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вій та антисенсовій орієнтації, відбувалося змен-
шення рівня проліну на 50 % та його підвищен-
ня на 25 %, відповідно. У той же час трансгенні 
рослини при високому рівні вільного проліну не 
були осмотолерантними [14].

Тому очевидно, що для практичного засто-
сування цільових генів, пов’язаних із частковою 
супресією ProDH при трансгенезі культурних 
рослин, потрібне ретельне дослідження гене-
тичних та фізіолого-біохімічних процесів. Ме-
тою роботи був аналіз експресії ендогенних ге-
нів проліндегідрогенази соняшника на рівні ак-
тивності ферменту, визначення вмісту вільного 
проліну та рівня стійкості до стресових факторів 
рослин, у геном яких інтегровані елементи век-
торної конструкції, що здатні призводити до ча-
сткової супресії гена проліндегідрогенази.  

Матеріали і методи 
Генетичну трансформацію інбредної лінії 

соняшника VK-121 (селекції Інституту олійних 
культур НААН України, Запорізька область) здій-
снювали розробленим нами способом in planta 
у процесі запилення. Інокуляцію проводили су-
спензією клітин агробактерії (оптична щільність 
0,2–1,0 О.О.), використовуючи частково модифі-
коване нами середовище (МСМТ) із додаванням 
0,01 % (за об’ємом) Silwet L-77 згідно з рекомен-
даціями [15]. 

Agrobacterium-опосередковану трансфор-
мацію здійснювали з використанням штаму 
LBA4404, що містить плазміду pBi2E з дволан-
цюговим (дл)РНК-супресором гена проліндегід-
рогенази арабідопсису (ProDH) та селективний 
ген неоміцинфосфотрансферази (nptII) E. coli 
(рис. 1), люб’язно наданий д.б.н Кочетовим В.О. 
(Інститут цитології та генетики Сибірського від-
ділення РАН, м. Новосибірськ).

Молекулярно-генетичний аналіз проводи-
ли ПЛР-методом із використанням праймерів до 
фрагментів екзону, інтрону гена проліндегідроге-
нази арабідопсису, селективного гена неоміцин-

Толерантність культурних рослин до водно-
го дефіциту та засолення – складні ознаки, кож-
на із яких визначається координованою експресі-
єю мережі генів. На сучасному етапі генетичної 
інженерії розглядаються можливості викори-
стання конкретних регуляторних та структур-
них генів, надекспресія яких здатна призводити 
до підвищення рівня стійкості трансгенних рос-
лин до цих несприятливих факторів довкілля [1–
5]. Перспективність використання різноманітних 
генів встановлюється під час аналізу трансген-
них рослин та їх насіннєвого покоління за гене-
тичними та фізіолого-біохімічними показника-
ми. Значна увага, зокрема, приділяється генам, 
пов’язаним із синтезом та катаболізмом вільно-
го L-проліну (Pro), який розглядається як фактор, 
що може брати участь у складних інтегральних 
процесах адаптації/стійкості рослин до абіотич-
них стресів, диференціації клітин та їх запрогра-
мованої загибелі [6–8]. Серед них представляє 
інтерес ген проліндегідрогенази (ProDH), пов’я-
заний із катаболізмом L-проліну. Цей ген може 
мати практичне значення для генетичної інжене-
рії, оскільки часткове інгібування його експресії 
здатне призводити до підвищення вмісту Pro і як 
результат – рівня стійкості рослин до ряду абіо-
тичних чинників. У той же час дані з цього пи-
тання обмежені та не завжди однозначні [9, 10]. 
Водночас вважається, що ген ProDH задіяний у 
генетичних аспектах регуляції, які здійснюються 
за нормальних умов культивування, в процесах 
відновлення клітин після стресу та їх росту і роз-
витку [7, 11, 12]. Щодо використання гена ProDH 
в молекулярних біотехнологіях для підвищення 
рівня стійкості культурних рослин, то такі дослі-
дження небагаточисельні, а результати не завжди 
однозначні. Так, із використанням антисенсового 
супресора гена AtProDH показано, що трансгенні 
рослини арабідопсису з підвищеним рівнем віль-
ного проліну були толерантними до засолення та 
низьких температур [13]. У трансгенних лініях 
арабідопсису, що містили ген AtProDH в сенсо-
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ж рослини. При інокуляції використовували мо-
дифіковане нами середовище, доповнене поверх-
нево-активною речовиною Silwet L-77. На фор-
мування сім’янок не впливали різні комбінації 
середовищ інокуляції з/без ацетосирінгону, саха-
рози, Silwet L-77. 

