
 
 
 

УДК 579.254.2:633.11  https://doi.org/10.7124/FEEO.v28.1381 

88  ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2021. Том 28 

КОМІСАРЕНКО А. Г., МИХАЛЬСЬКА С. І., КУРЧІЙ В. М.
©
 

Інститут фізіології рослин і генетики НАН України, 

Україна, 03022, м. Київ, вул. Васильківська, 31/17, е-mail: mykhalskasvitlana@gmail.com 


mykhalskasvitlana@gmail.com 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ ФУНКЦІОНАЛЬНОСТІ ТРАНСГЕНА В Т2 БІОТЕХНОЛОГІЧНИХ  

РОСЛИНАХ ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ ЗА ОЗНАКОЮ ОСМОСТІЙКОСТІ 

 

                                                                                                                                                                                                     
© КОМІСАРЕНКО А. Г., МИХАЛЬСЬКА С. І., КУРЧІЙ В. М. 

Мета. Дослідити функціональність тран-

сгена в насіннєвому поколінні (Т2) генетично-

змінених рослин пшениці озимої (Triticum aesti-

vum L.) за показниками продуктивності в умо-

вах нормального і недостатнього водозабезпе-

чення. Методи. Визначення показників струк-

тури врожаю та кількості білка. Результати. 

Проаналізовані показники продуктивності кон-

трольних і Т2 біотехнологічних рослин за нор-

мальних умов вирощування та дефіциту води.  

Визначений кількісний склад білка в умовах до і 

після осмотичного стресу та в період регідрата-

ції. Висновки. З’ясовано, що за дії водного де-

фіциту відбувається зниження показників про-

дуктивності для всіх досліджуваних рослин. 

При цьому генетично-змінені рослини мали 

перевагу за основними елементами структури 

врожаю над вихідною формою за обох аналізо-

ваних умов вирощування. Встановлено, що за 

нормальних умов гідратації кількість білка у 

досліджуваних рослинах достовірно не відріз-

нялася. Зафіксовано підвищення його вмісту у 

контрольних рослинах за дії осмотичного стре-

су, що може свідчити про синтез білків стресо-

вої відповіді. Зниження вмісту білка в період 

регідратації може вказувати на проходження 

звичайних метаболічних процесів.   

Ключові слова: Triticum aestivum L., біоте-

хнологічні рослини, ген проліндегідрогенази, 

структурний аналіз врожаю, осмостійкість. 

 

Глобальні екологічні зміни – підвищення 

температури, водний дефіцит, засолення, забру-

днення важкими металами ґрунтів і т. д. – приз-

водять до негативних наслідків: зниження поте-

нціалу родючості земельних територій, зміни 

технології й ареалу вирощування багатьох куль-

тур, втрати врожайності і навіть до загибелі 

рослин. У зв’язку з цим особлива увага науков-

ців біологічного та сільськогосподарського 

профілю зосереджена на проблемі підвищення 

рівня стійкості рослин до дії абіотичних стре-

сів [1–4]. 

Стійкість рослин контролюється склад-

ною молекулярно-генетичною системою, яка 

запускає певний стрес-реагуючий механізм, що 

забезпечує гомеостаз та захищає від руйнування 

білки і клітинні компоненти. На відміну від 

стійкості до біотичних стресів, яка переважно 

контролюється поодинокими генами, абіотичні 

стреси експресують  мультигенну систему, тому 

контроль та інженерія резистентності до того чи 

іншого негативного впливу є достатньо склад-

ними. Створення стійких до абіотичних стресів 

рослин базується на експресії генів, які беруть 

участь у сигнальних та регуляторних системах, 

у процесі запуску синтезу стресових білків, 

функціональних і структурних метаболі-

тів [5, 6]. 

Утворення стресових поліпептидів асоці-

юється з розвитком стійкості рослин, тобто роз-

глядається в параметрі адаптаційних змін на 

макромолекулярному рівні [6]. Комплекс ранніх 

реакцій на дію стресора також передбачає під-

вищення вмісту «стресових» фітогормонів, зок-

рема таких, як АБК та етилен, і синтез великої 

групи стресових білків, які є ключовим компо-

нентом, що формує клітинний гомеостаз у стре-

сових умовах [7]. 

