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Мета. Провести фізіолого-біохімічний 

аналіз трансгенних рослин пшениці м’якої на-

сіннєвого покоління Т2, що містять дволанцю-

говий РНК-супресор гена проліндегідрогенази. 

Методи. Біохімічне визначення вмісту вільного 

L-проліну та активності ферменту проліндегід-

рогенази; фізіологічна перевірка росту рослин в 

умовах in vitro та in vivo. Результати. Показа-

но, що трансгенні рослини, на відміну від конт-

рольних, ростуть на селективному середовищі з 

манітом інтенсивніше, зберігаючи зелене забар-

влення. Встановлено, що як за нормальних 

умов, так і за умов водного дефіциту рослини 

насіннєвого покоління Т2 мають підвищений 

рівень вільного проліну в листках порівняно з 

контрольними генотипами. Виявлено, що тран-

сформанти характеризуються зниженою актив-

ністю ферменту проліндегідрогенази, що прояв-

ляється за зміни умов норма – стрес – норма. 

Трансгенні рослини Т2 мали більш високу стій-

кість до водного дефіциту порівняно з вихідни-

ми, що відображалося в характері їх росту. В 

умовах дефіциту ґрунтової вологи врожайність 

більшості трансформованих ліній була значно 

вищою порівняно з нетрансформованими рос-

линами. Висновки. Отримані результати дозво-

ляють зробити висновок, що використання век-

торної конструкції pBi2E з дволанцюговим 

РНК-супресором гена pdh є ефективним для 

створення трансгенних рослин пшениці м’якої з 

підвищеним рівнем стійкості до водного дефі-

циту. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., Agro-

bacterium-опосередкована трансформація, РНК-

супресор гена проліндегідрогенази, рослини Т2, 

фізіолого-біохімічний аналіз. 

 

Розвиток генетики, молекулярної біології, 

розробка технологій отримання рекомбінантних 

молекул ДНК, створення арсеналу методів гене-

тичної інженерії рослин відкрили нові можли-

вості як для прикладних, так і для фундамента-

льних досліджень рослинних геномів. Тотипо-

тентність клітин рослин та здатність їх геномів 

інтегрувати чужорідні гени призвели до того, 

що за останні 10 років з метою спрямованої 

зміни ознак більш ніж до 60 видів рослин, зок-

рема й пшениці, були застосовані методи гене-

тичної інженерії [1, 2]. Вже сьогодні в умовах 

лабораторій можна отримувати рослини, стійкі 

до біотичних (комах-шкідників, вірусних, бак-

теріальних, грибних інфекцій, пестицидів, гер-

біцидів) та абіотичних (екстремальної темпера-

тури, посухи, засолення, токсичних металів, 

гербіцидів, ультрафіолетового опромінення) 

стресових факторів. 

Серед абіотичних стресорів саме посуха і 

викликаний нею водний дефіцит завдає більшої 

шкоди рослинництву, ніж усі інші стресові фак-

тори разом. Водний дефіцит впливає на процеси 

росту та розвитку сільськогосподарських рос-

лин і в кінцевому результаті призводить до 

зниження їх продуктивності. Існує ряд дослі-

джень, що пов'язують стійкість до водного де-

фіциту з вмістом вільного L-проліну в тканинах 

рослин, який активно синтезується у відповідь 

на стресовий чинник, виступаючи в якості ос-

мопротектора [3]. У стресових умовах рівень 

амінокислоти підвищується і вона діє як осмо-

літ, стабілізатор субклітинних структур, має 

антиоксидантну дію, контролює експресію генів 

стресової відповіді, діє як сигнальна молекула 

[4–6]. Тому для генетичного поліпшення куль-

турних рослин розглядаються можливості вико-

ристання генів, які контролюють синтез та ката-

болізм проліну [7, 8]. Для підвищення стійкості 

рослин використовують стратегію накопичення 

проліну шляхом зниження його деградації. 

Ключовим ферментом, що контролює катабо-

лізм проліну, є проліндегідрогеназа [6, 7], яка 

каталізує перетворення проліну в глутамінову 

кислоту. Використання векторних конструкцій, 

що містять дволанцюговий РНК-супресор гена 

проліндегідрогенази (pdh), дає змогу отримати 
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рослини зі збільшеним вмістом вільного L-

проліну і як наслідок більшою стійкістю до абі-

отичних стресів [9–11]. Є позитивний досвід 

введення таких конструкцій у рослини соняш-

нику та кукурудзи, що в результаті відрізнялися 

від контрольних підвищеним вмістом проліну 

[10, 11]. Припускається, що така конструкція за 

рахунок РНК-інтерференції  є більш ефектив-

ною для збільшення рівня вільного L-проліну. 

