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В умовах вегетаційного досліду вивчали особливості впливу посухи на вод-
ний режим, вміст хлорофілу, активність антиоксидантних ферментів хлоро-
пластів, асиміляцію СО2 та продихову провідність прапорцевих листків, а та-
кож зернову продуктивність трансгенних рослин озимої м’якої пшениці лінії
УК 322/17 (Т3), що містять дволанцюговий РНК-супресор гена проліндегід-
рогенази, порівняно з вихідним генотипом. Посуху для рослин обох гено-
типів створювали зниженням вологості ґрунту в дослідному варіанті до рівня
30 % повної вологоємності (ПВ), який підтримували впродовж семи діб в
період колосіння—цвітіння, а потім повертали до рівня контролю. Вологість
ґрунту в рослин контрольного варіанта підтримували на оптимальному рівні
60—70 % ПВ. Фізіолого-біохімічні показники вимірювали на прапорцевому
листку на першу добу зниження вологості ґрунту до 30 % ПВ, на сьому до-
бу вегетації за цього рівня вологості та через тиждень після відновлення оп-
тимального рівня вологості. Виявлено, що дослідні рослини трансформантів
демонстрували кращі відповіді на дію та післядію стресора за всіма дослідже-
ними показниками порівняно з рослинами вихідного генотипу. Так, водний
дефіцит і вміст хлорофілів в їхніх листках за посухи практично не змінюва-
лись. Iнтенсивність асиміляції СО2 у листках дослідних трансформованих
рослин як за умов посухи, так і в період відновлення була істотно вищою,
ніж у дослідних рослин вихідної лінії. Виявлено, що за однакової продихо-
вої провідності інтенсивність фотосинтезу в листках трансформантів була
вищою, ніж у вихідної лінії. Відповідно, перші мали перевагу над другими
за ефективністю використання води при фотосинтезі як за умов посухи, так
і в період відновлення оптимальної вологості ґрунту. За практично однако-
вих рівнів активності супероксиддисмутази та аскорбатпероксидази хлоро-
пластів у рослин обох досліджених генотипів за стресових умов, у відновний
період в листках трансформантів вона поверталася до контрольного рівня
швидше, ніж у рослин вихідної лінії. Семидобова посуха в критичний для
пшениці період колосіння—цвітіння негативно вплинула на продуктивність
рослин обох генотипів, але внаслідок зазначених вище переваг фотосинте-
тичного апарату листків у рослин трансформантів ступінь цього впливу про-
явився істотно менше, ніж у вихідної лінії. Маса зерна з рослини у перших
була майже на третину вища, ніж у других.
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Нестача вологи є одним із найпоширеніших абіотичних чинників дов-
кілля, який істотно обмежує генетичний потенціал продуктивності
культурних рослин у багатьох регіонах Землі [1]. Особливо актуальна
ця проблема для провідного хлібного злаку — пшениці, оскільки
значні площі вирощування цієї культури знаходяться в зонах ризико-
ваного землеробства, до яких, зокрема, належить і Україна [2]. За ос-
танні 20 років частота посух на території нашої країни зросла майже
вдвічі, що призводить до істотного зниження врожайності пшениці у
посушливі роки.

Гальмування процесів фотосинтезу і порушення репродуктивно-
го розвитку за умов посухи є основними чинниками, що спричиню-
ють втрати зернової продуктивності, які можуть становити від 25 до
70 % залежно від фази розвитку рослин, жорсткості й тривалості дії
стресу [3]. Глобальні зміни клімату, що супроводжуються підвищен-
ням температури і посиленням нерівномірності розподілу опадів як
по регіонах, так і впродовж вегетаційного періоду, збільшують ці ри-
зики [4, 5]. Найвразливішим щодо впливу посухи на продуктивність
пшениці є період колосіння—цвітіння [6]. Посуха в цей час істотно
знижує озерненість рослин, що призводить до значних втрат врожаю
[7]. Посуха в період наливу зерна погіршує його виповненість, що та-
кож негативно позначається на продуктивності [8].

