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Резюме. Кардинальна зміна кліматичних умов обумовлюють зростаючий дефіцит сільськогосподарських рослин, а також 

стимулюють розвиток нових біотехнологій. Для отримання форм рослин із підвищеним рівнем стійкості до абіотичних стресів 

активно використовують методи генетичної інженерії, а саме різні модифікації Agrobacterium-опосередкованої трансформації. В 

результаті ряду біотехнологічних маніпуляцій були отримані ГМ-рослини Triticum aestivum L. Досліджувались рослини 7-ми добові 

Т2 рослини пшениці озимої генотипу УК 95/17, та було проаналізовано реакції на дію короткострокових засолення та водного 

дефіциту, пов’язані з акумуляцією вільного проліну, а також характер відновлення після стресів. Акумуляція протекторної сполуки 

спрямована на збереження життєздатності культури. Відомо, що пролін за стресових умов може утворюватись як у результаті його 

підвищеного синтезу, так у наслідок деградації пролін-містких протеїнів клітинної оболонки. Проведені експерименти показали, 

що трансгенні рослини, відзначаються стійкістю до осмотичного стресу. В той же час тільки паралельне їхнє дослідження може 

дати більш чітку інформацію про їх характер. 

Ключові слова: Пролін, засолення, водний дефіцит, відновлення, Triticum aestivum L., ГМ-рослини, Т2 покоління. 
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Abstract. Drastic changes in climatic conditions cause a growing shortage of agricultural plants, and also stimulate the development 

of Adrobacterium – mediated transformation are actively used to obtain forms of plants with an increased level of resistance to abiotic 

stresses. As a result of a series of biotechnological manipulations; GM plant Triticum aestivum L. was obtained. 7-day T2 plants of Triticum 

aestivum L.  genotype UK-95/17 were studied and the response to the effects of short-term settlement and water deficit, related to the 

accumulation of free proline, as well as the nature of seed production under stress were anolized. Accumulation of the protective effect is 

aimed of the culture. It is know that proline under stressful condition can be for med both as a result of its increased synthesis and as a result 

of the degradation of proline – containing proteins of the cell membrane. Conducted experiments showed that transgenic plants are 

characterized by resistance to osmotic stress. At the same time only their parallel study can provide more clear information about their 

character.  
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ВСТУП 

 

Виняткову роль у підтриманні активності люд-

ства відіграють злаки, серед яких значне місце 

посідає пшениця. Більш того, дослідники вважають, 

що значення пшениці майбутньому буде зростати і 

саме ця культура стане провідною [1, 2, 3, 18, 34]. 

Розповсюдження пшениці обумовлено високою по-

живністю зерна, із якого отримують багато харчових 

продуктів, а також її високою біологічною пластич-

ністю стосовно екологічних умов. В Україні 

особливу увагу приділяють пшениці озимій з огляду 

на фенологічні особливості держави. В державі цією 

культурою засівають в середньому 6,5 млн га, або 

40% площ посівів всіх зернових. На сьогодні, в 

Державному реєстрі сортів України налічується біля 

260 сортів пшениці, серед яких переважає пшениця 

м’яка озима (Triticum aestivum L.) [1, 2, 4, 5].  

І в той же час, як у будь-якої сільськогоспо-

дарської культури, сорти пшениці озимої мають 

регулярно оновлюватись. При цьому нові форми 

мають бути кращими за попередніх за рядом 

господарських та загально біологічних показників. 

Однією із таких ключових характеристик є стійкість 

до абіотичних стресів. 

У загальному питанні стресо-стійкість рослин-

них організмів є однією із найбільш масштабних та 

комплексних проблем. Це обумовлено чисельними 

взаємозв’язками генотип/середовище. При цьому 

взаємозв’язки повсякчас змінюються під впливом 

непередбачуваних чинників.  

Серед абіотичних стресів найбільш пошире-

ними є засолення та посуха. При цьому площі, котрі 

втрачаються, зростають, а якісне та кількісне 

різноманіття рослинних форм зменшується. У дикій 

природі спостерігається повна втрата окремих гено-

типів. Планетарне збільшення населення спричиняє 

гострий дефіцит продуктів харчування. В окремих 

регіонах піднімається питання гуманітарної ката-

строфи. Тому завдання отримання стійких до абіо-

тичних факторів форм рослин стає першочерговим. 

