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Отримання форм рослин із підвищеним рівнем стійкості до осмотичних стресів за останній час 

пов’язують із застосуванням методів генетичної інженерії. Метою експериментів обирають зміни метаболізму, 

спрямовані на підвищення рівня протекторних сполук, зокрема вільного проліну. Це здійснюється шляхом 

впливу на гени систем синтезу/деградації сполуки. Геном, координованим із деградацією проліну, є проліндегі-

дрогеназа (ProDH). 

Проведена Agrobacterium-опосередкована трансформація in planta генотипів пшениці озимої УК 95/17 та 

УК 322/17, після якої були отримані зернівки Т0. Для трансформації використовували штам Agrobacterium tu-

mefaciens LBA4404, що містив плазміду pBi2E із цільовим геном – дволанцюговим РНК-супресором гена ПДГ 

арабідопсису. .На момент експерименту молекулярно-генетичний аналіз зроблений не був і трансгенний статус 

не встановлений. Термін «pBi2E форми» лише вказує на процедуру трансформації. Досліджували проростання 

зернівок за умов модельованого водного стресу. Стрес створювали 0,5М розчином маніту. У присутності маніту 

спостерігали зниження появи числа проростків у всіх тестованих варіантів. В той же час відмічали генотипові 

відмінності. Так, у генотипу 95/17 схожість була вищою у вихідної форми, тоді як генотипу  322/17 була влас-

тива зворотна тенденція.  

Для дослідження солестійкості зернівки впродовж 10-ти діб пророщували на 0.5 розведеному розчині 

Мурасіге-Скуга із додаванням 20.0 г/л солей морської води. На 10-ту добу досліду аналізували вміст вільного 

проліну у листках молодих рослин. Відмічали підвищення рівня проліну у відповідь на дію сольового стресу. За 

ступенем прояву реакції спостерігали генотипові відмінності. Так, зростання вмісту вільного pro при засоленні 

склало 1,77 і 4,53 рази для генотипів УК 95/17 і УК 322/17, відповідно, та 0.28–1.43 рази у pBi2E форм генотипу 

УК 95/17 і 2,67–3,70 рази у pBi2E форм генотипу 322/17. В той же час рівні pro у біотехнологічних варіантів за 

абсолютними показниками при дії засолення поступались параметрам вихідних форм. 

Характер акумуляції вільного проліну за нормальних і стресових умов не дає доказів на користь функці-

онування транс гена. За дії осмотичних стресів рівень вільного pro зростає в результаті підвищення його синте-

зу. Відзначені  генотипові особливості можуть вказувати на опосередкований вплив на ендогенні гени. Інтроду-

кція та функціональність застосованої конструкції на початкових етапах дослідження можуть бути встановлені 

при зміні умов стрес – відновлення.  

Ключові слова: пшениця озима, генетична трансформація, осмотичні стреси, стійкість, пролін 

 

За останній час кардинальна 

зміна/погіршення довкілля вимага-

ють від наукового загалу створення 

та поширення передових біологічних 

технологій, спрямованих на приш-

видшення процесу отримання стій-

ких форм рослин. До новітніх біоте-

хнологічних методів відносяться рі-

зні напрямки генетичної інженерії. 

Ця біологічна технологія передбачає 

спрямоване фізичне переміщення 

гена одного організму до іншого, ко-

тре створює можливість (у разі екс-

пресії інтродукованого матеріалу) 

додати ознаку/ознаки, які були від-

сутні у організма-реципієнта. У та-
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кий спосіб можливе створення 

стрес-стійких форм через зміниме-

таболізму, оскільки відомо, що такі 

форми відзначаються певними особ-

ливостями.  