Відомо, що після дії стресових чинників 

на організм відбувається зміна гормонального 

статусу рослин. Це призводить до гальмування 

росту, обмін речовин переводиться в режим 

відносного спокою, енергетичні процеси пере-

микаються на підтримку цілісності рослини, 

відновлення і репарацію пошкоджень. Необхід-

ність у синтезі захисних речовин змушує росли-

ни спрямовувати на це матеріальні ресурси, 

внаслідок чого ростові і формотворні процеси 

сповільнюються, рослини стають меншими за 

розмірами та менш продуктивними. Отже, про-

дуктивність рослин залежить від їх здатності 

швидко реагувати і пристосовуватися до дії 

стресу [8]. 

На основі вивчення молекулярних і біохі-

мічних механізмів стресостійкості вченими ак-
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тивно розробляється система захисту рослин від 

абіотичних стресів. Вона може бути посилена 

обробкою рослин певними хімічними речови-

нами, зокрема абсцизовою кислотою, цитокіні-

ном, брасиностероїдами, саліциловою кисло-

тою, та створенням відповідних  генетично-

змінених форм рослин [7, 9]. 

На сьогодні активізувалися роботи із дос-

лідження генів, що змінюють реакцію рослин на 

стресові умови, на основі чого ведуться роботи 

зі створення методами генетичної інженерії 

сільськогосподарських рослин із підвищеною 

стресостійкістю, зокрема над виявленням, кло-

нуванням і перенесенням у рослини трансгенів, 

що кодують утворення різних осмопротекторів 

(вуглеводів, амінокислот, багатоатомних спир-

тів, поліамінів), речовин, які регулюють вміст 

ненасичених жирних кислот у мембранах клітин 

і т. д. [10, 11]. 

До таких генів, які мають здатність під-

вищувати стійкість рослин до несприятливих 

умов довкілля, належать гени метаболізму (син-

тезу і катаболізму) проліну, баланс яких є одним 

із основних елементів механізму стійкості до 

осмотичного стресу. Ферментом, що лімітує 

швидкість деградації проліну, є проліндегідро-

геназа (pdh).  Надлишок L-проліну в трансген-

них рослинах у нормі здатний пом’якшити нас-

лідки перших етапів впливу стресу саме в фазі 

індукції експресії відповідних генів, що дозво-

ляє більш швидко і ефективно запустити напра-

цювання захисних білків. При цьому пролін 

розглядається і як учасник стресової реакції 

(неспецифічних механізмів стійкості), і як важли-

вий фактор спеціалізованої адаптації до стресорів, 

що спричиняють зневоднення клітин [9–12]. 

Дослідження механізмів, що регулюють 

метаболізм L-проліну, є актуальним як для ро-

зуміння фундаментальних механізмів стресової 

відповіді й адаптації рослин до абіотичних стре-

сів, так і для практичного використання в селе-

кції і біотехнології. Сучасні методи генетичної 

інженерії дозволяють змінити вміст L-проліну і 

дослідити зв’язок цього параметра зі стійкістю 

рослин до різних видів стресу. Крім того, такі 

трансгенні рослини широко використовуються 

як для вивчення функцій окремих генів, так і 

для реконструкції мережі взаємодіючих генів, 

які контролюють формування морфологічних, 

біохімічних і фізіологічних ознак у процесі роз-

витку і за впливу зовнішніх факторів різної 

природи. 

Тому метою нашої роботи було провести 

порівняльний аналіз показників продуктивності 

Т2 трансгенних рослин Triticum aestivum L. із 

частково супресованою активністю проліндегі-

дрогенази з їх вихідними формами за умов нор-

мального і недостатнього водозабезпечення та 

дослідити зміни рівня кількості білка в умовах 

норма → стрес → норма. 

 

Матеріали і методи 

Об’єктом дослідження було друге поко-

ління біотехнологічних рослин пшениці озимої 

генотипів УК 065 і УК 209h з інтегрованим ге-

ном катаболізму проліну (длРНК-супресором 

гена проліндегідрогенази Arabidopsis thaliana). 

Для визначення показників врожайності 

генетично-змінені рослини Т2 та їх вихідні фо-

рми вирощували в умовах in vivo. Стресове на-

вантаження створювали шляхом припинення 

зволоження ґрунту в вегетаційних посудинах 

протягом 10 діб у період виходу рослин у труб-

ку. Відбір зразків для структурного аналізу про-

водили у фазі повної стиглості насіння в трьох 

повтореннях. Умовою вибірки дослідного мате-

ріалу було підтвердження інтеграції трансгенів  

шляхом ПЛР,  як описано раніше [13]. 

