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Мета. Проаналізувати вплив накопичен-
ня L-проліну на вміст хлорофілу у трансгенних 
рослин пшениці з дволанцюговим РНК-
супресором гена проліндегідрогенази за фізіо-
логічних та стресових умов. Методи. 
Agrobacterium-опосередкована трансформація in 
planta; біохімічне визначення вмісту вільного 
проліну; спектрофотометричне визначення вмі-
сту фотосинтетичних пігментів; математичної 
статистики. Результати. Показано, що вміст 
вільного проліну в листках трансгенних рослин 
за фізіологічних умов був у 1,7-1,9 рази біль-
шим порівняно з вихідним генотипом. В умовах 
посухи вміст цієї амінокислоти збільшився у 
нетрансформованих рослин вихідних генотипів 
у 2,9-3,1 рази, а у трансгенних – у 4,5-4,9 рази. 
Кількість хлорофілу у прапорцевих листках 
рослин вихідних генотипів та їх трансгенних 
ліній за фізіологічних умов  істотно не відріз-
нялась, тоді як за умов посухи у перших з них 
вона була в 1,1-1,2 рази меншою, ніж у других. 
Посуха знижувала вміст сумарного хлорофілу у 
рослин вихідного генотипу до 85-90 %, порів-
няно з фізіологічними умовами, в той час, як у 
трансгенних рослин достовірних змін не вияв-
лено. Висновки. Встановлено, що за умов ґрун-
тової посухи підвищення вмісту проліну у гене-
тично змінених рослин пшениці порівняно з 
нетрансгенними супроводжується збільшенням 
кількості сумарного хлорофілу (на 10-15 %), що 
свідчить про кращу ефективність роботи їх піг-
ментного апарату за стресових умов.  

Ключові слова: Triticum aestivum, 
Agrobacterium-опосередкована трансформація, 
пролін, хлорофіл. 

 
Останнім часом для генетичного поліп-

шення культурних рослин залучаються біотех-
нології, пов'язані із використанням генів, що 
контролюють метаболізм осмотично активних 
речовин – органічних молекул, здатних в знач-

них концентраціях накопичуватися в клітинах 
рослин за умов стресу, які водночас не спричи-
няють токсичної дії на процеси їх росту і дифе-
ренціації. Одним із таких стресових метаболітів 
є вільний пролін. Крім добре відомої функції як 
інертного сумісного осмоліту, пролін за дії 
стресорів виконує у рослин цілу низку інших 
взаємопов’язаних функцій: мембранопротекто-
рну, шаперонну, антиоксидантну, бере участь у 
регуляції експресії деяких генів, а також є дже-
релом енергії, азоту та вуглецю [1]. Рівень віль-
ного L-проліну корегують або підсиленням його 
синтезу, або зниженням швидкості деградації. 
Практичне значення для генетичної інженерії 
має ген проліндегідрогенази (ProDH), 
пов’язаний з катаболізмом проліну, оскільки 
часткове пригнічення його експресії може при-
водити до підвищення вмісту проліну і, як на-
слідок,  рівня толерантності рослин до абіоти-
чних стресів [2]. Зокрема, показано, що викори-
стання дволанцюгового РНК-супресора гена 
ProDH арабідопсису підвищувало рівень акуму-
ляції проліну (у 2-6 рази щодо нетрансгенного 
контролю) в рослин тютюну, які характеризува-
лися підвищеною толерантністю до засолення 
[3]. У рослин соняшника та кукурудзи введення 
аналогічної конструкції також обумовило істот-
не збільшення вмісту цієї амінокислоти (у 1,5-
9,0 разів), при цьому вони відрізнялися від кон-
трольних підвищеною толерантністю до водно-
го дефіциту та засолення [4, 5].  