Для України в першу чергу воно пов’язано із 

пшеницею озимою [1, 3, 7, 11, 18].  

Для отримання нових стрес-стійких форм 

рослин активно застосовують біотехнологічні ме-

тоди, у тому числі генетичну інженерію, однією із 

складових якої є Agrobacterium-опосередкована 

трансформація in vitro та in planta. Це новітній 

метод, що передбачає активне втручання в геном 

рослини через пряме перенесення природних (виді-

лених із біологічних об’єктів) конкретних генів або 

штучно створених дизайнерських конструкцій [7, 23, 

29, 34].  

Отримання нової рослинної форми (мета 

експерименту) визначає вибір/створення трансгена 

Коли мова йде про форму із підвищеним рівнем 

стрес-стійкості необхідно оперувати із показниками, 

котрі гарантовано пов’язані із фенотиповими реакці-

ями підтримання активної життєдіяльності за 

стресових умов. 

Стрес-стійкість рослин може підтримуватись як 

за рахунок реакцій клітинного рівня, так і за умов 

кооперативної (узгодженої) роботи організму. При 

поєднанні обох типів захисту в рослині може мати 

місце спеціалізація метаболізму, спрямована на 

акумуляцію певної фізіологічно активної сполуки. 

Ця сполука має відповідати певним вимогам. По-

перше, її кількість не повинна негативно впливати на 

перебіг біохімічних реакцій і порушувати ключові 

ланцюги метаболізму. По-друге, сполука може бути 

переміщена в окремі компартменти як в межах 

клітини, так і між органами [2, 18, 21, 26, 30]. 

У низці механізмів захисту рослин за дії 

осмотичних стресів суттєву роль відіграють сумісні 

низькомолекулярні протекторні сполуки. В першу 

чергу L-пролін, (pro). Відомо, що в загальному 

випадку рівень вільного pro саморегулюється си-

стемою синтезу/деградації/транспорту [4, 5, 6, 7, 8, 

10, 17]. Геном синтезу є Δ
1
-піролін-5-карбоксилат-

синтетаза, (П5КС); ген деградації проліндегідроге-

наза, (ПДГ); транспортується pro системою власних 

та загальних транспортерів [7, 9, 13, 23, 35]. 

Встановлено, що за стресових умов pro акуму-

люється в значних кількостях. В межах клітини він є 

продуктом синтезу. Високий вміст pro в окремих 

органах рослин може виникати в наслідок синтезу, а 

також в результаті його переміщення із зони 

синтезу. 

Також встановленим фактом є взаємозв’язок 

між розвитком рослинного організму та активністю 

одного із ферментів, що регулюють рівень вільного 

pro, а саме проліндегідрогеназою (ПДГ) [5, 10, 12, 

22, 35].  

Одним із генів, котрі мають відношення до син-

тезу pro, є ген ферменту орнітин-δ-амінотрансферази 

(ОАТ). Фермент каталізує перетворення α-кетоглу-

тарат → П5К. У літературі є відомості, що ген ОАТ 

може мати відношення до протистояння абіотичним 

стресам [5, 7, 17, 23, 34, 35].  

Використовуючи інформацію про властивості 

вільного pro і його роль у підтриманні життєдіяльно-

сті рослини за стресових умов, у генно інженерних 

експериментах залучають різні конструкції для 

проведення процедури трансгенезу, спрямованої на 

отримання ГМ-форм. Отримані варіанти мають 

задовольняти наступним умовам: координація підви-

щеного рівня стрес-стійкості із підвищеним рівнем 

вільного проліну. Літературні дані вказують на до-

сягнення у отриманні рослин із підвищеним рівнем 

стійкості до осмотичних стресів із використанням 

конструкцій, що мають стосунок до метаболізму 

проліну [14, 15, 24, 27, 28, 33]. Це стосується і 

пшениці озимої [3, 5, 30, 32]. В той же час не слід 

залишати поза увагою загальновідомий факт про 

втрату бажаної ознаки у насіннєвих поколінь [5, 7, 

12, 29, 34].  

