49б

	Кислотні дощі + Cu2+
	6,30(0,44б
	7,72(0,46б

	Кислотні дощі + Zn2+
	6,90(0,41б
	8,10(0,48б
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Рис. 5.3 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків гороху. Обробка сумішшю кислотних дощів та іонів Cu2+ 
Між тилакоїдами строми та зрідка у гранах спостерігаються здебільшого пластоглобули великого діаметру або їх групи (Рис. 5.3 а). За умов імітації кислотного дощу в комплексі з іонами Cu2+ відбувалося збільшення товщини тилакоїдів гран та люмінальних проміжків порівняно з контролем (табл. 5.1).

При обробці листків гороху сумішшю кислотних дощів з додаванням цинку в хлоропластах утворюються конгломерати мембранних елементів з ознаками набряклості. Характерною особливістю цих зразків є присутність декількох крохмальних зерен на зрізі хлоропласта (Рис. 5.2 а), а також невеликої кількості пластоглобул. За таких умов значно збільшується товщина тилакоїдів гран та ширина їх люмінальних проміжків порівняно до контрольних зразків (табл. 5.1). 
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Рис. 5.4 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків гороху. Обробка сумішшю кислотних дощів та іонів Zn2+
Показано, що кислотні дощі негативно впливають на ультраструктуру хлоропластів з листків гороху. При додаванні до складу імітованих кислотних дощів іонів міді вплив майже не змінюється, тоді як іони цинку дещо посилюють такий ефект на структуру фотосинтетичного апарату. 
5.2 Вплив кислотних дощів на ультраструктуру хлоропластів листків шпинату
На рис. 5.5 представлено зріз хлоропласту листка шпинату контрольного варіанту. Хлоропласт має лінзовидну форму. Внутрішня мембранна система (грани та тилакоїди строми) формує декілька рядів, майже паралельних довгій вісі хлоропластів, серед яких зустрічаються поодинокі пластоглобули (рис. 5.5 а). Невисокі грани містять від 10 до 20 щільно упакованих тилакоїдів (рис. 5.5 б). Строма має помірну електронну щільність. 
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Рис. 5.5 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Контроль. 
Вплив кислотних дощів на структуру хлоропластів у листках шпинату продемонстровано на рис. 5.6. Характерною ознакою цього впливу є  втрата регулярності розташування елементів внутрішньої мембранної системи в чітких рядах, як це спостерігається у хлоропластах з контрольних зразків (рис. 5.6 а). Втрачається щільне пакування гран внаслідок значного і нерівномірного збільшення відстані між сусідніми тилакоїдами гран. Очевидно, це пов’язано зі значним набряканням усіх мембранних елементів, в результаті якого порушується їх просторова організація, з’являється хвилястість, особливо у тилакоїдів строми (рис. 5.6 б). Утворюються масивні конгломерати мембран, збільшується кількість пластоглобул (рис. 5.6 а).
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Рис. 5.6 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка кислотним дощем 
Таблиця 5.2
Вплив імітації кислотних дощів та інгібіторів карбоангідрази на параметри гран хлоропластів з листків шпинату
(M±m), n=30
	Варіант
	Товщина
тилакоїдів гран, нм
	Ширина люмінального проміжку,  нм

	Контроль
	5,32(0,45а
	5,62(0,45а

	Кислотні дощі
	5,84(0,45а
	6,18(0,43а

	Кислотні дощі + Cu2+
	5,92(0,42а
	6,35(0,38а

	Кислотні дощі + Zn2+
	6,38(0,38аб
	8,52(0,46б


Показано, що за умов імітації кислотного дощу товщина тилакоїдів гран та ширина люмінальних проміжків лише мають тенденцію до збільшення у порівнянні з такими показниками у контрольних зразках (див. табл. 5.2).

Під впливом імітованих кислотних дощів з додаванням іонів міді частина хлоропластів змінює лінзовидну форму на амебоїдну (рис. 5.7 а). Зустрічається слабка хвилястість тилакоїдів строми; грани зберігають свою інтактність, проте демонструють набряклу конфігурацію (рис. 5.7 б). 
[image: image49.png]



Рис. 5.7 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка сумішшю кислотних дощів та іонів Cu2+ 
За умов сумісної дії імітації кислотного дощу з іонами Cu2+ товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору дещо збільшується у порівнянні з контролем (табл. 5.2).

На рис. 5.8 можна побачити вплив кислотних дощів з додаванням іонів цинку. Хлоропласт зберігає лінзовидну форму, проте більшу частину його зрізу займають великі крохмальні зерна, які тиснуть на мембранні елементи, виштовхуючи їх на периферію хлоропласту (рис. 5.8 а). Між тим тилакоїди гран та строми демонструють набряклість. (рис. 5.8 б). Рідко зустрічаються поодинокі пластоглобули. 
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Рис. 5.8 Ультраструктура хлоропластів (а) та гран (б) з листків шпинату. Обробка сумішшю кислотних дощів та іонів Zn2+. КЗ –крохмальне зерно
Виявлено, що за умов імітації кислотного дощу з домішкою іонів Zn2+ ширина люмінального простору і дещо товщина мембран тилакоїдів гран збільшуються у порівнянні з такими показниками у контрольних зразках (див. табл. 5.2).

Деякі виявлені нами ефекти кислотних дощів на ультраструктуру хлоропластів було описано також у листках рослин Lycopersicon esculentum Mill., в яких спостерігалося округлення хлоропластів, набрякання тилакоїдів, утворення конгломератів, хвиляста конфігурація тилакоїдів та поява декількох крохмальних зерен [1]. Аналогічні зміни в хлоропластах було зареєстровано в листках Phaseolus vulgaris L. після обприскування розчином речовин, які входять до складу кислотних дощів [2]. Хвилястість та набрякання тилакоїдів і збільшення товщини тилакоїдів гран було зареєстровано і у водоростевого партнера епіфітного лишайника Bryoria fuscesсens Gyeln., який обробляли кислотним дощем у комбінації з іонами міді [3]. 