З огляду на це, можна припустити, що 
створення рослин з підвищеним рівнем проліну 
може бути одним зі шляхів отримання рослин, 
стійких до стресових чинників, зокрема – посу-
хи. Відомо, що однією з чутливих до дефіциту 
води ланок є фотосинтетичний апарат. Так, за 
дії посухи спостерігають зменшення інтенсив-
ності фотосинтезу та кількості основних фото-
синтетичних пігментів [6]. Важливою складо-
вою процесу фотосинтезу є хлорофіл. За його 
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допомогою відбувається передача енергії збу-
дження до реакційних центрів і розподіл зарядів 
у реакційних центрах фотосистем [7]. Завдяки 
перетворенню молекулами хлорофілу поглину-
тої листками сонячної радіації в хімічну енергію 
в рослинах відбуваються метаболічні, ростові та 
репродуктивні процеси. Тому концентрація 
хлорофілу, яка характеризує фотосинтетичний 
потенціал рослини, може слугувати опосередко-
ваним маркером посухостійкості. 

В літературі є свідчення, що збільшення 
вмісту проліну позитивно впливає на вміст фо-
тосинтетичних пігментів [8]. Показана також 
позитивна кореляція вмісту проліну з інтенсив-
ністю фотосинтезу [9]. На користь припущення, 
щодо покращення стану пігментного апарату у 
рослин пшениці з підвищеним вмістом вільного 
проліну можуть свідчити дані про збільшення 
вмісту хлорофілу за їх екзогенної обробки цією 
амінокислотою. Зокрема, за позакореневої об-
робки проліном проростків сорту пшениці 
Beinong 9549, які вирощували за дії кадмієвого 
стресу, вміст хлорофілів a та b в листках пере-
вищував значення у контролі [10]. У зв’язку з 
цим, метою нашої роботи був аналіз впливу 
накопичення L-проліну на вміст хлорофілу у 
трансгенних рослин пшениці з дволанцюговим 
РНК-супресором гена проліндегідрогенази за 
фізіологічних та стресових умов. 

 
Матеріали і методи 
Матеріалом  досліджень слугували не-

трансформовані рослини м’якої  озимої пше-
ниці нових перспективних генотипів озимої 
пшениці (Ук 322/17, Ук 997/19), створені в Ін-
ституті фізіології рослин і генетики НАН Украї-
ни, та трансгенні лінії насіннєвого покоління Т2, 
отримані на їх основі, ендогенний вміст проліну 
в листках яких був найбільшим. Вивчали по 30 
рослин кожної трансгенної лінії та 30 рослин 
вихідного генотипу. Трансгенні генотипи отри-
мані методом Agrobacterium-опосередкованої 
трансформації in planta, яку здійснювали в про-
цесі запилення за модифікованою методикою 
Чумакова [11]. В експериментах з трансформа-
ції використовували штам Agrobacterium 
tumefaciens AGL0. Рослини трансформували 
бінарним вектором pBi2Е, що включає інверто-
ваний повтор, який складається із фрагментів 
двох копій першого екзону та інтрону гена про-
ліндегідрогенази A. thaliana, а також селектив-
ний ген неоміцинфосфотрансферази ІІ (nptІІ) E. 
coli. Інтеграцію елементів векторної конструкції 
встановлювали ПЛР-методом за наявністю фра-

гментів екзона та інтрона гена ProDH1 арабідо-
псису та селективного гена неоміцинфосфотра-
нсферази – nptII. 

Відібрані після аналізу на наявність конс-
трукції рослини висаджували у вегетаційні по-
судини об’ємом 10 л, заповнювали ґрунтовою 
сумішшю (ґрунт : пісок = 3:1) і вирощували на 
спеціальному майданчику. У половині посудин 
вихідні та трансгенні форми (по 15 рослин вихі-
дного генотипу та по 15 рослин  трансгенної 
лінії) вирощували за умов нормального волого-
забезпечення – 70 % повної вологоємності (ПВ) 
ґрунту. В іншій половині посудин – вологість 
ґрунту у фазу розкривання піхви прапорцевого 
листка знижували до 30 % ПВ шляхом припи-
нення поливу і підтримували на цьому рівні 
впродовж 7 діб. Після цього рослини цих варіа-
нтів поливали однаковою з рослинами контро-
льного варіанту кількістю води.  