Оскільки раніше нами показано, що в про-
цесі генетичної трансформації може здійснюва-
тися інтеграція неповної копії Т-ДНК, а саме від-
сутність селективного гена [21], селекцію тран-
сгенних рослин проводили в умовах летального 
зневоднення. Такий підхід дозволяє дати відпо-
відь на питання про доцільність часткової су-
пресії ендогенних генів проліндегідрогенази для 
підвищення осмотолерантності рослин та відра-
зу відбирати варіанти, стійкі до водного дефі-
циту. При пророщуванні насіннєвого  покоління 
трансгенних рослин соняшника в умовах леталь-
ного зневоднення (0,8 М маніту) життєздатними 
залишалися тільки рослини, молекулярно-гене-
тичний аналіз яких показав наявність трансгену 
(рис. 2, а). При цьому аналіз за геном virС шта-
му LBA4404 показав відсутність агробактеріаль-
них домішок у трансгенних рослинах (рис. 2, б). 

Використовуючи для генетичної трансфор-
мації соняшника векторну конструкцію з длР-
НК-супресором гена проліндегідрогенази ара-
бідопсису, очікували, що часткова супресія 
ендогенних генів проліндегідрогенази трансфор-

фосфотрансферази, virС штаму LBA4404 та гена 
запасного білка соняшника (heliantin – GenBank 
M28832) на термоциклері Mastercycler gradient 
(Eppendorf). ДНК виділяли із сегментів листко-
вих пластинок соняшника за частково модифіко-
ваною методикою Деллапорта [16] або з викорис-
танням комплекту реагентів << ДНК-сорб – С>> 
<<Amplisens>>, Росія. Електрофорез ДНК про-
водили згідно з рекомендаціями [17]. 

Відбір стрес-стійких трансгенних варіан-
тів здійснювали за умов летального зневоднення 
(0,4 М маніту – in vitro; 0,8 М маніту – in planta) 
та сульфатно-хлоридного засолення (2,0 % солей 
морської води – in vitro; 2,5 %, – in planta). Вміст 
вільного Lпроліну визначали за модифікованою 
методикою Чинарда [18], а активність фермента 
проліндегідрогенази – за методом Маттіоні [19]. 
Експериментально отримані дані обробляли ме-
тодами математичної статистики [20]. 

Результати та обговорення
У зв’язку з проблемами, пов’язаними з пе-

редчасним цвітінням та укоріненням як транс-
генних, так і нетрансгенних пагонів соняшни-
ка в системі in vitro, вперше розроблено спосіб 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
інбредних ліній соняшника in planta. Суть його 
полягає у нанесенні суспензії клітин агробактерії 
на суцвіття з подальшим запиленням пилком тієї 

	 	
RB pNOS nptII NOSt p35S PDH-ex1 int PDH-ex1 NOSt LB

Рис. 1. Блок-схема Т-ДНК області з двохланцюговим РНК-супресором (pBi2E). pNOS – промотор гена но-
палінсинтази; p35S – промотор 35S РНК вірусу мозаїки цвітної капусти (CaMV); PDH-ex1 – фрагмент першо-
го екзону гена проліндегідрогенази (ProDH) арабідопсису; int – фрагмент першого інтрону ProDH, nptII – ген 

неоміцинфосфотрансферази.

Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації: (а) – ДНК рослин соняшника лінії VK-121 (1–9), трансфор-
мованої in planta із застосуванням праймерів до першого екзону гена ProDH1 арабідопсису; 10 – позитивний 
контроль – ДНК обеззброєного штаму LBA4404; 11 – негативний контроль (без ДНК); (б) – ДНК рослин со-
няшника лінії VK-121 трансформованої in planta із використанням праймерів до гена virС (1–10); 11 – пози-
тивний контроль; 12 – негативний контроль. М – маркер молекулярної маси GeneRuler™ DNA Ladder Mix, 

Fermentas
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рівні активності ферменту. В сучасній біохіміч-
ній практиці, встановлюючи залежність фермен-
тів від певних факторів, оцінюється не кількість 
ферменту, а його активність, яка передбачає на-
копичення продукту або зменшення субстрату за 
одиницю часу. Активність проліндегідрогенази 
оцінювали, вимірюючи збільшення концентрації 
НАДН за одиницю часу при окисленні проліну.