Результати проведених досліджень дозволяють припустити, що сумісна дія кислого дощу та іонів міді зменшує негативний вплив окремих факторів на структурно-функціональні параметри фотосинтетичного апарату, можливо, за рахунок підвищення антиоксидантного статусу – посилення активності ферментів супероксиддисмутази та каталази, або/чи росту рівня небілкових тіолів. Цей антагонізм може бути пов’язаним зі зниженням надходження важкого метала у клітину.
Найбільший ефект спостерігався при впливі кислотних дощів з додаванням іонів цинку. Поява великих зерен крохмалю є характерною ознакою хлоропластів шпинату і, меншою мірою, гороху (див. рис. 5.6 та 5.3). Очевидно, що вищий вміст крохмалю в стромі хлоропластів дослідних рослин зумовлений затримкою його деградації, що узгоджується з даними інших авторів щодо зникнення або значного зниження вмісту крохмалю на фоні перебудови ультраструктурної організації пластид впродовж світлової фази фотоперіоду [4]. Зниження деградації транзиторного крохмалю, яке виявлено в нашому дослідженні, може бути зумовлене порушенням відтоку продуктів гідролізу крохмалю з пластид в результаті зниження інтенсивності обмінних процесів під дією кислотного дощу та іонів цинку. Припускається, що продукти деградації крохмалю затримуються у вивільненому після його розпаду просторі. При цьому навколо залишків крохмальних зерен формується область низької електронної щільності, яка добре виявляється на електронних мікрофотографіях (див. рис. 5.6 та 5.8). Очевидно, надлишкова кількість продуктів фотосинтезу перетворюється у крохмаль. Зберігання крохмалю, паралельно з іншими ультраструктурними змінами, очевидно, відбувається в результаті дисбалансу між фотосинтезом і експортом його продуктів [3]. Велика кількість крохмалю, яка накопичується в крохмальних зернах, здається, руйнує інтактну структуру хлоропластів з рослин шпинату, вирощених у присутності кислих розчинів та іонів Zn2+. 
Підсумовуючи отримані нами ультраструктурні дані про вплив кислотних дощів на дослідні рослини, можна стверджувати, що кислотні дощі спричинюють значні зміни в структурі хлоропластів досліджених рослин, особливо гороху, де порушується конфігурація розташування елементів їх внутрішньої мембранної системи, з яких утворюються масивні конгломерати, відбувається набухання мембран і розширення люмінального простру у гранах.

Так, порівняння параметрів гран хлоропластів показало суттєве збільшення порівняно з контрольними показниками товщини мембран тилакоїдів гран у листках гороху за умов обробки імітованим кислотним дощем (на 33 %), ІКД з домішкою іонів Cu2+ (на 34 %) та ІКД з домішкою іонів Zn2+ (на 46 %), тоді як за дії тих же розчинів на рослини шпинату виявлено лише статистично недостовірне підвищення цього параметра (відповідно, на 10, 11 та 19 %). Отже, за цим показником структури гран більш чутливим видом до дії ІКД та сумішей ІКД з розчинами важких металів, інгібіторів карбоангідрази, виявляється горох, ніж шпинат.
Аналізуючи показники ширини люмінального простору у гранах, слід зазначити, що у порівнянні з контрольними величинами ці параметри підвищувалися у гороху під впливом ІКД на 19 %,  ІКД з домішкою іонів Cu2+ – на 22 % та ІКД з домішкою іонів Zn2+ – на 28 %, а також у гранах шпинату – на 52 %, тоді як за дії ІКД та ІКД з домішкою іонів Cu2+ у гранах шпинату відзначалася лише тенденція до збільшення цього параметра (відповідно, на 10 та 13 %). Слід зазначити, що найбільший ефект на параметри компонентів гран хлоропластів виявлено за дії ІКД з домішкою іонів Zn2+ у обох досліджуваних видів рослин.
Таким чином, отримані нами морфометричні дані про параметри гран хлоропластів свідчать про те, що обробка  листків шпинату та гороху імітованим кислотним дощем або його сумішами з інгібіторами карбоангідрази – важкими металами Cu2+ і Zn2+ – викликає збільшення товщини тилакоїдів гран та ширини люмінальних проміжків, що, вірогідно, вказує на інгібуючий вплив досліджених чинників на карбоангідразну активність фотосинтезуючих мембран. 

Результати проведених досліджень, описані в  розділі 5, були опубліковані у статті: Polishchuk O.V., Vodka M.V., Belyavskaya N.A., Khomochkin A.P.,  Zolotareva E. K. The effect of acid rain on ultrastructure and functional parameters of photosynthetic apparatus in pea leaves//Cell and Tiss. Biol. –  2016. –  V.10, №3. –  Р. 250-257. 
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РОЗДІЛ 6

ВПЛИВ СО2 НА СТРУКТУРУ ІЗОЛЬОВАНИХ ХЛОРОПЛАСТІВ ШПИНАТУ
В цьому розділі представлений вплив СО2 на структуру ізольованих хлоропластів шпинату.
На рис. 6.1 продемонстровано електронні мікрофотографії ізольованих хлоропластів контрольного варіанту, на яких чітко вирізняються численні інтактні грани. Грани мали типову для них структуру, що складається з щільно упакованих тилакоїдів гран, від термінальних ділянок яких відходять тилакоїди строми. Кількість тилакоїдів в гранах значно варіює, проте переважають за чисельністю грани, які містять 10 і більше тилакоїдів. Також в стромі хлоропластів зустрічаються нечисленні пластоглобули невеликого розміру, які переважно розташовуються поблизу тилакоїдів строми.

[image: image51.png]



Рис. 6.1 Ультраструктура хлоропластів, ізольованих з листків шпинату: а – загальний вигляд, б – грана. Контроль, без продування (320 мкл/л)
На рис. 6.2 представлено ізольовані хлоропласти після продування N2, за CO2- і O2-обмежуючих умов. Хлоропласти зберігають загальну форму, але кількість тилакоїдів в гранах значно зменшується у порівнянні з контролем; при цьому тилакоїди гран малють набряклу структуру і термінальні тилакоїди гран відходять від тіла грани. Значно зростає кількість та розміри пластоглобул, оскільки, в більшості випадків вони утворюють групи з 2-6 включень. Параметри компонентів хлоропластів наведені в таблиці 6.1.