Тим не менше, доцільність її використання для 

підвищення рівня стрес-стійкості рослин м’якої 

пшениці потребує детального аналізу на фізіо-

лого-біохімічному рівні. 

Нами шляхом Agrobacterium-опо-

середкованої трансформації методом in vitro 

отримано трансгенні рослини м’якої пшениці 

сорту Зимоярка, які містять дволанцюговий 

РНК-супресор гена проліндегідрогенази [12]. Із 

цих даних рослин  шляхом самозапилення 

отримано рослини насіннєвого покоління Т2, 

трансгенна природа яких була підтверджена за 

допомогою ПЛР з праймерами, специфічними 

до генів pdh та nptII. У зв’язку з цим метою на-

шої роботи був фізіолого-біохімічний аналіз 

створених генотипів насіннєвого покоління Т2. 

 

Матеріали і методи 

Матеріалом досліджень були рослини 

трансгенних ліній пшениці сорту Зимоярка по-

коління Т2. У якості контролю використовували 

нетрансформовані рослини того ж сорту. Для 

визначення рівня толерантності до водного де-

фіциту зрілі зародки з насіння рослин Т2 виса-

джували на середовище з 0,8 М маніту. Рослини 

з асептичної культури адаптували в ґрунт у кві-

тні в умовах вегетаційного досліду. Вирощу-

вання проводилось у вегетаційних посудинах 

об’ємом 10 л, наповнених ґрунтом. Ґрунт для 

вирощування брався однорідний, попередньо 

вимішувався, просіювався крізь сита з отвором 

3 мм. Всі посудини наповнювалися однаковим 

об’ємом ґрунту. 

Рослини вирощували в умовах вегетацій-

ного досліду за нормального поливу та в умовах 

ґрунтової посухи. Для імітації посухи рослини 

на стадії виходу в трубку переводили на обме-

жений полив. Тривалість штучної посухи стано-

вила три тижні. Протягом першого тижня воло-

гість ґрунту підтримували на рівні 60 % від по-

вного вологонасичення, протягом другого – 

50 %, протягом третього – 40 %. Аналізували 

ріст рослин в умовах водного дефіциту, вміст 

проліну та структурні показники урожайності. 

Для вимірювання активності ферменту 

проліндегідрогенази у трансформантів поколін-

ня Т2 і контрольних рослин сорту Зимоярка на-

сіння висівали у 4 вегетаційні посудини 

об’ємом 10 л, наповнені ґрунтосумішшю. Рос-

лини з двох посудин (контроль та трансгенні 

форми) знаходилися в умовах нормального по-

ливу. Рослини з двох інших (контроль та транс-

генні форми) для імітації посухи переводили на 

обмежений полив. Протягом 10 діб вологість 

ґрунту підтримувалася на рівні 40 % від повного 

вологонасичення. Активність ферменту вимі-

рювали на 10 добу посухи. Після посухи для 

включення механізмів відновлення після стресу, 

рослини рясно поливали. Через добу вимірюва-

ли активність ферменту. 

Оцінюючи структурні показники уро-

жайності, враховували висоту рослин (ВР), до-

вжину головного колоса (ДГК), кількість зерен 

у головному колосі (КЗГК), кількість зерен із 

рослини (КЗР), масу зерен із головного колосу 

(МЗГК), масу зерна з рослини (МЗР) та масу 

тисячі зерен (МТЗ). 

Для визначення концентрації вільного L-

проліну в тканинах рослин за дії осмотичного 

стресу використовували методику, запропоно-

вану Чинардом, із модифікаціями [13]. Актив-

ність ферменту оцінювали за швидкістю вико-

ристання НАД+ на окислення проліну, вимірю-

ючи збільшення концентрації НАДН, що утво-

рилося за одиницю часу [14]. 

