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Протягом еволюції у рослин виробились механізми захисту від температурного стресу, які пов’язані із 

синтезом захисних білків, серед яких переважають молекулярні шаперони, зокрема – низькомолекулярні білки 

теплового стресу (sHSP). Незважаючи на важливу роль, яку ці білки відіграють у захисній реакції на 

високотемпературний стрес, вони залишаються все ще недостатньо дослідженими для багатьох 

таксономічних груп рослин. Зокрема, про організацію та різноманіття генів/білків теплового шоку у 

представників такого важливого роду як Nicotiana (тютюн) майже нічого невідомо. У статті наводяться 

результати біоінформатичного аналізу мультигенної / мультипротеїнової родини sHSP у N. sylvestris, важливого 

модельного об’єкту у фізіології, біохімії, молекулярній генетиці та клітинні біотехнології рослин. 

Для пошуку гомологічних послідовностей використовували базу даних GenBank із застосуванням алгоритму 

BLAST. Амінокислотні послідовності вирівнювали методом L-INS-I на сервері MAFFT. Філогенетичний аналіз 

проводили методом Maximum likelihood за допомогою плагіна PhyML для Geneious Prime 2023.2.1. Статистична 

підтримка гілок була розрахована за методом aLRT Chi2.  

Встановлено, що в межах порівнюваних амінокислотних послідовностей sHSP N. sylvestris можна виділити 

три частини: мінливу N-кінцеву область, консервативний α-кристаліновий домен (ACD) та С-кінцеву ділянку. На 

основі вирівнювання амінокислотних послідовностей sHSP було побудовано дендрограму подібності, на якій з 

високою статистичною підтримкою візуалізуються декілька клад. 

Результати порівняльного аналізу амінокислотних послідовностей свідчать, що sHSP N. sylvestris належать 

до 10 структурних класів. Білки семи класів імовірно локалізуються у цитоплазмі та/або в клітинному ядрі, тоді як 

решта – у ендоплазматичному ретикулумі, мітохондріях, пластидах та пероксисомах. 

На загал за результатами біоінформатичного аналізу у геномі N. sylvestris виявлено 24 гени, які кодують 

sHSP та один псевдоген, у якого втрачено фрагмент, що кодує N-кінцеву область. Враховуючи, що 

послідовність псевдогена незначно відрізняється від найближчих представників цієї групи, можна 

припустити, що перетворення цієї ділянки у псевдоген є порівняно нещодавньою еволюційною подією. 

 

Ключові слова: абіотичний стрес, біоінформатичний аналіз, генетичний поліморфізм, молекулярна 

геноміка, молекулярна еволюція, мультигенна родина, α-кристаліновий домен, sHSP, N. sylvestris.    

 

Вступ. Рослини ведуть прикріплений спосіб 

життя у природньому середовищі, де зазнають 

різноманітних абіотичних та біотичних стресів. 

Підвищення температури, пов’язане з глобальним 

потеплінням, негативно впливає на ріст і розвиток 

рослин. Щоб простояти шкідливій дії високої 

температури та вижити, у рослин протягом 

еволюції виникли механізми захисту від 

високотемпературного стресу, які пов’язані із 

експресією чисельних стресових генів та синтезом 

захисних білків, серед яких переважають 

молекулярні шаперони (Waters & Vierling, 2020) 

та білки антиоксидантного захисту (Panchuk et al., 

2002; Пиріжок та ін., 2009; Руснак та ін., 2013; 

Буздуга та ін., 2014, Poudel & Poudel, 2020). У 

рослин білки-шаперони представлені кількома 

мультипротеїновими родинами білків теплового 

шоку (heat shock proteins, HSP), які різняться 

молекулярною масою (Khan et al.,2021).  