Очевидно що, отримання біотехнологічними 

методами форм рослин із підвищеним рівнем стійко-

сті до абіотичних стресів, пов’язаним із акумуляцією 

вільного проліну, є приорітетним дослідженням. В 

той же час, дослідження трансгенних варіантів є 

постійною комплексною процедурою; її потрібно 

пов’язувати також із активністю проростання насін-

ня за стресових умов, підтриманням життєздатності, 
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швидкістю відновлення після стресу, морфометрією, 

аналізом поколінь. 

Оскільки акумуляція проліну у інтактної 

рослини залежить від ряду факторів, для коректності 

інтерпретації доцільно проводити порівняльний 

аналіз трансгенної рослини та клітинної культури, 

яку можна отримати із рослини. Реакція клітинної 

культури додатково може встановити специфічні та 

неспецифічні реакції адаптації. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

 

Об’єктом дослідження були молоді проростки 

Т2 покоління пшениці озимої. Вихідна лінія УК 

95/17 одержана в Інституті фізіології рослини і 

генетики НАН України. Зернівки Т2 покоління для 

експерименту були отримані співробітниками відді-

лу генетичної інженерії ІФРГ НАН України, та явля-

ли собою рандомізовану групу насіння, відібрану із 

сукупного загального урожаю.  

Зрілі зернівки замочували у теплій воді ~ 30
0
С 

впродовж 2 годин, а потім переміщували для проро-

щування на напіврозведений розчин макроелементів 

за Мурашіге-Скугом. Пророщування тривало 7 діб. 

За цей період утворювались рослини із сформова-

ними вегетативними органами. На 7-му добу молоді 

рослини піддавали короткочасним модельованим 

осмотичним стресам. 

Осмотичні стреси створювали додаванням до 

напіврозведеного розчину макроелементів за Мура-

шіге-Скугом, маніту або солей морської води. Маніт, 

концентрація 0,5 М, моделював водний стрес; солі 

морської води (морська сіль), концентрація 20,0 г/л 

модель природного комплексного засолення.  

Проростки корінцями занурювали у експеримен-

тальні розчини. Тривалість осмотичних стресів була  

2 години. Контролем слугували рослини, котрі ви-

тримували у напіврозведеному розчині макросолей.  

Після дії коротко часового стресу експеримен-

тальні рослини піддавали відновленню на контроль-

ному розчині.  

Через 2 години стресового впливу та через 2 го-
дини відновлення у рослинах вимірювали вміст 
вільного проліну. Вміст pro вимірювали у проростках 
(надземна частина), відрізаючи корінці, за стандарт-
ною методикою Бейца [8]. Аналізували Т2 покоління 
із інтродукованою конструкцією рВі2Е із цільовим 
геном – дволанцюговим РНК-супресором гена про-
ліндегідрогенази арабідопсису (ProDH), що був роз-
ташований як обернений повтор. Дані статистично 
оброблені.  

 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ  
 
За нормальних умов були отримані проростки 

пшениці озимої. У загальному випадку діагностувати 
рівень життєздатності генотипів на ранніх етапах 
онтогенезу важливо для селекції пшениці озимої, 
оскільки в Україні під час проростання зерна періоди 
весняних або осінніх посух стали більш частими.  

Відомо, що шкодочинний ефект засолення та 
водного стресу зростає пропорційно збільшенню 
строків дії чинників. Очевидно, що на початкових 
строках стресової дії візуальної різниці між формами 
бути не може. У нашому випадку зовнішній вигляд 
проростків були аналогічні у всіх варіантів. У той же 
час з огляду на чутливість систем, пов’язаних із 
регуляцією рівня pro, досить очікуваною подією 
були би зміни у цьому напрямку. На 2-гу годину 
стресового впливу вимірювали рівень вільного pro. 