Для визначення кількості білка насіння Т2 

трансгенних і контрольних (вихідна форма) 

рослин пророщували в лабораторних умовах in 

vivo. Спочатку проростки культивували за нор-

мальних умов зволоження протягом 7 діб. Потім 

створювали 1-тижневий водний дефіцит, після 

чого продовжували  вирощувати за нормальних 

умов гідратації. Зразки рослинного матеріалу 

відбирали після кожної зміни умов культиву-

вання. Визначення кількості білка в екстракті 

проводили за методом Лоурі [14]. Експеримен-

тально отримані дані обробляли методами ма-

тематичної статистики [15].  

 

Результати та обговорення 

У результаті Agrobacterium-опосередко-

ваної трансформації in planta з використанням 

штаму A. tumefaciens LBA4404, що несе вектор-

ну конструкцію pBi2E, в складі якої знаходиться 

длРНК-супресор гена проліндегідрогенази Ara-

bidopsis thaliana, нами були отримані генетич-

но-модифіковані рослини пшениці озимої та їх 

Т1 покоління, які характеризувалися підвище-

ною стійкістю до різних осмотичних стресів, за 

рахунок часткової супресії генів катаболізму 

проліну [13]. 
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Для перевірки збереження функціональ-

ності трансгенів та встановлення залежності, 

пов’язаної з рівнем експресії генів катаболізму 

проліну і стрес-стійкістю рослин, досліджували 

показники продуктивності Т2 біотехнологічних 

рослин та їх вихідної форми за умов оптималь-

ного та недостатнього водозабезпечення. Для 

порівняльного аналізу були відібрані два гено-

типи, які під час вирощування насіннєвого по-

коління Т1 продемонстрували найвищу продук-

тивність (табл. 1). 

Як видно із даних, за нормальних умов 

вирощування отримані високі показники струк-

тури врожаю для обох досліджуваних типів 

рослин (контрольних і генетично-змінених), на 

що, беззаперечно, вплинули сприятливі кліма-

тичні умови протягом вегетаційного періоду. 

Однак суттєва перевага за основними елемента-

ми продуктивності належала біотехнологічним 

рослинам. Так, маса зерна з головного колоса в 

Т2 УК 209h була вищою від рослин вихідного 

генотипу в 1,3 раза, а різниця в масі зерна з рос-

лини складала 4,4 грама. В контрольних і транс-

генних формах генотипу УК 065 не спостеріга-

лося відмінностей за показником МЗГК, при 

цьому маса зерна з рослини в останніх була 

вищою на 25 %. 

Отже, біотехнологічні рослини за рахунок 

продуктивності додаткових пагонів мали досто-

вірну перевагу за кількістю і масою отриманого 

зерна з рослини, при цьому показник МТЗ, який 

залежить від виповненості зерна, достовірно не 

відрізнявся. 

У нашому випадку доказом ефективності 

генетичної трансформації буде підвищений рі-

вень стійкості біотехнологічних рослин до дії 

осмотичного стресу, що позитивно відобразить-

ся на показниках продуктивності. Тому парале-

льно досліджували показники структури вро-

жаю за умов дефіциту води (табл. 2). 

Посуха вважається одним із головних 

чинників, що лімітує продуктивність сільсько-

господарських культур, оскільки недостатнє 

водозабезпечення гальмує фізіолого-біохімічні 

процеси, ріст і розвиток рослин [2].  

Аналіз отриманих результатів показав, що 

після осмотичного стресу спостерігалося зни-

ження показників структури врожаю для всіх 

досліджуваних рослин у порівнянні з нормаль-

ними умовами вирощування. При цьому біотех-

нологічні рослини характеризувалися кращою 

врожайністю. Хоча перевага  у масі зерна з го-

ловного колоса була характерною тільки для Т2 

УК 209h, проте за масою зерна з головного ко-

лоса (МЗР) однозначно переважали трансгенні 

рослини обох генотипів.  

Слід зазначити, що за дії водного дефіци-

ту відбувається значне зниження цього показ-

ника для всіх аналізованих рослин. Причиною 

може бути закладання меншої кількості колос-

ків у колосі й отже, зниження показника КЗГК в 

результаті негативного впливу ґрунтової посухи 

в критичну фазу росту рослин – початок виходу 

в трубку. За масою тисячі зернин генетично-

змінені та їх вихідні форми не відрізнялися.  