 

Результати та обговорення 

Показано, що трансгенні рослини ростуть 

на селективному середовищі з манітом швидше, 

зберігаючи яскраво-зелене забарвлення на відмі-

ну від контрольних, які значно відставали в рості, 

мали блідо-зелене забарвлення і згодом гинули 

(рис. 1).  Додатково трансгенні рослини поміща-

ли на середовище з комплексом стресових чин-

ників, яке містило 0,8 М маніту та 100 мг/л кана-

міцину, що дало змогу чітко ідентифікувати екс-

пресію трансгенів за фенотиповим проявом. 

В умовах in vivo також спостерігалася під-

вищена стійкість трансформованих рослин до 

водного дефіциту. Більш висока стійкість до во-

дного дефіциту рослин Т2 у порівнянні з вихід-

ними знайшла відображення в характері їх росту. 

За нормального поливу середня висота рослин 

вихідного сорту і трансформантів була однако-

вою і становила в середньому 55 см. В умовах 

водного стресу на стадії виходу в трубку серед-

ня висота вихідних рослин становила приблизно 
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45 см, а стійкі рослини мали середню висоту 

55 см (рис. 2). 

Також було проведено вимірювання акти-

вності ферменту проліндегідрогенази у транс-

формантів покоління Т2 і у контрольних рослин 

сорту Зимоярка (рис. 3). 

 

 
 
Рис. 1. Фенотиповий прояв ознак стійкості до стресових чинників у трансгенних рослин пшениці: а – ріст 

трансгенних рослин (лінія Зимоярка – 1/6) та нетрансгенних контрольних (сорт Зимоярка) на селективному 

середовищі з 0,8 М маніту; б − ріст зрілих зародків на середовищі з комплексним стресовим фактором: 0,8 М 

маніту + 100 мг/л канаміцину (лінія Зимоярка – 1/5). 

 

 
Рис. 2. Ріст рослин нетрансгенних (а) та трансгенних (б) форм. 

 

 
Рис. 3. Активність ферменту проліндегідрогенази в контролі та за умов посухи. 
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Як видно з рис. 3, трансгенні рослини в 

умовах нормального поливу мають дещо ниж-

чий рівень активності ферменту. В стресових 

умовах експресія гена значно пригнічується як у 

контролі, так і у трансгенних форм. Однак в 

умовах відновлення після стресу у контрольних 

рослин активність PDH підвищується, в той час 

як у трансформантів активність ферменту не 

тільки не підвищується, а й стає меншою. Таким 

чином, трансформанти характеризуються зни-

женням активності ферменту проліндегідроге-

нази, що проявляється під час зміни умов норма 

– стрес – норма. 

Рослини насіннєвого покоління Т2 харак-

теризувалися підвищеним рівнем вільного про-

ліну в листках (порівняно з контрольними рос-

линами) як за нормальних умов, так і за умов 

водного дефіциту (рис. 4). Загалом рівень віль-

ного проліну в наших експериментах у транс-

генних рослин вищий, ніж у контрольних, у 

1,5−3 рази, а за умов водного дефіциту його 

концентрація підвищується у 4−5 разів. На ос-

нові отриманих даних можна зробити висновок, 

що рослини, які несуть дволанцюговий РНК-

супресор гена pdh, характеризуються достовірно 

вищим вмістом вільного проліну. Таким чином, 

підвищений рівень цієї амінокислоти в транс-

формантів може відображати активність і ефек-

тивність використаної конструкції для супресії 

гена pdh. 

Відповідно до отриманих даних нами ви-

явлено певні відмінності за показниками ВР, 

КЗГК, КЗР, МЗГК, МЗР та МТЗ між трансген-

ними рослинами та позитивним контролем – 

рослинами вихідного сорту, які вирощувалися 

за дії водного дефіциту (табл.). Трансформовані 

рослини лінії Зимоярка 1, 11, 43, 61, які знахо-

дилися під дією осмотичного стресу, за показ-

никами врожайності дещо поступалися контро-

льним, вирощеним за оптимальних умов. 

Проте врожайність більшості трансфор-

мованих ліній була значно вищою порівняно з 

нетрансформованими рослинами, які знаходи-

лись в умовах дефіциту ґрунтової вологи. 

 

 
Рис. 4. Вміст вільного L-проліну в трансгенних рослин покоління Т2: а – за нормальних умов; б – в умо-

вах посухи. 