За нормальних умов, (н.у.) до початку досліду 
рівень pro у генотипів пшениці озимої був незнач-
ним і складав у мг% / сиру речовину у контролю, УК 
95/17 і трансгенних рослин, УК 95/17-Т2 відповідно 
8,93 ± 1,44 і 12,51 ± 2,25. Загалом зміни рівня pro 
відбуваються при збереженні загального метаболізму 
та не виходять за межі норми реакції. Вони можливі 
за рахунок координації активності систем синтезу/ 
деградації [7, 16, 25, 20, 33]. Відсутність протиріччя 
підтримується за рахунок просторового розмежу-
вання компартментів функціонування ферментів. 

Зміни рівня амінокислоти через дві години 
зафіксовано на рис. 1. 

 

 

Рис. 1. Вміст вільного проліну в надземних частинах генотипів пшениці озимої  

через 2 години від початку дії осмотичних стресів 
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З діаграми видно істотне зростання вмісту віль-

ного pro через дві години від початку експерименту. 

Цей факт проявлявся за будь-яких зовнішніх умов. 

За н.у. підвищення рівня амінокислоти було 

суттєвіше у трансгенних форм. Цю подію із великою 

ймовірністю можна пояснити зменшенням у цих 

варіантів рівня деградації pro, тобто функціональ-

ністю інтродукованого трансгена. В той же час не 

виключений додатковий ефект підвищення активно-

сті з боку системи синтезу. Про це, на нашу думку, 

може свідчити аналогічний ефект, відзначений у 

нетрансформованих рослин. 

Двохгодинний стрес викликав помітні зміни у 

характері акумуляції вільного pro. При цьому слід 

зазначити, що характер змін у варіантів був тотож-

ний, залежний від типу стресового чинника, а 

саме:зниження вмісту pro на фоні засолення (іонний 

стрес) і зростання цього показника у присутності 

маніту (молекулярний осмотик).  

За стресових умов рівень pro визначає система 

його синтезу. У проведеному експерименті водний 

розчин мікроелементів забезпечував його протікан-

ня. Крім того у даному експерименті на користь 

цього припущення свідчить факт аналогії вмісту 

амінокислоти у трансформованих та контрольних 

об’єктів, що мав місце під впливом засолення. Солі 

морської води на другу годину стресу дещо зни-

жували активність синтезу проліну у порівнянні із 

параметрами норми, у рівній мірі в обох варіантів.  

Дія маніту проявлялась по-різному. У 

контрольних варіантів вміст pro за абсолютною 

величиною співпадав із показниками не стресових 

рослин. У трансгенних варіантів рівень проліну 

підвищувався. Можливо припустити, що в першому 

випадку стресовий вплив на метаболізм не набрав 

шкодочинної сили; у другому випадку допустимий 

факт стимуляції. Переміщення проліну з кореневої 

частини, на нашу думку, менш імовірне, оскільки 

втрата вологи була мінімізована за рахунок застосу-

вання водного розчину. Можливо у такий спосіб 

проявляється опосередкована дія інтродукованої 

конструкції, пряма дія гена ПДГ за стресових умов 

не реалізується. 

Таким чином, аналізуючи характер акумуляції 

вільного проліну на початкових етапах сольового та 

водного стресів, стає очевидним наявний факт пере-

організації функціонування систем його метабо-

лізму. Ця подія сприяє підтриманню загального 

метаболізму, що візуально проявляється у відсутно-

сті стресових уражень. 

У загальному випадку активність життєдіяльно-

сті організму найбільш підкреслено має проявлятись 

при змінах довколишнього середовища [21, 12, 22, 

31, 34]. Після стресової дії рослини відновлювали на 

напіврозведеному розчині мікроелементів за Мура-

шіге-Скугом. Через 2 години після початку реабілі-

тації аналізували рівень pro. Дані наведені на рис. 2. 

 

 

Рис. 2. Вміст вільного проліну в надземних частинах генотипів пшениці озимої  

через 2 години від початку відновлення після дії осмотичних стресів 

 

За н.у. змін у акумуляції амінокислоти не відбу-

валось, що підтверджує стабільний перебіг мета-

болічних реакцій як загального спрямування, так і 

асоційованих із метаболізмом pro у всіх варіантів.  