Таблиця 6.1
Вплив продування на ізольовані хлоропласти з листків шпинату
(M±m), n=30
	Варіант
	Товщина тилакоїдів,
10-9 м
	Ширина люмінального простору,
10-9 м
	Площа зрізу пластоглобули,
10-10 м2

	Контроль, 320 мкл/л СО2
	10,62 ± 0,16а
	13,47 ± 0,19а
	7,57 ± 0,15а

	N2
	13,50 ± 0,15в
	22,84 ± 0,21г
	14,25 ± 0,13в

	0 мкл/л СО2
	11,53 ± 0,21б
	18,59 ± 0,11б
	8,07 ± 0,18б

	350 мкл/л СО2
	14,25 ± 0,12г
	20,62 ± 0,15в
	14,76 ± 0,17г

	950 мкл/л СО2
	15,62 ± 0,20д
	24,48 ± 0,25д
	19,22 ± 0,11д
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Рис. 6.2 Ультраструктура ізольованих хлоропластів з листків шпинату після продування N2: а – загальний вигляд, б – грана. 

Рис. 6.3 демонструє вплив продування газом без СО2 на хлоропласти, ізольовані з листків шпинату. В даному варіанті спостерігалася варіабельність кількості тилакоїдів в гранах (від декількох до десятків), відбувалося незначне порушення пакування тилакоїдів гран, але при цьому структура тилакоїдів виглядала набряклою. Товщина тилакоїдів, як і ширина люмінального простору підвищувалися у порівнянні з контролем (див. табл. 6.1). В хлоропластах відмічено присутність великої кількості пластоглобул, розмір яких дещо відрізнявся від такого в контролі. 
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Рис. 6.3 Ультраструктура ізольованих хлоропластів з листків шпинату після продування мкл/л СО2: а – загальний вигляд, б – грана.

На рис. 6.4 представлено вплив на ізольовані хлоропласти з листків шпинату продування 350 мкл/л СО2. Загальна структура хлоропластів зазнає змін, піддається перебудовам також гранальна система хлоропластів: набухання тилакоїдів гран та часткове розходження гран внаслідок розширення люмінальних проміжків. Ширина люмінального простору статистично зростає у порівнянні з контролем (див. табл. 6.1). Значно збільшується розмір пластоглобул. 
На рис. 6.5 продемонстровано вплив на ізольовані хлоропласти листків шпинату продування газом з підвищеною [CO2] (950 мкл/л). Спостерігається зменшення кількості тилакоїдів в гранах, порушення їх пакування, а саме, відрив частини тилакоїдів від тіла гран, особливо на їх термінальних кінцях, нерівномірне і суттєве розширення люмінального простору, а також максимальне збільшення товщини тилакоїдів у порівнянні з контрольними зразками (див. табл. 6.1). Пластоглобули великого діаметру утворювали групи або ланцюжки з 2-12 включень, які тісно контактували між собою. 
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Рис. 6.4 Ультраструктура ізольованих хлоропластів з листків шпинату після продування 350 мкл/л СО2: а – загальний вигляд, б – грана. 
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Рис. 6.5 Ультраструктура ізольованих хлоропластів з листків шпинату після продування 950 мкл/л СО2: а – загальний вигляд, б – грана. 

Аналізуючи кількісні показники елементів гран, слід зазначити, що у порівнянні з контрольними величинами вони збільшуються для товщини мембран тилакоїдів після обробки N2 на 27 %, 0 мкл/л СО2 – на 9 %, 350 мкл/л СО2 – на 34 %, 950 мкл/л СО2 – на 47 %, тоді як для ширини люмінального простору у гранах ця закономірність підвищення зберігається: для того ж ряду обробок і досягає 70, 38, 53 і 82 %

Отже, як видно з рисунків та таблиці, найбільший вплив на виділені хлоропласти листків шпинату мало продуввання 950 мкл/л СО2. Ряд варіантів продування у порядку зменшення їх впливу на кількісні характеристики хлоропластів можна представити наступним чином: 

950 мкл/л СО2 > 350 мкл/л СО2 > N2  > 0 мкл/л СО2
Перш за все, важливо було з’ясувати, чи змінилася структура тилакоїдів з хлоропластів шпинату після інкубації в атмосфері інертного газу (N2). Ми показали, що за умов видалення розчинених СО2 і О2 із хлоропластів спостерігалося збільшення товщини мембран тилакоїдів та ширини люмінального простору у порівнянні з контрольними зразками (див. табл. 6.1). Наші дані відрізняються від результатів досліджень хлоропластів з листків Arabidopsis (L.) Heynh., які піддавалися тривалій інкубації в атмосфері N2 та яскравому освітленню (2000 мкмоль квантів/м2∙с), що призвело до значного зменшення тилакоїдного просвіту в гранах, який у значної частини тилакоїдів досягав ширини <4 нм [1]. Розбіжність результатів, очевидно, можна пояснити світловими стресовими умовами, різницею об’єкту дослідження або/і видовими особливостями рослин.