Важлива роль належить малим 

(низькомолекулярним) HSP (small HSP, sHSP), які 

є АТФ-незалежними молекулярними шаперонами 

і запобігають необоротній агрегації 

денатурованих за дії високої температури білків 

(Waters, 2012; Waters & Vierling, 2020). sHSP – це 

велика група білків, що мають 

висококонсервативний α -кристаліновий домен 

(ACD), коротку С-кінцеву послідовність та 

відносно велику варіабельну N-кінцеву ділянку. 

N-кінець бере участь у зв'язуванні з 

денатурованими білками, тоді як С-кінець 

залучений до гомоолігомеризації через 

консервативний мотив та утворення гранул 

теплового стресу (Hagymasi et al., 2022; Hassan et 

al., 2020). На сьогоднішній день ідентифіковано 

одинадцять (Waters & Vierling, 2020) 

мультипротеїнових родин sHSP як у однодольних, 

так і у дводольних рослин. Представники п’яти з 

mailto:i.panchuk@chnu.edu.ua


32                                                                                                                           Biological systems. Vol.16 . Is.1 . 2024 

цих родин локалізовані в цитоплазмі, а інших 

шести – у клітинних органелах, включаючи ядро, 

хлоропласти, мітохондрії, ендоплазматичний 

ретикулум та пероксисоми. Різна 

внутрішньоклітинна локалізація може вказувати 

на функціональну дивергенцію між цими 

сімействами sHSP (Waters & Vierling, 2020; Zhang 

et al., 2015).  

Nicotiana sylvestris являє собою диплоїдний 

вид (2n = 2x = 24), який походить з регіону Анд в 

Аргентині та Болівії у Південній Америці. 

N. sylvestris культивується здебільшого як 

декоративна рослина, а також використовується 

як модельний організм у дослідженнях синтезу 

терпеноїдів (Ennajdaoui et al., 2010; Sallaud et al., 

2012), інженерії пластид (Maliga & Svab, 2010; 

Thyssen et al., 2012), стійкості до біотичного та 

абіотичного стресу (Sekine et al., 2012; Sierro et al., 

2013).  

N. sylvestris є також популярним об’єктом у 

дослідженнях поліплоїдного видоутворення, 

оскільки він є донором материнського субгеному 

алотетраплоїдного (2n = 4x = 48) N. tabacum, який 

виник внаслідок гібридизації між N. sylvestris та 

N. tomentosiformis (2n = 2x = 24) (Okamuro & 

Goldberg,1985; Goodspeed & Thompson, 1959; 

Miroshnichenko et al., 1988; D’Andrea et al., 2023). 

На сьогодні для представників родини 

Пасльонові (Solanaceae) механізми захисної 

відповіді на високотемпературний стрес добре 

досліджені переважно для томату, Solanum 

lycopersicum та його диких родичів (Scharf et al., 

1998; Alsamir et al., 2021; Aldubai et al., 2022), тоді 

як про організацію та різноманіття генів/білків 

теплового шоку у представників такого 

важливого роду як Nicotiana майже нічого 

невідомо (Volkov et al., 2005). У цій статті ми 

наводимо результати біоінформатичного аналізу 

мультигенної / мультипротеїнової родини sHSP у 

N. sylvestris.  

Матеріали та методи. Для пошуку 

гомологічних послідовностей ми 

використовували базу даних GenBank із 

застосуванням алгоритму BLAST (Boratyn et al., 

2013).  

Амінокислотні послідовності вирівнювали 

методом L-INS-I на сервері MAFFT (Katoh et al., 

2019). Філогенетичний аналіз проводили методом 

Maximum likelihood за допомогою плагіна PhyML 

для Geneious Prime 2023.2.1 (Guindon & Gascuel, 

2003). Статистична підтримка гілок була 

розрахована за методом aLRT Chi2 (Anisimova & 

Gascuel, 2006). Розраховане дерево експортували 

у форматі Newick та візуалізували з 

використанням онлайн інструменту iTOL v6 - 

Interactive tree of life (Letunic & Bork, 2021). 

Результати та їх обговорення. 