Генетичне поліпшення посухостійкості критично важливе у се-
лекції пшениці. Натепер одним із перспективних напрямів селекції
нових форм сільськогосподарських рослин, зокрема й пшениці, стій-
ких до біотичних та абіотичних стресових чинників довкілля, є вико-
ристання методів генетичної інженерії [9], які уможливлюють підви-
щення ефективності створення нових генотипів, стійких до посухи
[10, 11]. Останнім часом було досягнуто певного прогресу у визна-
ченні основних регуляторів посухостійкості пшениці [12] та різними
методами трансформації створені трансгенні рослини зі зміненою
експресією генів, відповідальних за посухостійкість.

Відомо, що стійкість до посухи, засолення та температурних
стресів — комплексні ознаки [13]. Для підвищення посухостійкості
пшениці досить часто залучаються гени, що контролюють метаболізм
«сумісних» осмотично активних речовин — органічних молекул, здат-
них у значних концентраціях акумулюватися в клітинах рослин за
умов стресу і не чинити токсичної дії на процеси їх росту і дифе-
ренціації. Накопичення цих молекул допомагає рослинам утримува-
ти воду в клітинах і захищає органели від ушкоджень, спричинених
зневодненням, або підтримує тургорний тиск за водного стресу.

L-пролін є одним із найфункціональніших стресових метаболітів
у рослин. Його накопичення — добре відома фізіологічна реакція на
осмотичний стрес, спричинений засоленням, посухою та іншими
абіотичними факторами, при цьому відносний внесок різних біоло-
гічних функцій проліну у розвиток толерантності рослин може змі-
нюватися залежно від стадії адаптаційного процесу, фази онтогенезу,
природи, інтенсивності й тривалості дії стресового чинника. Крім до-
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бре відомої функції як інертного сумісного осмоліту, пролін за дії
стресорів виконує цілу низку інших взаємопов’язаних функцій: мем-
бранопротекторну, шаперонну, антиоксидантну, бере участь у регу-
ляції експресії деяких генів, а також є джерелом енергії, депо азоту
та вуглецю [14—17]. Вважають, що пролін регулює кислотність цито-
золю і підтримує співвідношення НАД/НАДН, сприяє збереженню
фотохімічної активності фотосистеми II в мембранах тилакоїдів і
знижує пероксидне окиснення ліпідів. Додатковий синтез цієї аміно-
кислоти підвищує загальну неспецифічну стійкість рослин до абіо-
тичних стресів, оскільки пролін захищає мембрани, макромолекули і
структурні елементи клітини [18].

Тому одним із найперспективніших підходів до створення посу-
хостійких генотипів пшениці є використання генів, які контролюють
синтез та катаболізм проліну [19]. Неодноразово доведено кореляцію
між вмістом проліну та підвищенням рівня стійкості трансгенних
рослин [20]. Рівень вільного проліну можна збільшити підсиленням
його синтезу або зниженням швидкості деградації. Для цього засто-
совують дві основні стратегії: 1 — додаткове введення копій кДНК,
відповідальних за його синтез (P5CS або ОАТ); 2 — часткову супресію
ендогенних генів катаболізму проліну ProDH, які контролюють пер-
ший етап його гідролізу [19]. Щодо другої стратегії, то практичне
значення для генетичної інженерії має пов’язаний із катаболізмом
проліну ген проліндегідрогенази, оскільки часткове пригнічення йо-
го експресії може підвищувати вміст вільного проліну і як наслідок —
рівень стійкості рослин до абіотичних стресів [19, 21].

Отже, дослідження фізіологічних особливостей генетично транс-
формованих рослин пшениці з підвищеним вмістом проліну, зокре-
ма реакції їх фотосинтетичного апарату на ґрунтову посуху, є акту-
альним з погляду перспективності їх залучення у селекційний процес
для створення посухостійких сортів.

Метою нашої роботи було провести порівняльне дослідження
фізіологічних показників фотосинтетичного апарату трансформова-
них рослин пшениці, що містять дволанцюговий РНК-супресор гена
проліндегідрогенази, та вихідного генотипу як за умов посухи, так і
в період відновлення, а також оцінити ступінь впливу стресора на
продуктивність.