Раніше проведені експерименти показали, що швидкість перенесення електронів від води до метилвіологену, а також величина трансмембранного градієнта протонів в препаратах ізольованих хлоропластів шпинату, інкубованих за наявності етоксизоламіду і ацетазоламіду, інгібіторів карбоангідрази, в атмосфері азоту, практично не відрізнялися від цих же характеристик контрольних хлоропластів [2]. Однак пригнічення КА активності продуванням інертним газом негативно впливає на світлозалежне поглинання протонів. Це узгоджується з результатами наших робіт з вивчення впливу рівня КА активності на структуру та функцію тилакоїдів [3, 4, 5]. Оскільки розмір пулу мембранозв’язаного бікарбонату достатньо великий [6] і приблизно відповідає молярному вмісту хлорофілу, зміна кількості або співвідношення форм вугільної кислоти, присутньої у зв’язаному стані в мембранах тилакоїдів, може призводити до структурних змін мембранної системи хлоропласта.
Видалення тільки CO2 з атмосфери над суспензією ізольованих хлоропластів шпинату (0 мкл/л СО2) викликало менший вплив на структурні характеристики гран, ніж обробка N2, проте призводило до набрякання тилакоїдів гран та нерівномірного розширення люмінальних проміжків (див. табл. 6.1). Слід зазначити, що підвищення концентрацій CO2 до 350 та 950 мкл/л ще більшою мірою розширювало люмінальний простір гран тилакоїдів та збільшувало ширину останніх (див. таблицю). Таке розширення, як очікується, може істотно сприяти дифузії білків усередині цього компартменту. Цикл відновлення ФС II включає залежне від фосфорилювання розбирання ФС II /LHCII суперкомплексів в гранах і міграцію мономерів ФС II до стромальних ламел, де вони далі розбираються, з подальшою деградацією субодиниці D1 (і, меншою мірою, субодиниць D2) асоційованими з тилакоїдами протеазами і супутнім введенням нових синтезованих білків, і, нарешті, повторною збіркою їх комплексів і їх повторним вбудовуванням в мембрани гран [7]. Вважається, що додаткове розширення люмінів гранальних тилакоїдів збільшує доступність пошкоджених комплексів ФС II до дії протеаз, присутніх в просвіті на краях гран (Deg1 і Deg5/8), що дозволяє швидше обробляти D1 / D2 [8]. Зміна властивостей мембран під час відновного циклу ФС II узгоджується з результатами, що показують залежне від фосфорилювання збільшення рухливості ФС II / LHCII в мембранах гран протягом цієї фази [9]. Фосфорилювання ФС2 та LHCII білків під час відновлення ФС II також могло  призвести до локального відходження мембран від краю грани [9], як це спостерігалося також і в наших експериментах. Крім сприяння перенесенню ФС II для відновлення в стромальні ламели, така відстиковка вважається необхідною для доступу асоційованої з тилакоїдами протеази, FtsH, та фосфатази стромальних ФС ІІ, PBCP, до деформованих D1 білків в гранах [10]. 

Результати структурних досліджень дозволяють припустити, що зміна кінетичних характеристик фотохімічних процесів у хлоропластах в присутності підвищеної [CO2], яка спостерігалася раніше, може бути наслідком саме перебудов мембранної системи хлоропластів (набухання тилакоїдних мембран та зміни структури тилакоїдів). Слід зазначити, що вплив підвищеної [CO2] на структуру гранальної системи виявився найбільш вираженим. 
Достеменно відомо, що значні зміни в концентрації вуглекислого газу, [CO2], призводять до суттєвих перебудов структури листків та фотосинтетичного апарату рослин. На клітинах інтактних рослин було встановлено, що підвищена [CO2] мала вплив на стромальні та гранальні тилакоїди хлоропластів. Griffin et al. [54] вивчали тилакоїди у трав’янистих (Glycine max L., Abutilon theophrasti Medik.) і деревних (Piper auritum Kunth, Pinus radiata D.Don, Epipremnum pinnatum (L.) Engl., Acer rubrum L., Liquidambar styraciflua L., Cercis canadensis L.) рослин, що розвивалися за різних умов збагачення CO2. Відношення стромальних до гранальних тилакоїдів збільшувалося у A. rubrum L., C. canadensis L., L. styraciflua L. та P. auritum Kunth, але не у E. Pinnatum (L.) Engl.. Відповідне збільшення співвідношення площі стромальних тилакоїдів до загальної площі хлоропласту та зниження співвідношення площі гранальних тилакоїдів до загальної площі хлоропласту також спостерігали у всіх досліджених видів при підвищених [CO2]. Ріст відношення стромальних до гранальних тилакоїдів зі зв’язаним збільшенням центрів ФСІ пояснювалося авторами як механізм підвищення здатності до ефективної фіксації CO2. 
Saldanha et al. [13] досліджували вплив високої [CO2] (1000 мкл/л) на ультраструктуру листків Pfaffia glomerata (Spreng.). В цій роботі показано, що хлоропласти рослин, що росли при 360 мкл/л, мали достатньо диференційовані стопки гран та тилакоїди строми. Однак при 1000 мкл/л в хлоропластах листків спостерігалося зменшення кількості гран та набрякання мембран тилакоїдів. 
Показано, що частка тилакоїдів строми спочатку була низькою у пшениці та ячменю при високій [CO2], але поступово збільшувалась, що корелювало з підвищенням активності рибулозобісфосфаткарбоксилази при високих [CO2] [14]. В іншій роботі Baoyu et al. [15] було виявлено, що підвищена [CO2] збільшує ступінь стиковки тилакоїдів гран у пшениці. Зміни в тилакоїдах Setaria italica L., C4-рослини, під дією підвищеної [CO2] показали у стромі з великими крохмальними зернами в хлоропластах клітин обгортки судин наявність відносно недиференційованих тилакоїдних мембран строми та гран [16]. Однак порівняння ультраструктури листків у C3 (Panicum tricanthum L.), C4 (P. antidotale Retz.) та С3/C4 проміжного виду (P. decipiens Forbes) род. Panicum, які експонувалися при підвищеній [CO2], не показало значних відмінностей у співвідношенні гранальних до стромальних тилакоїдів у хлоропластах клітин обгортки судин або мезофілу [17]. Так, Yelle et al. [18] вивчали ультраструктуру клітин мезофілу Lycopersicon esculentum L. після 4 та 10 тижнів експозиції за [CO2] 900 мкл/л та виявили незмінну ультраструктуру хлоропластів, незважаючи на суттєве накопичення крохмалю після 4 тижнів обробки збагаченим CO2 у обох видів. Однак 10-тижнева експозиція у CO2 призводила до явного порушення тилакоїдів у обох видів. Зміни регулярного розташування гран та ламел строми спостерігали в молодих клітинах Triticum aestivum L., Triticum monococcum L.  та Triticum dicoccoides L.  при підвищеній [CO2] [19]. Порушення тилакоїдів в результаті більшого накопичення крохмальних зерен також спостерігалося в клітинах мезофілу Triticum аestivum L. [20].  
Протягом еволюційного розвитку рослин відбувалося їх пристосування до змін умов зростання, і в фотосинтетичному апараті сформувалася велика кількість адаптаційних механізмів. При збудженні електрон-транспортного ланцюга рослини не здатні використовувати всю отриману енергію в фотохімічних реакціях, що призводить до підвищення продукції активних форм кисню (АФК). За таких умов рослини здатні активувати нефотохімічне гасіння надлишкової енергії збудження [10].