Біоінформатичний скринінг дозволив нам 

ідентифікувати у геномі N. sylvestris 25 

послідовностей, які мають високу подібність із 

кодувальною ділянкою (coding sequence - CDS) 

генів sHSP. Ці ділянки анотовані у GenBank як 

передбачені (predicted) гени sHSP. Загальна 

довжина амінокислотної послідовності цих білків 

(за виключенням NsHSP12.0-CI – див. нижче) 

знаходиться у межах від 137 (NsHSP15.7-СV) до 

241 (NsHSP26.4-P) АК, а розрахована 

молекулярна маса – від 15.7 до 26.4 kDa, 

відповідно (табл. 1).   

Всі ідентифіковані нами у геномі N. sylvestris 

послідовності були порівняні між собою, а також 

із описаними раніше sHSP двох видів томату, 

Solanum lycopersicum L. (Lycopersicon esculentum 

(L.) Mill.) та S. peruvianum L. (L. peruvianum (L.) 

Mill.), які належить до тієї ж самої родини 

Solanaceae (рис. 1). Встановлено, що в межах 

порівнюваних амінокислотних послідовностей 

можна виділити три частини: мінливу N-кінцеву 

область, консервативний α-кристаліновий домен 

(ACD) та С-кінцеву ділянку.  

На основі вирівнювання амінокислотних 

послідовностей sHSP було побудовано 

дендрограму подібності, на якій з високою 

статистичною підтримкою візуалізуються декілька 

клад (рис. 2). 

Наступним кроком аналізу було визначення 

структурного класу, до якого належить той чи 

інший білок. При цьому ми орієнтувалися на 

пептидні сигнали клітинного 

транспорту/локалізації, присутні у N-кінцевій 

області та С-кінцевій ділянці та враховували 

анотацію послідовностей, які наводяться у базі 

даних GenBank. Крім того, ми брали до уваги 

позицію кожного білка на дендрограмі, в першу 

чергу – порівняно із розташуванням sHSP томату, 

для яких відома приналежність до певного 

структурного класу. 

Результати аналізу свідчать, що sHSP 

N. sylvestris належать до 10 структурних класів 

(табл. 1). Білки семи класів імовірно локалізуються 

у цитоплазмі та/або в клітинному ядрі, тоді як 

решта – у мітохондріях, пластидах та 

пероксисомах. Слід зазначити, що визначена 

приналежність досліджуваних білків до певного 

класу ґрунтується виключно на результатах 

біоінформатичного аналізу і потребує 

експериментальної перевірки. 

Довжина N-кінцевої області цитоплазматичних 

sHSP варіює від 30 до 90 АК. Найдовша 

амінокислотна послідовність спостерігається у 

класу CI і складає 90 АК, тоді як у класу CV вона 

найкоротша – 31 АК. У N-кінцевій області 

пластидних sHSP знаходиться від 120 до 145 АК, 
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мітохондріальних sHSP – від 104 до 130 залишків, 

а пероксисомальних – лише 28 амінокислотних 

залишків. Альфа-кристаліновий домен містить 

близько 90 амінокислотних залишків. С-кінцева 

ділянка є короткою: вона містить від 14 до 33 АК 

у цитоплазматичних, 13 у пластидних, 14-16 у 

мітохондріальних і 18 у пероксисомального sHSP 

(рис. 1). До класу СІ (cytoplasmic І) належать вісім 

sHSP N. sylvestris, з яких сім є дуже подібними між 

собою та із цитоплазматичних білком томату 

LpHSP17.7-СI (CAA12388), тоді як білок 

NsHSP22.2-СI дещо відрізняється від всіх інших.  
 

Таблиця 1.  

Характеристика нуклеотидних та амінокислотних послідовностей sHSP Nicotiana sylvestris  

Table 1. 