Порівняння рисунків 1 і 2 показало, що пере-

міщення стрес → норма проявлялось різним чином у 

контрольних та експериментально отриманих ва-

ріантів. Так, відновлення після дії засолення не 

призводило до змін рівня вільного pro у вихідної 

форми але викликало його зростання у Т2 рослин. 

Стосовно причин можна зробити наступне припу-

щення. 

У всіх варіантів відсутність стресового наванта-
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дієздатності інтродукованої конструкції. Різниця між 

формами, котра спостерігалась на 2-гу годину 

відновлення, на нашу думку, є проявом індивідуаль-

них особливостей функціонування. 
Відновлення після дії маніту мало інший харак-

тер. Порівняння рисунків 2 і 3 виявило підвищення 
рівня pro в надземній частині всіх варіантів через дві 
години після зняття стресового пресингу. Зростання 
у контрольних і Т2 варіантів складало відповідно 
150 % і ~ 47 %.  

Це неочікуваний факт. Функціональність інтро-
дукованої конструкції, на що вказувалось при аналізі 
pro при відновленні після засолення, мала би 
створювати зворотний ефект. Тому можливо при-
пустити, що акумуляція проліну у надземній частині 
за дії молекулярного осмотика відбувалась за 
рахунок його синтезу в цих органах та додаткового 
переміщення із кореневої частини, де амінокислота 
синтезувалась. Такий сукупний ефект пришвидшу-
вав нагромадження необхідної кількості сумісного 
осмоліту. Оскільки ця подія відмічалась у всіх варі-
антів, можна вважати її неспецифічною адаптивною 
реакцією на водний стрес. 

Сольовий і водний стреси є різновидами осмо-
тичного стресу. В той же час обидва відзначаються 
своїми особливостями з огляду на механізм їхньої 
шкодочинної дії. Водний стрес (посуха) викликає 
істотне зневоднення рослинного організму та комп-
лекс спряжених із цим патологічних перетворень 
різних компартментів. Сольовий стрес здійснює 
пошкоджуючий вплив за рахунок іонної структури 
молекул солей. Різноманіття типів засолень, по-
єднання декількох видів солей можуть вносити 
додаткові складові у механізм токсичної дії. 

В обох випадках агресивна сила осмотичних 
стресів визначається тривалістю їхнього впливу, 
впродовж якого негативні зміни зростають та мо-
жуть стати незворотними. Хоча стійкість до осмо-
тичних стресів може проявлятись у різний спосіб у 
рослинах комбінуються різні стратегії стійкості. 

Із вищезазначеного виникає припущення, що 
адаптація до осмотичних стресів обмежена та 
залежить від низки факторів. По-перше, це характер 
генотипу, котрий визначає чутливість/стійкість орга-
нізму. По-друге, варіабельність адаптації у відповідь 
на зовнішні зміни. По-третє, доступність ресурсів 
для підтримання життєдіяльності за стресових умов. 
По-четверте, здатність до швидкого відновлення. 

В ході експерименту тестуванню за коротко-
строкових стресових умов піддавали Т2 молоді 
рослини пшениці озимої. Хоча візуалізація дії 
осмотичних стресів проявляється з часом, зміни з 
боку системи метаболізму проліну вже відбувались. 
При цьому спостерігали різний характер адаптацій 
до засолення та водного стресу. Поряд із цим 
спостерігали різний характер відновлення. Це в 
певній мірі було опосередковано конструкцією тран-
сформації. 

 

ВИСНОВКИ 
 

Отримані результати аналізу характеру акуму-
ляції вільного проліну дозволяють зробити наступні 
висновки. 

1. Дія сольового та водного стресів на систему 

метаболізму проліну відзначається на початкових 

етапах дії стресових чинників. 

2. Адаптація до засолення та водного стресу 

проходить у різний спосіб. 

3. Рівень вільного проліну за стресових умов в 

рослинах пшениці озимої підтримується за рахунок 

підвищеного його синтезу. 

4. Актуальність інтродукованої конструкції 

проявляється під час реабілітації після стресу. 
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