Середню пробу зразків для біохімічних та 
спектрофотометричних досліджень формували з 
листків 5-ти головних пагонів. Вміст вільного 
проліну визначали методом, заснованим на 
утворенні забарвленого продукту взаємодії між 
L-проліном і нінгідрином [12]. Загальний вміст 
хлорофілу та каротиноїдів визначали безмаце-
раційним методом екстракції пігментів з листка 
з використанням диметилсульфоксиду за мето-
дом [13]. Для аналітичного визначення вмісту 
пігментів із загальної проби дрібно нарізаних 
листків 100 мг листового матеріалу екстрагува-
ли 10 мл диметилсульфоксиду. Потім пробірки 
поміщали на водяну баню (температура води 
60ºС) на 4 год. Після охолодження до кімнатної 
температури 0,5 мл отриманих екстрактів роз-
бавляли 4,5 мл диметилсульфоксиду. Оптичну 
густину цього розчину визначали за допомогою 
спектрофотометра при довжинах хвиль 480, 649 
і 665 нм. Розрахунок вмісту фотосинтетичних 
пігментів проводили з урахуванням об’єму роз-
чину, кількості диметилсульфоксиду для розба-
влення та величиною оптичної густини. Перера-
хунок вмісту пігментів на г сухої речовини про-
водили з урахуванням всіх розведень та маси 
листків.  

Статистичну обробку результатів здійс-
нювали з використанням Microsoft Excel згідно 
з загальноприйнятими методами варіаційної 
статистики. На рисунках та в таблицях наведені 
значення середніх арифметичних і похибок се-
реднього. Статистичну достовірність різниці 
між варіантами оцінювали при Р < 0,05. 
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Результати та обговорення 
Вміст вільного L-проліну в листках рос-

лин вихідних генотипів за оптимальних умов 
поливу коливався від 27,7 до 30,3 мк %/г сирої 
маси, а у трансгенних був у 1,7-1,9 рази біль-
шим: 47,1-57,3 мг % сирої маси (табл. 1).  

В умовах посухи вміст цієї амінокислоти 
збільшився й у нетрансформованих, і у транс-
генних рослин. При цьому у трансгенних ліній, 
що містять супресор гена ProDH, він значно, 
порівняно з фізіологічними умовами, переви-
щував ці показники у рослин вихідних геноти-
пів (у 2,7-3,0) рази. У варіанті з посухою вміст 
вільного проліну у листках нетрансформованих 
рослин вихідних генотипів збільшився у 2,9-3,1 
рази, порівняно з варіантом з достатнім водоза-
безпеченням, тоді як у генетично модифікова-
них форм він зростав у 4,5-4,9 рази. Отже, тран-
сгенні рослини відрізнялися підвищеним вміс-
том L-проліну як в нормі, та і за дії стресу. Та-
ким чином, показано, що наявність у трансген-
них рослин дволанцюгового РНК-супресора 
гена ProDH, призводить до підвищення рівня 
накопичення вільного L-проліну як за фізіологі-
чних умов, так і за умов ґрунтової посухи.  

Вміст сумарного хлорофілу (a+b) у пра-
порцевих листках рослин обох вихідних гено-
типів та їх трансгенних ліній за фізіологічних 
умов вирощування істотно не відрізнявся 
(табл. 2).  

За дії 7-ми добової посухи вміст сумарно-
го хлорофілу в прапорцевих листках вихідних 
генотипів зменшувався до 85-90 %, порівняно з 

його значеннями за фізіологічних умов вирощу-
вання. Тоді як концентрація цього пігменту у 
листках рослин генетично модифікованих ліній 
істотно не відрізнялась від відповідних варіантів 
з достатнім водозабезпеченням (табл. 2). При 
цьому за умов посухи вміст сумарного хлорофі-
лу в прапорцевих листках рослин вихідних ге-
нотипів був у 1,1-1,2 рази меншим, ніж у транс-
генних ліній.  