Characteristics of nucleotide and amino acid sequences of  

Nicotiana sylvestris sHSP 

 

№ 
Назва ге-

на/білка  

Довжина 

CDS 
Молеку- 

лярна маса, 

kDa 

Номер нуклеотид-

ної послідовності 

Номер амінокис-

лотної послідовно-

сті 

Анотація гену у 

GenBank 

нп АК 

Клас CI 

1 NsHSP17.9-СI 480 159 17.9 XM_009773397.1 XP_009771699.1 
N. sylvestris 17.6 kDa 

class I HSP 3-like 

2 NsHSP17.5-СI 462 153 17.5 XM_009764599.1 XP_009762901.1 
N. sylvestris 17.6 kDa 

class I HSP-like 

3 NsHSP17.5-СI 462 153 17.5 XM_009763174.1 XP_009761476.1 
N. sylvestris 17.6 kDa 

class I HSP-like 

4 NsHSP19.9-СI 534 177 19.9 XM_009795322.1 XP_009793624.1 
N. sylvestris 17.8 kDa 

class I HSP -like 

5 NsHSP18.1-СI 480 159 18.1 XM_009781855.1 XP_009780157.1 
N. sylvestris 17.8 kDa 

class I HSP -like 

6 NsHSP17.5-СI 465 154 17.5 XM_009772066.1 XP_009770368.1 
N. sylvestris 17.8 kDa 

class I HSP-like 

7 NsHSP22.2-СI 588 195 22.2 XM_009769562.1 XP_009767864.1 
N. sylvestris 18.1 kDa 

class I HSP -like 

8 NsHSP12.0-CI 315 104 12.0 XM_009774444.1 XP_009772746.1 
N. sylvestris 18.1 kDa 

class I HSP-like 

Клас CII 

9 NsHSP21.5-СII 588 195 21.5 XM_009767172.1 XP_009765474.1 
N. sylvestris 17.1 kDa 

class II HSP-like 

10 NsHSP17.5-CII 474 157 17.5 XM_009796403.1 XP_009794705.1 
N. sylvestris 17.3 kDa 

class II HSP -like 

11 NsHSP17.4-СII 474 157 17.4 XM_009760536.1 XP_009758838.1 
N. sylvestris 17.3 kDa 

class II HSP-like 

12 NsHSP18.3-СII 486 161 18.3 XM_009767173.1 XP_009765475.1 
N. sylvestris 18.8 kDa 

class II HSP-like 

Клас CIII 

13 NsHSP16.7-СIII 453 150 16.7 XM_009802241.1 XP_009800543.1 
N. sylvestris 17.4 kDa 

class III HSP 
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Клас CIV 

14 NsHSP16.7-СIV 579 192 21.7 XM_009765184.1 XP_009763486.1 
N. sylvestris 22.0 kDa 

class IV HSP-like 

15 NsHSP21.6-CIV 573 190 21.6 XM_009760546.1 XP_009758848.1 
N. sylvestris 16.9 kDa 

class I HSP 1-like 

Клас CV 

16 NsHSP15.7-СV 414 137 15.7 XM_009764074.1 XP_009762376.1 
N. sylvestris 15.4 kDa 

class V HSP 

Клас CVI 

17 NsHSP17.7-CVI 480 159 17.7 XM_009781349.1 XP_009779651.1 
N. sylvestris 17.1 kDa 

class II HSP-like 

Клас CVII 

18 
NsHSP18.4-

СVII 
495 164 18.4 XM_009772008.1 XP_009770310.1 

N. sylvestris 16.9 kDa 

class I HSP 1-like 

19 
NsHSP18.5-

СVII 
495 164 18.5 XM_009797062.1 XP_009795364.1 

N. sylvestris 16.9 kDa 

class I HSP 1-like 

Клас P 

20 NsHSP26.4-P 726 241 26.4 XM_009793483.1 XP_009791785.1 
N. sylvestris sHSP, 

chlorplastic 

21 NsHSP24.9-P 654 217 24.9 XM_009781309.1 XP_009779611 
N. sylvestris HSP, 

chlorplastic-like 

Клас M 

22 NsHSP21.3-M 579 192 21.3 XM_009764739.1 XP_009763041.1 

N. sylvestris 22 kDa 

HSP, mitochondrial-

like 

23 NsHSP25.7-M 693 230 25.7 XM_009788708.1 XP_009787010.1 

N. sylvestris 26.5 kDa 

HSP, mitochondrial-

like 

24 NsHSP24.4-M 651 216 24.4 XM_009764740.1 XP_009763042 
N. sylvestris sHSP, 