Найбільш поширеною реакцією в хлоропластах на дію різних чинників, зокрема і підвищених [CO2], є збільшення кількості та розмірів пластоглобул, як це спостерігається і в наших зразках. Так, порівняно з відповідним контролем площа зрізу пластоглобули підвищувалася після обробки N2 на 88 %, 0 мкл/л СО2 – на 7 %, 350 мкл/л СО2 – на 95 %, 950 мкл/л СО2 – на 154 %, Такий же феномен виявлено у хлоропластах клітин в листках Beta vulgaris L. при підвищеній [CO2] [21].  Ультраструктурний аналіз повністю розтягнених листків Impatiens hawkeri W.Bull показав збільшення числа пластоглобул при збагаченні CO2 [22] Однак Oksanen et al. [23] виявили зменшення пластоглобул в листках Populus tremuloides Michx., експонованих при підвищеній [CO2]. Точний механізм змін пластоглобул у відповідь на підвищення [CO2] поки невідомий. Однак збагачення пластоглобулами корелює з високими рівнями пластоглобулінових білків та підвищеною продукцією антиоксидантних молекул, таких як токофероли [24].

Таким чином, проведені дослідження виявили вплив підвищеної [CO2] на структуру ізольованих хлоропластів шпинату. Отриманi данi можуть вказувати на структурну роль карбоангідразо-залежної рівноваги форм вугільної кислоти в динамічних змінах мембранної системи хлоропласту. 
Результати проведених досліджень, описані в  розділі 6, були опубліковані у статті: Водка М.В., Поліщук О.В., Білявська Н.О., Золотарьова О.К. Вплив СО2 на структуру ізольованих хлоропластів шпинату//Вісн. Харків. націон. аграрн. ун-ту. Сер. Біологія. – 2017 – Т. 1,  № 40. – С. 50-60.
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РОЗДІЛ 7

БІОХІМІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ ФОТОСИНТЕТИЧНОГО АПАРАТУ ГОРОХУ ТА ШПИНАТУ
7.1 Вплив інгібіторів карбоангідрази на вміст бікарбонату в ізольованих хлоропластах

Оскільки найбільший вплив інгібіторів на ультраструктуру дослідних рослин спостерігався за світлових умов, тому доцільно було перевірити вміст бікарбонату саме у цих зразках.

В контрольних хлоропластах гороху вміст бікарбонату становив 225 нмоль/мг хлорофілу, що в молярному співвідношенні відповідає одній молекулі бікарбонату на кожні п’ять молекул хлорофілу, а після обробки інгібіторами карбоангідрази його вміст знижувався (рис. 7.1). 
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Рис. 7.1 Вміст бікарбонату в препаратах ізольованих хлоропластів гороху та шпинату в контролі та після обробки інгібіторами карбоангідрази
В присутності 80 мкМ Cu2+ спостерігається незначна тенденція до зниження вмісту бікарбонату в тилакоїдах гороху, в присутності 200 мкМ Zn2+ він становить 185 нмоль/мг хлорофілу, або приблизно 80 % від контрольної величини (рис. 7.1). Найбільший ефект відмічено в присутності 500 мкМ АА – вміст бікарбонату достовірно знижується і становить 154 нмоль/мг хлорофілу, або приблизно 70 % від контрольної величини. На противагу гідрофільному ацетазоламіду, ліпофільний етоксизоламід мало впливає на вміст бікарбонату, який досягає 205 нмоль/мг хлорофілу, тобто, 91 % від контрольної величини.
Вміст бікарбонату в ізольованих хлоропластах шпинату складає 250 нмоль/мг хлорофілу та практично не змінюється після обробки етоксизоламідом. Під дією ацетазоламіду, іонів Cu2+ та Zn2+ вміст бікарбонату знижується в середньому до 80% від контрольної величини. 

Таким чином, інгібітори карбоангідрази зменшують здатність хлоропластів утримувати бікарбонат у зв’язаному стані, що викликає ультраструктурні та функціональні зміни тилакоїдних мембран.
7.2 Вплив кислотних дощів на функціональні показники фотосинтетичного апарату листків гороху
В розділі 5 показано, що кислотні дощі порушують ультраструктуру хлоропластів, проте досі існували лише фрагментарні відомості про вплив кислотних дощів на фотосинтетичні показники [1]. 
Оскільки в природі кислотні дощі не містять великих доз цинку та міді, то доцільно було перевірити функціональні показники фотосинтетичного апарату під дією лише кислотних дощів. Так як ультраструктурні дані показали більшу чутливість до кислотних дощів компонентів хлоропластів гороху, ніж шпинату, то вважаємо можливим розглянути їх ефекти на функціонування фотосинтетичного апарату саме на прикладі рослин гороху. 

Активність фотохімічних процесів у листках гороху після обробки кислотними дощами оцінювали методом індукції флуоресценції хлорофілу, визначаючи, в першу чергу, Fv/Fm – максимальний потенційний квантовий вихід ФСІІ – параметр, який вважається показником рівня стресу у рослин [2]. 
Також визначали квантові виходи різних процесів розподілу світлової енергії – ФPSII, ФqE, ФqT та ФqI. Параметр ФPSII характеризує ефективність використання квантів світла в електрон-транспортному ланцюзі хлоропласта в присутності діючого світла. 
Параметр ФqE характеризує ефективність теплової дисипації енергії квантів світла у ФСІІ за зеаксантин-залежним механізмом, ФqT – частку квантів, які перенаправляються до ФСІ внаслідок міграції світлозбиральної антени від ФСІІ, і, нарешті, параметр ФqI відображає внесок гасіння енергії в реакційному центрі внаслідок інактивації ФСІІ. Отримані нами результати представлено на рис. 7.3.
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Рис. 7.3 Квантові виходи різних процесів трансформації енергії світла у фотосинтетичному апараті Pisum  sativum L. за умов імітації кислотного дощу.
Максимальний потенційний квантовий вихід у хлоропластах гороху досягає високого рівня – 0.78, що свідчить про відсутність стресових умов при вирощуванні матеріалу. Обробка кислотним розчином не змінює цієї величини, отже, суттєвих змін за умов вирощування не відбувається. Це підтверджується також низьким рівнем (0,07) та відсутністю змін у параметрі ФqI, тобто, навіть в присутності діючого світла, яке за інтенсивністю втричі переважає освітлення за умов вирощування, суттєвої інактивації ФСІІ внаслідок фотоінгібування не спостерігається. 