Таким чином, встановлено, що за фізіоло-
гічних умов вирощування умов вміст вільного 
L-проліну в листках у трансгенних рослин був у 
1,7-1,9 рази вище, ніж у вихідних генотипів, а 
вміст сумарного хлорофілу – істотно не відріз-
нявся. За дії 7-ми добової посухи вміст сумар-
ного хлорофілу у прапорцевих листках транс-
генних ліній зі зниженою активністю гена 
ProDH був на 10-15 % вище, ніж у рослин вихі-
дних генотипів. Рівень вільного проліну між 
ними відрізнявся значніше, ніж в контролі: у 
генотипів, що несуть  дволанцюговий РНК-
супресор гена ProDH арабідопсису, він був у 
середньому у 3 рази більше, ніж  у вихідних 
нетрансформованих форм. Отже, підвищення 
рівня вільного проліну у 3 рази сприяло збіль-
шенню вмісту сумарного хлорофілу у прапор-
цевих листках, тоді як майже дворазове пере-
вищення вмісту цієї амінокислоти істотно не 
вплинуло на вміст пігментів. За умов посухи 
встановлена пряма залежність між цими показ-
никами (r = 0,96±0,16), тоді як за фізіологічних 
умов – кореляція була слабкою. 

 
Таблиця 1. Вміст вільного проліну в листках контрольних рослин вихідних генотипів та транс-

формантів покоління Т2 за фізіологічних та стресових умов 

Генотип 
Вміст вільного проліну, мг %/г сирої маси 

Фізіологічні умови Умови посухи 
Контроль Трансформанти Контроль Трансформанти 

Ук 322/17 30,3±2,3d 57,3±3,2c 88,0±7,9b 260,7±13,8a 
Ук 997/19 27,7±2,2d 47,1±3,1c 85,9±7,8b 232,8±12,4a 

Примітка. У таблицях 1 і 2 значення, позначені однаковими латинськими літерами, істотно не відрізняються між со-
бою за P < 0.05. 

 
Таблиця 2. Вміст сумарного хлорофілу в листках контрольних рослин вихідних генотипів та 

трансформантів покоління Т2 за фізіологічних та стресових умов 

Генотип 
Вміст сумарного хлорофілу (a+b), мг/ г сухої речовини 

Фізіологічні умови Умови посухи 
Контроль Трансформанти Контроль Трансформанти 

Ук 322/17 11,9±0,6a 12,1±0,7a 10,5±0,3b 11,9±0,5a 
Ук 997/19 11,6±0,6a 11,7±0,2a 10,1±0,2b 11,8±0,1a 
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Літературні дані, аналогічно отриманим 
нами, також засвідчують істотну різницю за 
вмістом хлорофілу між генетично модифікова-
ними та вихідними рослинами пшениці, які від-
різняються за вмістом вільного проліну. Зокре-
ма, за умов 15-добової посухи виявлено, що 
вміст хлорофілу у прапорцевому листку транс-
генної лінії At-DREB1A насіннєвого покоління 
T2 сорту Lasani-08 був вищим (12,47 мг/г сирої 
речовини), ніж у нетрансгенної (5,75 мг/г сирої 
речовини), а за вмістом проліну вони відрізня-
лися майже у 1,5 рази [14]. Аналогічні результа-
ти отримано при порівнянні рослин вихідного 
сорту ярої пшениці Fielder та його модифікова-
них ліній, що несуть  промотор гена TaWRKY2 
із посухостійкої пшениці Xifeng 20: трансгенні 
лінії мали вищий вміст хлорофілу і проліну [15]. 
Yu із співавторами [16] за умов 7-добової посу-
хи показано, що навіть відносно невелике пере-
вищення вмісту проліну (на 17-22 % порівняно з 
вихідною лінією) у двох генерації (Т5 та Т7) тра-
нсгенних ліній пшениці, трансформованих ге-
нами SeCspA, призвело до підвищення концент-
рації хлорофілу на майже 40 %. При цьому за 
умов посухи у ліній з більшим вмістом проліну 
спостерігали і менше зниження вмісту хлорофі-
лу, порівняно з достатнім водозабезпеченням 
(на 44-46 %), ніж у контрольних рослини (57 %).  