Встановлено, що часткова супресія гена 
ProDH призводить до зниження активності фер-
менту. Так, у трансгенних рослинах соняшника 
активність ПДГ була в середньому нижчою май-
же в 6 разів, ніж у контрольних варіантах (рис. 4). 

мованих рослин буде 
відбуватися шляхом по-
странскрипційного сай-
ленсінгу РНК за раху-
нок утворення коротких 
інтерферуючих siРНК, у 
результаті чого знижен-
ня активності пролінде-
гідрогенази призведе до 
підвищення рівня вільно-
го L-проліну та осмото-
лерантності рослин.

При цьому об’єктив-
ним критерієм ефектив-
ності часткової супресії 
гена проліндегідрогенази 
шляхом посттранскрип-
ційного сайленсингу є 
динамічні зміни вміс-
ту вільного L-проліну в 
умовах норма → стрес 
→ норма. У трансгенних 
рослинах із длРНК-су-
пресором гена ProDH спостерігалося значне під-
вищення рівня вільного проліну при стресі та 
його зниження в умовах відновлення (рис. 3).

Тенденція до збільшення рівня вільного 
проліну при стресі і його зниження в умовах ре-
гідратації була характерна і для кукурудзи [22]. 
Вміст амінокислоти в трансгенних рослинах за 
нормальних умов культивування достовірно пе-
ревищував його рівень в рослинах контролю, 
тоді, як за жорстких стресових умов вміст пролі-
ну збільшувався в ~15–20 разів порівняно з нор-
мальними умовами. При регідратації (перенесен-
ні в нормальні умови) вміст проліну різко знижу-
вався.

Отримані дані можуть свідчити про те, що 
підвищений рівень проліну у трансгенних рос-
лин може сприяти подоланню негативного впли-
ву водного дефіциту, оскільки контрольні росли-
ни в умовах наджорсткого стресу не проростали 
зовсім, а при пророщуванні в нормальних умовах 
та подальшому перенесенні в стресові (0,8 М ма-
ніту) також гинули. 

Оскільки за використання для трансформа-
ції векторної конструкції з дволанцюговим РНК 
супресором гена проліндегідрогенази очікувало-
ся, що саме часткова супресія ендогенних генів 
проліндегідрогенази трансформованих рослин 
призведе до підвищення рівня вільного L-про-
ліну та осмотолерантності рослин, доцільним 
було дослідити зміни експресії гена ProDH на 

Рис. 3. Рівень вільного L-проліну в листках трансформантів інбредної лінії со-
няшника VK-121 за умов норма → стрес → норма: а – нормальні умови культи-
вування; б – стрес (14 діб водного дефіциту) та відновлення (регідратація про-

тягом 3 годин)

Рис. 4. Активність фермента проліндегідрогенази в 
Т3-поколінні трансгенних рослин інбредної лінії со-
няшника VK–121. К – контроль (дикий тип); Т3 – 

трансгенні рослини
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Висновки
Таким чином, трансгенні рослини соняшни-

ка з дволанцюговим РНК-супресором гена про-
ліндегідрогенази характеризуються зниженою 
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рівнем вільного проліну та стійкістю до водно-
го дефіциту.



ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19 	 147
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THE CHARACTERIZATION TRANSGENIC SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS L.) 
PLANTS WITH SUPPRESSOR OF PROLINE DEHYDROGENASE GENE 
Aim. The obtaining of osmotolerant form of sunflower (Helianthus annuus L.) by siRNA-technology. Methods. 
Agrobacterium-mediated transformation using LBA4404 harboring pBi2E with double-stranded RNA-suppressor, 
produced based on the ProDH1 gene of arabidopsis. Gene exprssion of proline dehydrogenase at level of activity of this 
ferment. Results. The transgenic sunflower plants with dsRNA suppressor proline dehydrogenase gene and their seed 
generation were obtained via Agrobacterium-mediated transformation in planta. Thransgenic osmotolerant plants had 
lower activity (6 times less) of proline dehydrogenase as well as increased level of free proline.
Keywords: Helianthus annuus L., genetic transformation, dsRNA suppressor proline dehydrogenase gene, osmotic stress, 
proline, proline dehydrogenase, activity of proline dehydrogenase.
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