Методика

Матеріалом досліджень був новий перспективний генотип озимої
м’якої пшениці УК 322/17, створений в Iнституті фізіології рослин і
генетики НАН України. Рослини трансформували бінарним векто-
ром pBi2Е, до складу якого входить гетерологічний дволанцюговий
РНК-супресор гена проліндегідрогенази арабідопсису, а також селек-
тивний ген неоміцинфосфотрансферази II (nptII) E. сoli. Agrobacte-
rium-опосередковану трансформацію in planta [22] здійснювали за
умов вегетаційного досліду інокуляцією кастрованих суцвіть з отри-
манням трансформантів Т1, з яких в подальшому одержували насін-
нєве покоління Т3. Iнтеграцію елементів векторної конструкції пере-
віряли ПЛР-методом за наявністю фрагментів екзона та інтрона гена
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ProDH1 арабідопсису та селективного гена неоміцинфосфотрансфе-
рази nptII. Біохімічним аналізом показано, що трансгенні рослини
відрізнялися підвищеним вмістом L-проліну в листках як в нормі,
так і за дії посухи порівняно з рослинами вихідного генотипу [23].

Рослини вихідної лінії УК 322/17 та створені на її основі транс-
форманти покоління Т3 вирощували за природних освітлення і тем-
ператури у вегетаційних посудинах на 10 кг ґрунту, удобреного 10 г
нітроамофоски, по 15 рослин в посудинах. Добрива вносили в одна-
кових кількостях під час наповнення посудин ґрунтом і в середині
фази виходу в трубку (BBCH 34). Посудини розміщували на вегета-
ційному майданчику під накриттям із поліетиленової плівки.

В контрольному варіанті впродовж всієї вегетації, вологість ґрун-
ту підтримували на рівні 70 % повної вологоємності (ПВ). В період
колосіння—цвітіння (BBCH 59—65) припиняли полив рослин дослід-
ного варіанта і знижували упродовж трьох діб вологість ґрунту до
30 % ПВ (перша доба посухи), яку підтримували наступні сім діб.
Опісля поновлювали полив рослин до 70 % ПВ і підтримували таку
вологість ґрунту до кінця вегетації. Вологість ґрунту в посудинах кон-
тролювали гравіметрично двічі на добу.

Параметри водного дефіциту, вмісту хлорофілу, активності анти-
оксидантних ферментів хлоропластів та інтенсивності газообміну
прапорцевих листків контрольних і дослідних рослин вимірювали на
першу добу досягнення вологості ґрунту 30 % ПВ, на сьому добу
посухи та через тиждень після відновлення оптимальної вологості
ґрунту в посудинах з дослідними рослинами.

Iнтенсивність фотосинтезу реєстрували за контрольованих умов
на установці, змонтованій на базі оптико-акустичного інфрачервоно-
го газоаналізатора ГIАМ-5М, увімкненого за диференційною схемою.
Невідокремлені від рослин листки (по 2 паралельно) розміщували
у термостатованій (25 °С) камері розміром 37 см та освітлювали
(1500 мкмоль/(м2 · с) фотосинтетично активної радіації) світлодіод-
ним прожектором TA-11 50W із колірною температурою 5200 К. Iн-
тенсивність транспірації вимірювали портативним газоаналізатором
EGM-5 (США) за різницею вологості повітря на вході та виході із ка-
мери. Розрахунки показників газообміну здійснювали згідно зі стан-
дартними методиками [24].

Водний дефіцит листка визначали за стандартною методикою
[25]. Для визначення маси сухої речовини зразки фіксували за 105 °С
упродовж 30 хв і висушували до постійної маси за 65 °С. Вміст хло-
рофілів (a+b) у листках вимірювали спектрофотометричним методом
після екстракції диметилсульфоксидом [26] і розраховували на масу
сухої речовини.

Активність антиоксидантних ферментів — супероксиддисмутази
(СОД) і аскорбатпероксидази (АПО) — визначали у хлоропластах
прапорцевих листків. Хлоропласти виділяли механічним способом за
температури 0—4 °С. Середню наважку (2 г) прапорцевих листків
пшениці гомогенізували в 7-кратному об’ємі буферного розчину та-
кого складу: 0,33 М сорбітол, 5 мМ MgCl2, 0,1 % БСА, 4 мМ аскор-
бінова кислота та 50 мМ трис-HCl (pH 7,5). Гомогенат фільтрували
крізь 2 шари капронової тканини та центрифугували на центрифузі
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К-24D за 80 g і температури 0—4 °С упродовж 5 хв для осадження
важких часточок. Надосадову рідину зливали в інші попередньо охо-
лоджені центрифужні пробірки та центрифугували за 2000 g 10 хв для
отримання фракції хлоропластів. Осад хлоропластів ресуспендували в
ізотонічному середовищі з 4 мМ аскорбінової кислоти, 50 мМ трис-
HCl (pH 7,5) об’ємом 2 мл і в подальшому використовували для виз-
начення активності СОД та АПО.