Ідентифікація такої події особ-

ливо необхідна, якщо підвищення 

рівня стійкості пов’язано із акуму-

ляцією сполук, котрі здатні здійсню-

вати вплив на різні ланки метаболіз-

му. Однією із таких сполук є аміно-

кислота L- пролін (pro).Властивості 

цієї органічної сполуки обумовлені її 

молекулярною структурою, а саме: 

наявністю α-атому азоту у піроліди-

новому кільці. Унаслідок цього pro 

не виступає субстратом для фермен-

тів амінокислотного метаболізму – 

декарбоксилаз, рацемаз, амінотран-

сфераз. Його нагромадження підпо-

рядковуються власній системі синте-

зу/деградації/транспорту. Встанов-

лено, що рівень вільного pro є суттє-

во динамічним показником. У той 

же час незаперечним є факт акуму-

ляції цієї сполуки за дії різноманіт-

них біотичних і абіотичних стресів, 

під час яких реалізується фізіологіч-

на полі функціональність дії вільно-

го pro: детоксикуюча, осморегулю-

вальна, стабілізуюча [5, 7, 20].  

Таким чином, впливаючи на ме-

таболізм pro з метою його акумуля-

ції, можливо підвищити загальну 

стрес-стійкість генотипу. 

Якщо не брати до уваги процес 

перерозподілу/переміщення, який 

може порушуватись в результаті 

стресу, рівень вільного проліну са-

морегулюється експресі-

єю/репресією генів ферментів його 

синтезу (Δ1-піролін-5-карбоксилат-

синтетази, П5КС) і деградації (про-

ліндегідрогенази, ПДГ) [9, 11]. Осо-

бливий інтерес викликає ПДГ. За 

останній час все більше уваги приді-

ляють даному ферменту, не тільки 

як координатора рівня вільного про-

ліну але як сполуці, котра бере уч-

асть у підтримці клітинного поділу 

та розвитку генеративних органів [2, 

8, 14].  

Різновидом генетичної інжене-

рії є Agrobacterium-опосередкована 

трансформація, яка може здійснюва-

тись за умов in vitro та in planta; ко-

жна із них має свої особливості та 

складності. Факт інтродукції транс-

гена встановлюється молекулярно-

генетичним аналізом. В той же час 

інтродукція, як така, не гарантує йо-

го активності, а також може додат-

ково здійснювати інший негативний 

вплив [10]. Позитивний результат 

проявляється у підвищенні частоти 

отримання істинних трансформантів, 

у яких експресується характеристи-

ка, набута в результаті трансгенезу, а 

також у успадкуванні та реалізації 

ознаки у поколіннях. З огляду на те, 

що кожний успішний факт трансфо-

рмації є подією нечастою, відбір по-

тенційних кандидатів доцільно роз-

починати на початкових етапах після 

проведення процедури. Це в пода-

льшому зменшить кількість об’єктів 

аналізу. 

З іншого боку функціональність 

інтродукованої конструкції можливо 

аналізувати, відслідковуючи нако-

пичення продукту – похідного ці-

льового гена. У випадку трансгенеза, 

пов’язаного із метаболізмом pro, ви-

значення вмісту цієї амінокислоти 

може показати на причини її похо-

дження. 
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Метою даного дослідження був 

аналіз вільного проліна у форм пше-

ниці озимої (Т0), отриманих після 

Agrobacterium-опосередкованої тра-

нсформації in planta. 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

Об’єктом дослідження були зе-

рнівки та 10-ти добові рослини пше-

ниці озимої (Triticum aestivum L.), 

отримані після проведення процеду-

ри Agrobacterium-опо-середкованої 

трансформації in planta  [13]. Вихід-

ні лінії отримані в Інституті фізіоло-

гії рослини і генетики НАН України.  

У процедурі трансформації за-

стосовано штам Agrobacterium tume-

faciens LBA4404, що містив плазміду 

pBi2E із цільовим геном – дволан-

цюговим РНК-супресором гена про-

ліндегідрогенази арабідопсису 

(ПДГ), що був розташований як обе-

рнений повтор. Конструкція створе-

на в Інституті цитології та генетики 

СВ РАН, Новосибірськ. 