 

Таблиця 1. Структурний аналіз врожаю контрольних (вихідна форма) і Т2 генетично-змінених 

(із дволанцюговим РНК-супресором гена pdh) рослин пшениці озимої за нормальних умов вирощу-

вання 

Генотип 

пшениці 
УК 065 УК 209h 

Показник 
Контрольні  

рослини 

Трансгенні  

рослини  

Контрольні  

рослини 

Трансгенні  

рослини  

ВР 86,2±2,3 96,3±0,7 101,2±1,9 95,4±0,6 

ДГК 8,6±0,6 9,4±0,1 7,8±0,3 9,8±0,4 

ККГК 17,4 ±0,4 18,6±0,1 17,0 ±0,2 19,6±0,5 

КЗГК 44,3±1,3 49,7±2,8 45,6±1,8 53,6±3,2 

МЗГК 1,9±0,1 1,9±0,2 2,1±0,1 2,7±0,3 

МЗР 11,3±0,9 15,2±3,1 10,2±1,2 14,6±2,8 

МТЗ 41,5±2,2 42,9±1,9  45,7±1,9 44,0±0,9 

КП 0,48 0,46 0,47 0,49 
Примітки: ВР (см) – висота рослини (головного колоса); ДГК (см) – довжина головного колоса; ККГК (шт.) – кіль-

кість колосків у головному колосі; КЗГК (шт.) – кількість зерен у головному колосі; МЗГК (г) – маса зерна з головного 

колоса; МЗР (г) – маса зерна з рослини; МТЗ (г) – маса тисячі зернин; КП – коефіцієнт  господарської продуктивності. 
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Таблиця 2. Порівняльний аналіз елементів продуктивності контрольних (вихідна форма) і Т2 

генетично-змінених (з длРНК-супресором гена pdh) рослин пшениці озимої за умов водного дефіциту 

Генотип 

пшениці 
УК 065 УК 209h 

Показник 
Контрольні  

рослини 

Трансгенні  

рослини  

Контрольні  

рослини 

Трансгенні  

рослини  

ВР 83,6±2,9 91,8±2,0 87,2±1,4 90,0±2,4 

ДГК 8,3±0,5 9,0±0,3 8,2±0,2 9,3±0,3 

ККГК 16,6±0,7 17,1±0,5 16,3±0,4 17,6±0,7 

КЗГК 42,7±2,4 45,2 ±3,0 40,0±2,0 48,5±3,2 

МЗГК 1,7±0,4 1,8±0,2 1,8±0,3 2,3±0,4 

МЗР 9,7±0,8 13,6±0,3 8,9±1,8 12,8±1,3 

МТЗ 43,3±1,2 40,7±0,9 47,3±0,7 48,9±0,4 

КП 0,49 0,5 0,49 0,49 
Примітки: ВР (см) – висота рослини (головного колоса); ДГК (см) – довжина головного колоса; ККГК (шт.) – кіль-

кість колосків у головному колосі; КЗГК (шт.) – кількість зерен у головному колосі; МЗГК (г) – маса зерна з головного 

колоса; МЗР (г) – маса зерна з рослини; МТЗ (г) – маса тисячі зернин; КП – коефіцієнт  господарської продуктивності. 

 

Щодо коефіцієнта  господарської продук-

тивності, то він був більш однозначним для 

рослин, вирощених за умов недостатнього водо-

забезпечення. В першому випадку (нормальні 

умови вирощування) для всіх досліджуваних 

рослин цей показник коливався в межах 0,45 – 

0,5, що могло бути ефектом формування великої 

кількості додаткових пагонів, про це також сві-

дчить отримана МЗР. За рахунок додаткових 

пагонів збільшується не тільки маса зерна, а й 

листостеблова маса, завдяки якій, у свою чергу, 

зростає асиміляційний апарат, який нагрома-

джує більше пластичних речовин, що пізніше 

переміщуються у колосоносні стебла і підви-

щують їхню продуктивність [13]. 

У формуванні стійкості рослин до дії не-

сприятливих факторів довкілля важливу роль 

відіграють стресові білки, які є компонентом 

захисної реакції живих організмів. Зокрема, 

вони забезпечують фотосинтетичну активність у 

стресових умовах. Особливу увагу приділяють 

можливості використання стресових білків у 

якості біомаркерів у процесі вивчення рослин 

різних екологічних стратегій, під час проведен-

ня біотехнологічних робіт, отримання стійких 

високоврожайних сортів  [5]. 

Реакція рослин на стрес (на фоні загальної 

тенденції пригнічення синтезу нормальних біл-

ків і посилення – стресових) залежить від пара-

метрів негативного впливу, від його тривалості, 

діапазону, інтенсивності та ін. і самої природи 

несприятливого фактора. Рівень стійкості та 

реагування на стрес визначається біологічними 

особливостями видів і їхнім генотипом. Росли-

ни, що розрізняються за стійкістю, зазвичай на 

стресові дії реагують однотипно, але суттєво 

відрізняються за швидкістю фізіологічних і 

структурних перебудов  [2].  