Разом з тим, ефективність фотосинтетичного електронного транспорту зменшується на 25%, що супроводжується зростанням квантового виходу теплової дисипації надлишкових квантів світла. Зеаксантин-залежне гасіння енергії світла є регуляторним механізмом за принципом негативного зворотного зв’язку, сигналом для якого є величина рН в люмені тилакоїду. Активацію цього процесу при одночасному пригніченні електронного транспорту можна пояснити як зниженням рН строми, так і дестабілізацією бікарбонатної буферної системи тилакоїдів, яка модулює рівень рН в люмені і запобігає його різким коливанням [3]. 

Ефективне функціонування регуляторного механізму qT є залежним від просторової конфігурації тилакоїдів, адже в ньому беруть участь мембраннозв’язані ферменти, а суть полягає у міграції пігмент-білкових суперкомплексів у тилакоїдній мембрані.
 Зниження показника ФqT від 0,10 у контролі до 0,03 у зразках, оброблених кислотним розчином, може бути результатом порушення ультраструктури хлоропластів та зміни фізико-хімічних властивостей ліпідного бішару тилакоїдних мембран.

Карбоангідразна активність препаратів хлоропластів з листків гороху, оброблених кислотним розчином, була втричі нижчою, ніж в контролі (рис. 7.4).
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Рис. 7.4 Карбоангідразна активність у суспензії ізольованих хлоропластів гороху класу «В».
Ми припускаємо, що однією з причин описаних вище змін ультраструктури хлоропластів є накопичення СО2 у гідрофобній фазі ліпідного бішару внаслідок його дегідратації при закисленні. Для ефективного виведення СО2 з ліпідного бішару необхідна його гідратація в гідрофільному шарі, що забезпечується карбоангідразою.

Таким чином, отримані нами результати свідчать про те, що кислотні дощі негативно впливають на функціонування мембранної системи хлоропластів. Ми припускаємо, що при закисленні відбувається дестабілізація мембранозв’язаного бікарбонату, його дегідратація з утворенням СО2, який, у свою чергу, завдяки високій розчинності в ліпідах, може порушувати структуру тилакоїдних мембран.
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УЗАГАЛЬНЕННЯ

Зменшення вмісту бікарбонату в тилакоїдах, очевидно, пов’язано з пригніченням карбоангiдразної активності. Сильним інгібітором карбоангiдразної активності в суспензії тилакоїдів вважаються іони цинку [1]. Істотне зниження вмісту бікарбонату відбувається не лише через пригнічення карбоангiдразної активності, а й за рахунок порушень, викликаних впливом інгібіторів карбоангідрази, в ультраструктурі тилакоїдів та у розподілі електричних зарядів. Хоча головна функція карбоангідрази спрямована на забезпечення швидкого обміну СО2 – НСО3-, отримані результати вказують на те, що у тилакоїдах фермент консервує Сн i запобігає його втраті. Порушення в ультраструктурі хлоропластів у присутності важких металів є однією із причин зменшення пулу фотосинтетичних пігментів [2]. Опосередковано на присутність іонів металу і можливість їхнього впливу на ультраструктурну організацію хлоропластів [3; 4] вказують виявлені у мембранах хлоропластів білки-транспортери цинку [5]. Припускається, що пригнічення іонами важких металів фотосинтетичного електронного транспорту відбувається через пошкодження структури тилакоїдів [6]. Найбільш чутливою до іонів металів є фотосистема II [7]. Зниження активності ФС II у присутності підвищених концентрацій іонів важких металів пов’язано зі зміною структури  білків реакційного центру [8]. Встановлено, що іони важких металів безпосередньо впливають на перенос електронів у фотохімічних реакціях [7].

Виявлене нами незначне збільшення товщини тилакоїдів і люмінальних проміжків в інтактних хлоропластах шпинату за умов обробки листків інгібіторами карбоангідрази опосередковано вказує на те, що значного накопичення інгібіторів не відбувається. Відмічені нами зміни в будові гранальної системи виділених хлоропластів, викликані дією інгібіторів карбоангідрази, свідчать про суттєві порушення в ультраструктурі і, вірогідно, функціонуванні фотосинтетичного апарату в цілому, які можуть бути пов’язані з інактивацією продукуючого кисень центру у ФС II і уповільненням електронного транспорту. Отже, отримані нами експериментальні дані дозволяють висловити припущення про участь карбоангідрази в організації та підтримці інтактності структури гран хлоропластів.

В умовах експерименту інгібітори карбоангідрази викликали незначні зміни функціональних параметрів фотосинтетичного електрон-транспортного ланцюга і майже не впливали на максимальний квантовий вихід, що свідчить про відсутність стресу в фотосинтетичному апараті листків гороху. 

Таким чином, інгібітори карбоангідрази, порушуючи ультраструктуру, можуть впливати на фотосинтез, знижуючи вміст фотосинтетичних пігментів та активність карбоангідрази. 

Ультраструктурні зміни системи тилакоїдних мембран хлоропластів під дією кислотних дощів, а саме розширення люмінального простору і збільшення товщини гранальних тилакоїдів, можуть бути пов’язані з уповільненням перетворення бікарбонату в форму вугільної кислоти і накопиченням гідратованих іонів НСО3- у водному люмінальному просторі. 
У свою чергу, СО2 через високу розчинність в гідрофобних середовищах [9] може накопичуватись в ліпідній фазі тилакоїдів, оскільки для його ефективного виведення з ліпідного бішару в гідрофільний примембранний шар необхідна гідратація, яка каталізується карбоангідразою. 
Таким чином, інгібування карбоангідрази створює бар’єри для вільного обміну і трансмембранного переносу форм вугільної кислоти і може бути причиною структурних порушень тилакоїдної системи. 