На момент експерименту факт 

успішної трансформації встановле-

ний не був. Тобто, у сукупному ма-

сиві отриманих Т0 варіантів могли 

бути присутні трансформанти та не-

трансформовані рослини у різних 

співвідношеннях [18]. Не виключена 

ймовірність повної відсутності гене-

тично-модифікованих форм. В той 

же час зернівки/проростки уже мо-

жуть вважатись біотехнологічними 

формами. Тому Т0 варіанти були по-

значені як pBi2E об’єкти досліджен-

ня. 

Осмотичний стрес in vivo пред-

ставлений двома різновидами – за-

соленням або водним дефіцитом, 

трапляється й поєднання. При ство-

ренні модельованого осмотичного 

стресу in vitro традиційно розділя-

ють ці характеристики, оскільки во-

ни стосуються різних аспектів функ-

ціонування. Водний стрес створю-

ють додаванням молекулярних ос-

мотиків (маніт, сахароза. декстроза 

тощо); для моделювання засолення 

до живильних середовищ додають 

різні типи солей. Наші попередні до-

слідження [16] показали, що експе-

риментально отримані клітинні лінії 

/ рослини можуть в обох випадках 

акумулювати вільний пролін у знач-

них кількостях. Тому у даному дос-

лідженні вважали доцільним визна-

чити реакції Т0 рослин на обидва 

стресових чинника. Схожість насін-

ня перевіряли із застосуванням мані-

ту. Маніт є визнаним чинником, 

який впливає на осмотичний тиск 

середовища. У той же час ця сполука 

не піддається метаболізму; тим са-

мим моделюється водний стрес. У 

такий спосіб найшвидше можливо 

встановити загальну післядію (приг-

нічення/активація/відсутність) про-

цедури генетичної трансформа-ції, 

як такої, на увесь масив отриманих 

варіантів. У той же час тестування за 

умов засолення дає змогу виявляти 

індивідуальні характеристики штуч-

но створеного генотипу, що особли-

во необхідно при інтродукції транс-

гена. Для визначення ефективності 

схожості насіння (50 зернівок) про-

рощували по 25 зерен у чашках Пет-

рі на фільтрувальному папері, змо-

ченому водою або 0.5М розчином 

маніту. Сумарну кількість пророслих 

зернівок підраховували на 7-му до-

бу. 
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Для аналізу вмісту проліну зер-

нівки впродовж 2 годин замочували 

у воді t° ~ 30°, а потім переміщували 

в умови пророщування [19]. Зернів-

ки розкладали в чашки Петрі на фі-

льтрувальний папір, змочений напі-

врозведеним живильним середови-

щем Мурасіге-Скуга (0,5 КБС) [12] 

або цим середовищем із додаванням 

20.0 г/л солей морської води (2,0 мв). 

На відміну від маніту, який змінює 

водний статус, іони, що входять до 

складу морської солі, переміщують-

ся між органами, впливаючи на ме-

таболізм. Це позначається на вмісті 

вільного проліна. Пролін аналізува-

ли на 10-ту добу у листках за стан-

дартною методикою [1]. 

Оскільки факт інтродукції тран-

сгена залежить від багатьох факто-

рів, у тому числі від особливостей 

конкретного реципієнта, то вміст 

проліну аналізувався для кожного 

об’єкту окремо. На діаграмі наведе-

но максимальні та мінімальні зна-

чення абсолютної величини вмісту 

pro у біотехнологічних рослин. 

Всього було проаналізовано 29 

pBi2E рослин; з них 12 рослин, 

отриманих після трансформації ге-

нотипу 95/17 і 7 рослин, отриманих 

після трансформації генотипу 

322/17. Достовірність такого підходу 

була підтверджена нами раніше [18]. 

Для контрольних генотипів здійсне-

на статистична обробка та визначена 

стандартна помилка. 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Здійснювали порівняння за різ-

них умов in vitro форм пшениці ози-

мої на початкових етапах онтогене-

зу. 