Велике значення за стресових умов має 

вплив амінокислоти проліну на білоксинтезую-

чий апарат. Також продукти катаболізму пролі-

ну можуть виступати індукторами експресії 

осмочутливих генів, що кодують білки, необ-

хідні для специфічної адаптації [9]. Можливо, 

саме підвищений рівень проліну в трансгенних 

рослинах у нормі (за відсутності стресу) здат-

ний пом’якшити наслідки перших етапів впливу 

стресу.  

 

Таблиця 3. Вміст білка (мг/г сирої маси) в Т2 генетично-змінених рослин та їх вихідної форми в 

умовах норма → стрес → норма 

Варіанти Норма Стрес Норма 

Т2 УК 065 44,5±3,5 39,4±0,6 32,0±1,3 

Вихідна форма 42,0±0,3 43,6±0,1 32,1±1,9 

Т2 УК 209 h 47,9±3,1 42,0±0,3 35,5±0,2 

Вихідна форма 51,4±2,4 53,8±1,2 37,7±0,4 
Примітки: Норма – полив; Стрес – водний дефіцит. 
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Як видно із даних, представлених у таб-

лиці 3, на ранніх етапах росту і розвитку спо-

стерігалися динамічні зміни вмісту білка в умо-

вах норма → стрес → норма. За оптимальних 

умов його кількість в обох типах рослин (Т2 і 

вихідна форма) достовірно не відрізнялася. За 

дії водного стресу рівень білка (відносно нор-

мальних умов вирощування) підвищувався тіль-

ки у контрольних рослинах, що може свідчити 

про захисну реакцію рослин у відповідь на стрес 

– синтезом стресових білків. Незначне зниження 

його в біотехнологічних рослинах швидше за 

все має адаптивне значення, пов’язане з еконо-

мією енергетичних ресурсів клітини [6]. 

Після регідратації вміст білка зменшився 

в обох варіантах рослин.  При цьому для Т2 ця 

різниця була меншою (1,2 раза), на відміну від 

вихідної форми (1,4 раза). Пониження інтенсив-

ності білкового синтезу в досліджуваних росли-

нах у період відновлення після стресу свідчить 

про проходженням звичайних метаболічних 

процесів.  

Отже, створення біотехнологічних рослин 

пшениці озимої з цільовими генами, що можуть 

сумісно підвищувати рівень стійкості та проду-

ктивність рослин в умовах дії абіотичних стре-

сів і які в подальшому можна залучати в селек-

ційному процесі, є перспективним напрямом 

досліджень. 

 

Висновки 

Встановлено, що за дії осмотичного стре-

су відбувається зниження показників продукти-

вності для всіх досліджуваних рослин у порів-

нянні з нормальним вологозабезпеченням. При 

цьому генетично-змінені рослини мали перевагу 

за основними елементами структури врожаю 

над вихідною формою за обох аналізованих 

умов вирощування. 

Встановлені зміни вмісту білка в біотех-

нологічних і контрольних рослинах в умовах 

норма → стрес → норма, що характеризують 

різний ступінь чутливості їх до дії стресового 

фактора. 
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STUDY OF TRANSGENE FUNCTIONALITY IN T2 BIOTECHNOLOGICAL PLANTS OF WINTER 

WHEAT ON THE SIGN OF OSMORESISTANCE 

Aim. To investigate the functionality of the transgene in the seed generation (T2) of genetically modified winter wheat 

plants (Triticum aestivum L.) in terms of productivity in conditions of normal and insufficient water supply. Methods. 

Determination of yield structure and protein content. Results. The indicators of productivity of control and T2 

biotechnological plants under normal growing conditions and water deficit are analyzed. The quantitative composition 

of protein in the conditions before and after osmotic stress and in the period of rehydration was determined. 

Conclusions. It is shown that under the action of water deficit there is a decrease in productivity for all studied plants. 

In this case, genetically modified plants had an advantage in the main elements of the crop structure over the original 

form under both analyzed growing conditions. It was found that under normal conditions of hydration, the amount of 

protein in the studied plants did not differ significantly. An increase in its content in control plants under the action of 

osmotic stress was recorded, which may indicate the synthesis of stress response proteins. Decreased protein content 

during rehydration may indicate the passage of normal metabolic processes. 

Keywords: Triticum aestivum L., biotechnological plants, proline dehydrogenase gene, structural analysis of yield, 

osmostability. 
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