Отримані результати свідчать про те, що кислотні дощі негативно впливають на структуру мембранної системи хлоропластов і ефективність фотосинтетичного електронного транспорту, збільшують теплову дисипацію енергії без змін максимального квантового виходу фотохімічних реакцій ФСII. 
В умовах підвищеної кислотності (імітація кислотного дощу) відбувається суттєве інгібування карбоангідрази, уповільнення взаємоперетворення бікарбонату і СО2, що може призводити до накопичення гідратованих іонів НСО3- у водному люмінальному просторі, викликаючи його розширення і збільшення товщини гранальних тилакоїдів.
Аналіз отриманих ультраструктурних даних дає можливість оцінити й порівняти ефекти інгібіторів карбоангідрази та умовно змодельованих кислотних дощів на хлоропласти двох видів рослин (Табл. 8.1, 8.2).
Таблиця 8.1
Вплив інгібіторів карбоангідрази та імітації кислотних дощів на структуру фотосинтетичного апарату  рослин Pisum sativum L. та Spinacia оleracea L. у порівнянні з контролем
	Параметри впливу
	Pisum sativum

	Spinacia cleracea


	
	Інтактні хлоропласти

	Zn2+

	-Неоднорідність упаковки тилакоїдів у гранах

-Зміна будови гран, що проявлялася в розширенні товщини мембран тилакоїдів та люмінального простору.
	-Збільшується товщина тилакоїдів 

-Збільшується ширина люмінального простору 

-Значно збільшується розмір та кількість пластоглобул


	 Cu2+
	-Товщина мембран тилакоїдів гран і ширина люмінального простору збільшувалася незначною мірою

-Збереження загальної структури гран і рівномірна упаковка тилакоїдів в гранах.
	-Товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору незначно змінюється

-Структура хлоропласту майже незміненна.  



Продовження Таблиці 8.1

	АА
	-В стромі середньої електронної щільності видно численні грани різної висоти і тилакоїди строми, що відходять від тилакоїдів гран.

-Поміж тилакоїдів гран розрізняються численні пластоглобули різного розміру.


	-Тилакоїдна система залишається без змін: симетричної конфігурації грани з щільно упакованими тилакоїдами з’єднуються між собою тилакоїдами строми.

-Товщина мембран тилакоїдів гран статистично значуще підвищується, тоді як ширина люмінального простору між ними тільки має тенденцію до збільшення

	ЕА
	-Тилакоїди гран досить щільно прилягають один до одного, формуючи не завжди симетричні стопки 

-Характерною ознакою впливу етоксизоламіду є практично повна відсутність пластоглобул у хлоропластах.


	-Численні грани мають майже симетричну форму і різну висоту, в залежності від кількості  тилакоїдів гран (від 4 до 10 і більше). Для останніх характерна щільна упаковка (рис. 3.3 б). 

-Відмічено наявність невеликої кількості пластоглобул на зрізах хлоропластів. 

	 КД
	-Розпушення загальної структури гран та набухання тилакоїдів в порівнянні з контролем,. 

-Товщина мембран тилакоїдів гран та люменального простору статистично достовірно збільшувалася в порівнянні з контролем.
	-Хлоропласти змінюють форму. 

-Тилакоїди гран мають розпушену форму. 

-Товщина мембран  тилакоїдів гран та ширина люмінального простору  збільшується 

	КД+ Zn2+

	-Утворюються  крохмальні зерна.  

-Значно збільшується товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору 
	-Хлоропласт зберігає видовжену форму, але при цьому з’являються великі крохмальні зерна. 

-Тилакоїди гран набухають та знаходяться на великій відстані один від одного.

	КД+ Cu2+

	-Ультраструктура зазанає незначних змін в структурі. - 

-Відбувається збільшення товщини мембран  тилакоїдів гран та люмінального простору
	-Тилакоїди гран зберігають свою інтактність. 

-Товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору збільшується у порівнянні з контролем


Таблиця 8.2

Вплив інгібіторів та імітованих кислотних дощів  на рослини Pisum sativum L. та Spinacia оleracea L.
	Виділені  хлоропласти

	
	Темнота
	Світло
	Темнота
	Світло

	Zn2+
	-Втрачається інтактність гран. 

-Тилакоїди гран розміщені на великих проміжках один від одного. Деякі грани мають форму «віяла». 

-Структура тилакоїдів гран стає більш розпушеною


	-Товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору значною мірою статистично збільшується 

-Збільшується кількість пластоглобул
	-Порушення пакування тилакоїдів гран  (нерівномірне і найсуттєвіше розширення люмінального простору)

-Відрив частини тилакоїдів від тіла грани особливо на їх термінальних кінцях 

-Незначна кількість пластоглобул 

-Збільшення  товщини мембран тилакоїдів гран та люмінального простору 
	-Значне порушення структури гран

 -Відрив частини тилакоїдів від тіла грани.

-Значно збільшується люмінальний простір. 



	Cu2+
	-Інтактність гран частково втрачається. -Товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального простору збільшується

-Пластоглобули майже не зустрічаються.
	-Тилакоїди гран мають хвилясту, але равномірну форму 

-Ітактність гран зберігається.

-Кількісь пласто-глобул зменшу-ється, а товщина мембран тилакоїдів гран та ширина люмінального прстору  статистично збільшується
	-Рівномірне пакування тилакоїдів гран 

-Наявність значної кількості пластоглобул 

-Щільне прилягання тилакоїдів гран одна до одної 

-Товщина мембран тилакоїдів гран збільшується, люмінальний простір зменшується
	-Спостері-гається хвилястість гран 

-Збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та значне збільшення люмінального простору.



	АА
	-Товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору статистично змінюється, але незначною мірою
	-Товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору змінюється незначною мірою
	-Варіювання гран  за висотою

-Зменшення щіль-ності пакування тилакоїдів у гранах та розширення люмінального простору
-Набухання тилакоїдів гран. 

-товщина мембран тилакоїдів гран  збільшується
	-Інтактність тилакоїів гран

-Рівномірне пакування тилакоїдів гран 

-Значне збільшення товщини мембран тилакоїдів гран 

-Рівномірне розширення  люмінального простору


Продовження Таблиці 8.2

	ЕА
	-Структура залишається практично незміненою, порівняно з контролем, окрім кінцевих ділянок тіла грани. 

-Товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору збільшується
	-Має незначний ефект у порівнянні з контролем. 