 

                  
Рис. 1. Проростання зернівок пшениці озимої (% до контролю на воді) за стресових умов;  

в. форма – вихідна форма, яку піддавали процедурі трансформації; pBi2E – форма відповід-

ного генотипу (95/117 або 322/17), отримана після трансформації 
 

Перша стадія – проростання; 

фіксувалось проростання зернівок як 

вихідних, так і отриманих після про-

цедури трансформації форм. Діагра-

ма на рисунку 1 ілюструє зниження 

появи числа проростків у всіх тесто-
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ваних варіантів при витримуванні за 

дії розчину маніту впродовж 7-ми 

діб. За цей період закінчується про-

ростання. 

Стосовно схожості спостеріга-

лись генотипові відмінності, а також 

різниця між вихідними та pBi2E фо-

рмами. У вихідних генотипів за дії 

водного стресу зійшло ~ 72.8% і 

81,9% зернівок генотипів УК 95/17 і 

УК 322/17, відповідно. Для pBi2E 

форм схожість була: ~ 81.3% для ге-

нотипу УК 95/17 та 74.6% для гено-

типу 322/17. 

В той же час суттєвої візуальної 

морфологічної варіабельності не від-

значали. З огляду на останнє у лист-

ках визначали вміст вільного pro. 

Діаграма на рисунку 2 відобра-

жає вплив середовища на акумуля-

цію pro. На відміну від маніту солі 

впливають не тільки на водний але й 

на іонний статус рослини. Діаграма 

також демонструє генотипову варіа-

бельність та різницю в акумуляції 

pro між вихідними та pBi2E форма-

ми. Так, зростання вмісту вільного 

pro при засоленні склало 1.77 і 4.53 

рази для вихідних форм генотипів 

УК 95/17 і УК 322/17, відповідно. 

Збільшення цього показника віднос-

но норми було у межах 0.28–1.43 ра-

зи у pBi2E форм генотипу УК 95/17  

та 2.67–3.70 рази  у pBi2E форм ге-

нотипу 322/17. 

В той же час рівні pro у біотех-

нологічних варіантів за абсолютни-

ми показниками при дії засолення 

поступались параметрам вихідних 

форм. 

 
Рис. 2. Вміст вільного проліну (мг% / сиру речовину) в листках 10-ти добових 

рослин пшениці озимої за різних умов культивування in vitro; УК 95/17, УК 

322/17 вихідні форми, які піддавали процедурі трансформації; pBi2E 1,2,3 – фо-

рми відповідних генотипів, отримані після трансформації 

 

 

Оскільки досліджувались про-

ростки на початкових стадіях веге-

тації, ми вважаємо можливим при 

подальшому обговоренні не врахо-

вувати подію перерозподілу проліну 

як несуттєву у питанні, що розгляда-

ється. 

 

 

ОБГОВОРЕННЯ 

Встановлено, що стрес-стійкість 

рослин може суттєво змінюватись 

впродовж вегетації. З огляду на це 

доцільно аналізувати цю характери-
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стику в динаміці з перших строків 

онтогенезу. Відзначалось, що ефек-

тивність проростання може достові-

рно свідчити на користь активності 

життєдіяльності [3]. Уже на стадії 

проростання в нашому досліді було 

відмічено зменшення кількості про-

ростків in vitro за умов зниженого   

осмотичного тиску (рис. 1). Це не 

винятковий факт. Він властивий на-

віть для природно стійких генотипів 

[2. 21], а також для штучно отрима-

них стійких рослин [11, 16, 18]. 

Порівняння реакцій у межах ге-

нотипу виявило різні спрямування. 

Так, у генотипу УК 95/17 pBi2E кі-

лькість пророслих зернівок за дії ма-

ніту перевищувало вихідну форму, 

тоді як у генотипу УК 322/17 спос-

терігалась зворотна тенденція. У 

нашому випадку зміни у кількості 

проростків ми швидше відносимо на 

рахунок прояву індивідуальних реа-

кцій, оскільки вони підтверджують-

ся при порівнянні вихідних форм із 

отриманими після трансформації. 