chlorplastic-like 

Клас Per 

25 NsHSP15.8-Per 432 143 15.8 XM_009781403.1 XP_009779705.1 
N. sylvestris 15.7 kDa 

HSP, peroxisomal 
 

Варто також зазначити, що до класу СІ також 

належить білок NsHSP12.0-CI. Проте, аналіз цієї 

послідовності показує, що вона відрізняється від 

решти делецією N-кінцевої області (включно із 

стартовим метіоніновим кодоном) та перших 

трьох амінокислот ACD. Відповідно, можна 

висунути припущення, що ця послідовність 

швидше за все являє собою нефункціонуючий 

псевдоген. Враховуючи, що послідовність 

NsHSP12.0-CI лише   незначно   відрізняється   від  

 

найближчих представників цієї групи, можна 

припустити, що делеція N-кінцевої області та 

перетворення цієї ділянки у псевдоген відбулося 

порівняно нещодавно в еволюції. 

 До класу CII належать чотири білки, які є 

високоподібними між собою. До цієї групи також 

входить білок томату LpHSP17.3-CII (CAA12390).  
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Рис. 1. Порівняння амінокислотних послідовностей sHSP для Nicotiana sylvestris (Ns), Solanum lycopersicum (Lycopersicon esculentum, Le) and S. peruvianum (L. 

peruvianum, Lp). Стрілками вказано позиції потенційних вторинних структурних елементів у межах ACD.  
Fig. 1. Amino acid sequence comparison of sHSP of Nicotiana sylvestris (Ns), Solanum lycopersicum (Lycopersicon esculentum, Le) and S. peruvianum (L. peruvianum, Lp).  

Arrows indicate the positions of potential secondary structural elements within the ACD. 
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Рис. 2. ML-дендрограма подібності амінокислотних послідовностей sHSP Nicotiana sylvestris.  

Fig. 2. ML-dendrogram reflecting amino acid sequence similarity of Nicotiana sylvestris sHSP.   
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До класів CIII, CV та CVI належать лише по 

одному білку, з яких білок NsHSP16.7-СIII є 

високоподібним до LpHSP16.1-СIII (AAK84869) 

томату. Хоча білки цих трьох класів помітно 

відрізняються між собою та від інших 

цитоплазматичних sHSP, вони формують спільну 

гілку на дендрограмі, що свідчить про їх 

дивергенцію від спільного предкового білка. 

До класу CIV у N. sylvestris належить два білки, 

які формують на дендрограмі спільну гілку із 

LeHSP21.5-ER (BAA97658) томата, який 

транспортується в ендоплазматичний ретикулум. 

Відповідно, можна припустити, що білки класу 

CIV у N. sylvestris також можуть локалізуватись в 

ендоплазматичному ретикулумі. Проте, детальне 

порівняння послідовностей N- та С-кінцевих 

ділянок, які відповідають за внутрішньоклітинний 

транспорт білкових молекул, свідчить про 

наявність суттєвих відмінностей між NsHSP16.7-

СIV, NsHSP21.6-CIV та LeHSP21.5-ER. Отже, 

клітинна локалізація sHSP класу CIV у N. sylvestris 

потребує подальшого уточнення.  

Два високоподібні sHSP класу CVII N. sylvestris 

утворюють окрему гілку на дендрограмі. 

Гомологічних білків у томату не знайдено.  