Аналіз літературних даних показує, що 
збереження більшого вмісту хлорофілу у рослин 
з вищим вмістом вільного проліну може бути 
пов’язаним з цілою низкою механізмів. Це, по-
перше, може бути обумовленим  тим, що ця 
амінокислота утворює гідрофільні колоїди, які 
утримують воду, тобто можуть захищати рос-

линні білки від руйнування під час посухи, а 
також бере участь в синтезі хлорофілу та опти-
мізує водний обмін [17]. По-друге, акумуляція 
L-проліну може сприяти зниженню утворення 
активних форм кисню і внаслідок індукції поси-
лення антиоксидантного захисту призводити до 
зменшення перекисного окиснення ліпідів та 
збереження цілісності тилакоїдних мембран 
хлоропластів [18]. По-третє, позитивний вплив 
накопичення рівня вільного проліну на стійкість 
трансгенних рослин до дефіциту вологи у ґрунті 
може бути пов’язаним з впливом цього осмоліту 
на експресію інших генів стресової відповіді 
рослин. 

Базуючись на власних та літературних да-
них, можна припустити наявність взаємозв’язку 
між вмістом вільного проліну та хлорофілу. Це 
пов’язано як з тим, що накопичення проліну в 
листках толерантних генотипів в умовах стресу 
є однією з адаптивних реакцій посухостійкості, 
так з ослабленням негативного впливу водного 
дефіциту на функціональні й структурні зміни 
хлоропластів фотосинтетичного апарату. 

 
Висновки 
У трансгенних рослин встановлено вплив 

часткової супресії гена проліндегідрогенази на 
накопичення проліну як в умовах достатнього 
вологозабезпечення, так і в умовах посухи порі-
вняно з нетрансгенними. За водного дефіциту 
вищий  вміст сумарного хлорофілу в листках 
рослин трансгенних ліній, ніж у вихідних гено-
типів, може свідчити про послаблення негатив-
ного впливу ґрунтової посухи на рослини транс-
генних ліній.  
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THE EFFECT OF FREE PROLINE ACCUMULATION ON THE CONTENT OF PHOTOSYNTHETIC 
PIGMENTS IN TRANSGENIC WHEAT PLANTS 
Aim. To analyze the effect of L-proline accumulation on chlorophyll content in transgenic wheat plants with a double-
stranded RNA suppressor of the proline dehydrogenase gene under physiological and stress conditions. Methods. 
Agrobacterium-mediated transformation in planta; biochemical determination of free proline content; 
spectrophotometric determination of photosynthetic pigments content; of mathematical statistics. Results. It was shown 
that the content of free proline in the leaves of transgenic plants under physiological conditions was 1.7-1.9 times higher 
compared to the original genotype. Under conditions of drought, the content of this aminoacid increased in non-
transformed plants of the original genotypes by 2.9-3.1 times, and in transgenic plants – by 4.5-4.9 times. The amount 
of chlorophyll in the flag leaves of plants of the original genotypes and their transgenic lines under physiological 
conditions did not differ significantly, while under drought conditions in the first of them it was 1.1-1.2 times less than 
in the second. Drought reduced the total chlorophyll content in plants of the original genotype to 85-90 %, compared to 
physiological conditions, while no significant changes were found in transgenic plants. Conclusions. It was established 
that under conditions of soil drought, the increase in proline content in genetically modified wheat plants compared to 
non-transgenic ones is accompanied by an increase in the amount of total chlorophyll (by 10-15 %), which indicates a 
better efficiency of their pigment apparatus under stressful conditions.  
Keywords: Triticum aestivum, Agrobacterium-mediated transformation, proline, chlorophyll. 