З’явились публікації, які опи-

сують вплив мікроРНК (miRNA) на 

проростання насіння за дії осмотич-

них стресів. Так. miRNA160, яка ре-

гулює ауксин-реагуючий фактор 

ARF10 (Auxin-Responsive factor 10), 

збільшувала активність АБК-

споріднених генів у насінні стійкого 

miR160 мутанта [6]. Експресія 

miR418 підсилювалась засоленням 

та при дегідратації. Проростання на-

сіння із над експресією miR417 при 

засоленні хлоридом натрію було по-

вільніше у порівнянні із диким ти-

пом [6]. 

У нашому випадку для генетич-

ної трансформації була застосована 

конструкція, яка діяла аналогічно 

природним miRNA. В той же час 

молекулярного аналізу не було про-

ведено. Вважати причиною змін у 

кількості пророслих зернівок актив-

ність трансгену нема достатніх підс-

тав. В той же час ми не вважаємо 

отриманий факт результатом післядії 

маніпуляції, як такої. 

Аналіз характеру акумуляції ві-

льного проліну дає можливість оці-

нити реакції окремих рослин на дію 

засолення (рис. 2). Підвищення рівня 

вільного pro у проростках вихідних 

форм при засоленні є очікуваною 

подією, наслідком активації їхніх 

систем синтезу. Різницю за абсолю-

тною величиною (УК 95/17<УК 

322/17), на наш погляд, можна пояс-

нити генотиповими особливостями 

адаптації, оскільки за нормальних 

умов вміст амінокислоти був анало-

гічним. 

Суттєвіші генотипові відмінно-

сті спостерігались при аналізі рос-

лин, отриманих після трансформації. 

За нормальних умов рівень вільного 

pro був меншим ніж у вихідних 

форм. 

Ця тенденція зберігалась за дії 

засолення. При цьому абсолютні по-

казники у генотипу УК 95/17 pBi2E 

також поступались величинам, від-

міченим у генотипу УК 322/17 

pBi2E.  

За дії засолення вміст вільного 

pro у біотехнологічних проростків 

зростав відносно показників норми 

залежно від генотипу. Оскільки в 

обох випадках застосовували одну 

конструкцію та витримували один 

протокол трансформації, то фіксова-

ний результат свідчить про ефект 
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ендогенних генів, а не транс генів. 

Крім того, за стресових умов рівень 

вільного pro визначається ступенем 

його синтезу, що також виключає 

участь ПДГ. 

З іншого боку менші рівні про-

ліна у біотехнологічних рослин мо-

жуть свідчити на користь його мен-

шої потреби. У цьому разі ймовірне 

припущення участі інших протекто-

рних сполук, а саме сахарози. Було 

встановлено, що швидка індукція 

одного із генів проліндегідрогенази 

здійснюється за участю транскрип-

ційного фактору bZIP11, котрий ак-

тивується сахарозою [4, 15]. У той 

же час сахароза, як така, безпосере-

дньо пригнічує експресію гена 

ProDH2, тоді як присутність pro та 

NaCl його індукують [5]. Раніше на-

ми аналізувалось співвідношення 

пролін/вуглеводи у калюсі, який був 

ініційований із Т1 рослин кукурудзи. 

Було встановлено, що в культурі під 

дією засолення співвідношення мо-

ноцукри/сахароза несуттєво зроста-

ло, тоді як акумуляція проліна пере-

вищувала норму в 2.8 рази [17]. У 

даному випадку ми не можемо ви-

ключити подію участі сахарози. Як-

що це мало місце, то таким чином 

(опосередковано) міг здійснюватися 

вплив трансгена. Однак прямої від-

повіді дати неможливо з причини ві-

дсутності підтвердження транс ген-

ного статусу дослідних рослин. В 

той же час суттєво менший вміст pro 

у pBi2E-рослин достовірно вказує на 

нижчий рівень синтезу ймовірно 

внаслідок більшої стрес-стійкості. 