 

Таблиця. Показники структури врожаю рослин Т2 та контрольних рослин за дії осмотичного 

стресу 

Варіант ВР, см ДГК, см КЗГК, шт КЗР, шт МЗГК, г МЗР, г МТЗ, г 

Контроль (-) 92,2±2,1 9,8±0,7 45,2±4,4 167,2±8,1 1,4±0,2 2,4±0,3 29,6±0,3 

Контроль (+) 59,2±6,0* 6,6±1,2* 40,0±4,1 88,8±5,6* 0,8±0,1* 1,7±0,2* 23,4±1,8 

Зимоярка-1 84,6±3,2* 9,7±0,9* 43,8±5,5 142,8±9,8* 1,2±0,1* 2,3±0,2* 27,0±0,6 

Зимоярка-11 72,0±5,6 8,2±0,2 39,2±6,6 128,4±8,7 1,1±0,1 2,0±0,3 26,3±0,5 

Зимоярка-43 85,2±5,2* 9,7±0,9 41,2±5,4 142,4±12,0 1,2±0,1 2,2±0,2 26,9±0,7 

Зимоярка-61 86,8±4,0* 9,3±0,7 39,6±4,7 140,6±10,2 1,2±0,1 2,1±0,2 26,8±0,4 
Примітки: *ВР − висота рослини, ДГК – довжина головного колосу, КЗГК – кількість зерна з головного 

колосу, КЗР − кількість зерна з рослини, МЗГК – маса зерна з головного колосу, МЗР – маса зерна з рослини, 

МТЗ – маса тисячі зернин, Контроль (-) – нетрансформовані рослини сорту Зимоярка, вирощені без осмотично-

го стресу, Контроль (+) – нетрансформовані рослини сорту Зимоярка, вирощені в умовах осмотичного стресу. 

*Різниця між контролем та дослідом достовірна за р≤0,05. 
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Висновки 

Таким чином, використання векторної 

конструкції pBi2E, що містить дволанцюговий 

РНК-супресор гена pdh, є ефективним для ство-

рення трансгенних рослин м’якої пшениці з 

підвищеним рівнем осмостійкості. Показано, що 

у досліджених генотипів у відповідь на дію ос-

мотичного стресу активно відбувається накопи-

чення вільного проліну. Встановлено, що транс-

генні рослини не відрізняються від контрольних 

за морфологічними параметрами і строками 

розвитку. Виявлено позитивний зв’язок між 

рівнем вільного проліну та стійкістю трансген-

них рослин пшениці до осмотичного стресу, що 

може бути пов’язано або з впливом амінокисло-

ти на експресію інших генів стресової відповіді 

рослин, або з позитивним впливом підвищеного 

вмісту цієї речовини на стійкість на ранніх ета-

пах розвитку стресу. 
Робота виконана за рахунок коштів 

бюджетної програми «Підтримка розвитку 

пріоритетних напрямів наукових досліджень» 

(КПКВК 6541230). 
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF TRANSGENIC WHEAT PLANTS OF SEED 

GENERATION T2 WITH DOUBLE-STRANDED RNA SUPPRESSOR OF THE PROLINE  

DEHYDROGENASE GENE 

Aim. To carry out physiological and biochemical analysis of genetically modified plants of bread wheat of seed genera-

tion T2 with the double-stranded RNA suppressor of the proline dehydrogenase gene. Methods. Biochemical determina-

tion of free L-proline content and activity of the enzyme proline dehydrogenase; physiological examination of plant 

growth in vitro and in vivo. Results. It has been shown that transgenic plants, in contrast to control groups, grow more 

intensively in a selective medium with mannitol, maintaining a green color. It has been established that under normal 

conditions and under conditions of water deficit, plants of the T2 have an elevated level of free proline in the leaves, 

compared with the control genotypes. It was found that transformants are characterized by reduced activity of the en-

zyme of proline dehydrogenase, which manifests itself when the norm-stress-norm conditions change. Transgenic T2 

plants had a higher resistance to aqueous deficiency compared to baseline, which was reflected in the nature of their 

growth. In conditions of soil moisture shortage, the yield of the most of the transformed lines was significantly higher 

than non-transformed plants. Conclusions. The obtained results allow us to conclude that the use of the pBi2E vector 

construct with the double-stranded RNA suppressor of the pdh gene is effective for the production of transgenic bread 

wheat plants with a high level of resistance to water deficiency. 

Keywords: Triticum aestivum L., Agrobacterium-mediated transformation, RNA suppressor of the proline dehydroge-

nase gene, T2 plants, physiological-biochemical analysis. 

 