У геномі N. sylvestris було також 

ідентифіковано ділянки, які кодують три 

мітохондріальні та два пластидні sHSP. Один 

мітохондріальний та один пластидний білки, 

NsHSP24.4-M та NsHSP26.4-P, виявилися 

високоподібними до білків томату, LeHSP23.8-M 

(NP_001233872) та LeHSP26.1-P (AAB49626), 

відповідно. 

У нашому біоінформатичному скринінгу було 

також ідентифіковано білок NsHSP15.8-Per, який 

містить на С-кінці відомий сигнал локалізації у 

пероксисомах, SKL. Цікаво, що для томату 

пероксисомальні sHSP не описані.  

Послідовності мітохондріальних, 

хлоропластних та пероксисомальних sHSP 

утворюють спільну гілку на дендрограмі. 

Висновки. За результатами 

біоінформатичнного аналізу у геномі N. sylvestris 

присутні 24 гени, які кодують sHSP та один 

псевдоген. Ідентифіковані білки мають типову 

для sHSP структуру: вони складаються з 

мінливої N-кінцевої ділянки, консервативного α-

кристалінового домену та C-кінцевої ділянки. 

Порівняння амінокислотних послідовностей 

показало, що sHSP N. sylvestris мають 

локалізуватись у цитоплазмі/ядрі, 

ендоплазматичному ретикулюмі, мітохондріях, 

пластидах та пероксисомах. Цитоплазматичні 

sHSP є найбільш чисельними. 

Подяки. Автори висловлюють щиру подяку 

професору Р.А. Волкову за участь в обговоренні 

отриманих результатів та ст. наук. співр. 

Ю.О. Тинкевичу за корисні поради при проведенні 

біоінформатичного скринінгу.  
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During the evolution, plants have developed defense mechanisms against temperature stress associated with the 

synthesis of protective proteins, among which molecular chaperones predominate, in particular low molecular weight 

heat stress proteins (sHSPs). Despite the important role these proteins play in the defense response to high temperature 

stress, they are still poorly studied for many taxonomic groups of plants. In particular, almost nothing is known about 

the organization and diversity of heat shock genes/proteins in representatives of such an important genus as Nicotiana 

(tobacco). The article presents the results of a bioinformatic analysis of the multigene/multiprotein sHSP family in N. 

sylvestris, an important model object in plant physiology, biochemistry, molecular genetics and cell biotechnology. 

The GenBank database was used to search for homologous sequences using the BLAST algorithm. Amino acid 

sequences were aligned using the L-INS-I method on the MAFFT server. Phylogenetic analysis was performed by the 

maximum likelihood method using the PhyML plugin for Geneious Prime 2023.2.1. Statistical support of branches was 

calculated using the aLRT-Chi2 method. 

It was found that within the compared amino acid sequences of N. sylvestris sHSP, three parts can be distinguished: 

the variable N-terminal region, the conserved α-crystallin domain (ACD), and the C-terminal region. Based on the 

alignment of the sHSP amino acid sequences, a similarity dendrogram was constructed, on which several clades with 

high statistical support are visualized. 

The results of the comparative analysis of the amino acid sequences show that sHSPs of N. sylvestris belong to 10 

structural classes. Proteins of seven classes are believed to be localized in the cytoplasm and/or nucleus, while the rest 

are located in the endoplasmic reticulum, mitochondria, plastids and peroxisomes. 

In total, according to the results of bioinformatic analysis, 24 genes encoding sHSP were found in the genome of N. 

sylvestris, as well as one pseudogene in which the fragment encoding the N-terminal region has been lost. Since the 

sequence of the pseudogene differs slightly from the closest representatives of this group, it can be assumed that the 

conversion of this region into a pseudogene is a relatively recent evolutionary event. 

 

Keywords: abiotic stress, bioinformatic analysis, genetic polymorphism, molecular genomics, molecular evolution, 

multigene family, α-crystallin domain, sHSP, N. sylvestris. 
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