У загальному випадку стрес-

стійкість рослинного організму про-

являється не лише за дії стресового 

чинника але й впродовж відновлю-

вального періоду, саме під час якого 

активується ПДГ[14]. У нашому ви-

падку аналіз динаміки змін вмісту 

проліну вкаже на активність його де-

градації тобто наявність ферменту 

ПДГ [18]. 

Як стає зрозумілим із проаналі-

зованих результатів уже на початко-

вих стадіях проростання навіть за 

відсутності прямого свідчення про 

інтеграцію та функціональність пе-

ренесеного гена біотехнологічні ва-

ріанти відрізнялись рядом рис, котрі 

вказують на їхній «особливий» ме-

таболізм. 

Характер акумуляції вільного 

проліну за нормальних і стресових 

умов не дає доказів на користь фун-

кціонування транс гена. За дії осмо-

тичних стресів рівень вільного pro 

зростає в результаті підвищення йо-

го синтезу. Відзначені генотипові 

особливості можуть вказувати на 

опосередкований вплив на ендогенні 

гени. Інтродукція та функціональ-

ність застосованої конструкції на 

початкових етапах дослідження мо-

жуть бути встановлені при зміні 

умов стрес – відновлення.  
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PROLINE IN WINTER WHEAT SHOOTS, OBTAINED AFTER GENETIC TRANSFORMATION 

 

L.Ye. Sergieyeva, L.I. Bronnikova 

 

Gene engineering is one of the most appropriate methods for obtaining plants with higher tolerance to osmotic 

stresses. Osmotic stress stimulates the synthesis of compatible solutions that protect plants. The free proline was sug-

gested as one of the possible means for overcoming osmotic stress. Its degradation after stress can provide nitrogen, 

carbon energy. The enzyme connected with proline degradation is proline dehydrogenase, (ProDH). ProDH serves 

important functions of stress reactions and the development of plants. 

Agrobacterium-mediated winter wheat transformation in planta using the strain LBA4404 was performed. The 

primary forms, genotypes UK 95/17 and UK 322/17, were selected in the Institute of Plant Physiology and Genetics of 

the National Academy of Sciences of Ukraine. The seeds were gathered and considered to be T0 generation, but till the 

experiment insertions of the transgene were not verified by PCR. The seeds were germinated on filter paper soaked with 

a 0.5M solution of mannitol. Germination frequencies were scored after a week of incubation. Mannitol affected seed 

germination in all tested types. At the same time genotype differences were observed. Under stress condition, the ger-
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mination level of 95/17 initial form exceeded this parameter of T0 variants. At the same time, the 322/17 genotype 

demonstrated the opposite tendency.  

To study the salt resistance of the seeds, they were germinated in 0.5 diluted Murashige-Skuga solution with the 

addition of 20.0 g / l of seawater salts for 10 days. Free proline levels were estimated in the leaves of 10-day shoots. 

The winter wheat genotypes demonstrated peculiar characteristics. Salinity provoked the growth of free proline levels. 

For initial forms of UK95/17 and UK322/17, the proline levels were 1.77 and 4.53 times higher than normal parame-

ters. At the same time under salinity the proline levels in T0 shoots of genotype 95/17 were 0.28–1.43 times and in T0 

shoots of genotype 322/17 were 2.67–3.70 times of control marks. However, the proline numerical data of T0 forms of 

both genotypes were lower than the stress figures of their initial forms. 

Under osmotic stresses, the increase of proline is usually due to the growth of its synthesis. The events of 

transgene insertions were not verified by PCR. So we have no open data about transgene activity. But the peculiar fea-

tures that we observed can be indicators of the indirect influence of transgene. The plant proline level even under nor-

mal conditions is not a constant feature but it changes during the vegetation. Proline is not only a compatible osmolyte 

but regulates the gene expression. In our opinion, the effectiveness of such a construction for obtaining plant forms with 

higher stress tolerance can be estimated during changes in stress/restoration conditions. 

 

Key words: winter wheat, gene transformation, osmotic stresses, tolerance, proline. 