-Товщина мембран тилакоїдів та ширина люмінального простору збіль-шується
	-Структура частини гран втрачає інтактність, 

-Порушується зв’язок кінцевих ділянок тилакоїдів гран 

-Зменшення кількості пластоглобул  

-Збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та люмінального простору
	-Загальна структура гран залишаєтся майже неушкодженою 

-Щільне пакування гран

-Збільшення товщини мембран тилакоїдів гран та розширення люмінального простору


Підсумовуючи отримані дані, можна сказати, що ефекти сумісної дії інгібіторів карбоангідрази та кислотних дощів на фотосинтетичний апарат мали майже однакові результати, як на хлоропластах гороху, так і на шпинату. Тобто, можна зробити припущення, що такі ефекти закономірні для рослин С3 – типу. Однак слід відмітити більш високу чутливість фотосинтетичного апарату гороху до дії інгібіторів карбоангідрази. Також з наведеної таблиці бачимо, що обробка інгібітором карбоангідрази, іонами Zn2+, мала найбільший негативний вплив на хлоропласти рослин, що також підтверджується результатом сумісної дії на рослини модельованими кислотними дощами з додаванням іонів Zn2+. Слід відмітити, що наявність короткочасного постійного освітлення збільшувала ефект впливу інгібіторів на структуру та функціонування ізольованих хлоропластів обох досліджених рослин. Отримані результати свідчать про те, що використані речовини знижують активність карбоангідрази, а також зменшують здатність хлоропластів утримувати бікарбонат в зв’язаному вигляді, що викликає ультраструктурні та функціональні зміни тилакоїдних мембран. Аналіз впливу інгібіторів карбоангідрази на ультраструктуру тилакоїдів гран, розширюючи наші уявлення про роль бікарбонату у фотосинтезі, може сприяти вирішенню завдання керованої регуляції фотосинтезу рослин із подальшим підвищенням їхньої фотосинтетичної продуктивності.
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ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі досліджено тилакоїдну систему у листках гороху та шпинату та в суспензії ізольованих хлоропластів за різних рівнів мембранозв’язаного бікарбонату. Виявлено закономірності впливу інгібування карбоангідрази на ультраструктуру мембран хлоропластів. Встановлено участь карбоангідрази в підтриманні структури гранальної системи хлоропластів.

1.  Встановлено структурну гетерогенність реакцій хлоропластів інтактних рослин на дію інгібіторів карбоангідрази. Така гетерогенність може бути пов’язана зі структурними відмінностями хлоропластів листків гороху та шпинату. Показана перспективність використання рослин гороху та ізольованих з них хлоропластів для вивчення механізмів дії карбоангідрази.

2. Проведені кількісні вимірювання структурних параметрів гранальної системи інтактних та ізольованих хлоропластів показали, що за ступенем впливу на структуру тилакоїдів гран досліджені інгібітори карбоангідрази розміщуються в такій послідовності: іони цинку > ацетазоламід > етоксизоламід > іони міді.

3. Вперше досліджено сумісний вплив освітлення та інгібіторів карбоангідрази на структуру ізольованих хлоропластів гороху та шпинату: зафіксовано збільшення порівняно з контролями товщини тилакоїдів гран та ширини їх люмінальних проміжків в темноті і посилення цих ефектів освітленням,

4. Кислотні дощі порушують ультраструктуру хлоропластів, викликаючи суттєві зміни в мембранній системі, а також негативно впливають на функціонування фотосинтетичного апарату, що може вказувати на інгібування карбоангідрази. 

5. Обробка ізольованих хлоропластів шпинату підвищеною [CO2] викликала модифікації в структурі гран, які дозволяють припустити, що надлишок СО2 може впливати на активність карбоангідрази, таким чином обмежувати фотосинтез рослин.
6. Проведені дослідження виявили вплив інгібіторів карбоангідрази, імітованих кислотних дощів та підвищеної [CO2] на структуру гранальної системи хлоропластів шпинату та гороху. Отриманi данi можуть вказувати на структурну роль карбоангідразо-залежної рівноваги СО2/HCO3− в динамічних змінах мембранної системи хлоропласту. 
7. Отримані результати розкривають окремі складові механізму токсичної дії важких металів, підвищеної [CO2] та кислотних дощів на рослини.
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ДОДАТОК 2

Зміни структурних показників гран хлоропластів листків гороху та шпинату у відповідь на дію різних чинників порівняно з відповідними контролями

	
	Шпинат
	Горох

	Варіант
	Товщина тилакоїдів
	Ширина люмінів
	Товщина тилакоїдів
	Ширина люмінів

	
	Рослини

	АА
	↑
	→
	→
	↑

	ЕА
	↑
	→
	→
	↑

	Сu
	↑
	→
	→
	→

	Zn
	↑
	→
	→
	↑

	ІКД 
	→
	→
	↑
	↑

	ІКД + Сu
	→
	→
	↑
	↑

	ІКД + Zn
	↑
	↑
	↑
	↑

	
	Ізольовані хлоропласти

	АА + темрява
	↑
	↑
	↑
	↑↑

	ЕА + темрява
	↑
	↑
	↑
	↑↑

	Сu + темрява
	↑
	→
	↑
	↑↑

	Zn + темрява
	↑
	↑
	↑↑
	↑↑↑

	АА + світло
	↑
	↑
	↑
	↑↑

	ЕА + світло
	↑
	↑
	↑
	↑↑

	Сu + світло
	↑
	→
	↑
	↑↑

	Zn + світло
	↑
	↑
	↑↑
	↑↑↑

	N2
	↑
	↑↑
	
	

	0 ppm СО2
	↑
	↑↑
	
	

	350 ppm СО2
	↑
	↑↑
	
	

	950 ppm СО2
	↑↑
	↑↑↑
	
	


Примітки. АА – ацетазоламід; ЕА  – етоксизоламід; ІКД – імітований кислотний дощ. Характер  змін  відносно відповідного контролю: ↑  –  підвищення; ↑↑ – суттєве підвищення;↑↑ – значне підвищення; → відсутність змін.
г�





в





г�





в








* При використанні менш концентрованих суспензій хлоропластів помітно збільшувався внесок СО2, розчиненого у водній фазі, що знижувало точність визначення кількості мембранозв’язанного бікарбонату. 