Активність СОД визначали спектрофотометрично за допомогою
нітротетразолієвого блакитного за довжини хвилі 560 нм [27]. Актив-
ність АПО вимірювали в ультрафіолетовій області спектра за 290 нм
[28].

Наприкінці вегетації визначали масу сухої речовини надземної
частини та елементи зернової продуктивності рослин.

Повторність досліду становила 5 посудин на варіант, аналітична
повторність визначень — 3-разова, продуктивності — 20-разова. Дані
були статистично оброблені з використанням ANOVA та критерію
вірогідних відмінностей Тьюкі для середніх значень. Результати на
діаграмах і в таблиці виражені як середнє значення та стандартна
похибка (x±SE). Відмінності між варіантами вважали вірогідними за
p < 0,05.

Результати та обговорення

За аналізу результатів визначення динаміки водного дефіциту в лист-
ках рослин пшениці одразу впадає в око, що у підданих посусі дос-
лідних рослин вихідної лінії УК 322/17 цей показник був набагато
більший, ніж в інших варіантах за усіх строків вимірювань (рис. 1).
У контрольних рослин вихідної лінії та її трансформантів водний де-
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Рис. 1. Водний дефіцит у прапорцевих листках рослин озимої пшениці вихідної лінії
УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із дволанцюговим РНК-супресором ге-
на проліндегідрогенази на першу і сьому доби ґрунтової посухи (30 % ПВ) та через
тиждень після відновлення оптимальної вологості ґрунту (70 % ПВ).

Тут і на рис. 2—4, 6—8 різні літери вказують на істотні відмінності між варіантами за p < 0,05
для кожного періоду вимірювання



фіцит майже не відрізнявся і коливався в межах 7—8 %. У перший
день посухи водний дефіцит в дослідних рослин трансформантів був
на рівні контролю, а наприкінці періоду дії стресора цей показник
мав тенденцію до підвищення, хоча й неістотного, порівняно з кон-
тролем. Через тиждень після відновлення оптимальної вологості
ґрунту в посудинах з дослідними рослинами водний дефіцит в лист-
ках трансформантів був вірогідно вищий за контроль, але це відбу-
лося переважно внаслідок деякого зниження даного показника в ос-
танній тиждень порівняно з першим тижнем експерименту (див.
рис. 1). Якщо порівняти водний дефіцит в листках трансформованих
рослин наприкінці посухи і в період відновлення, то різниця між ни-
ми буде неістотною (всього лише 5 %). У дослідних рослин вихідної
лінії УК 322/17 цей показник на першу добу посухи був більший, ніж
у її трансформантів у 2,58 раза, на сьому добу дії стресора — 1,67, в
період відновлення — в 1,84 раза.

Отже, часткова супресія гена проліндегідрогенази сприяла стабі-
лізації водного режиму листків за впливу посухи. Безсумнівно, це від-
булося внаслідок підвищення вмісту в їх тканинах осмотично активної
речовини — проліну. З одного боку, це підвищувало водоутримуваль-
ну здатність листків. З іншого боку, можна припустити, що підви-
щення вмісту проліну в рослинних тканинах, в тому числі й коренях,
посилювало їх водопоглинальну здатність, що також сприяло оптимі-
зації водного режиму всієї рослини за нестачі вологи в ґрунті.

Вміст суми хлорофілів у листках контрольних рослин обох гено-
типів був майже однаковим із деяким зменшенням загального рівня
наприкінці періоду вимірювань (рис. 2). На перший день посухи
з’явилася тенденція до зниження цього показника у дослідних рос-
лин без істотної різниці між генотипами. На сьому добу вміст суми
хлорофілів у листках трансформантів не різнився із контролем, а у
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Рис. 2. Загальний вміст хлорофілів (a+b) у прапорцевих листках рослин озимої
пшениці вихідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із дволанцюго-
вим РНК-супресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби ґрунтової по-
сухи (30 % ПВ) та через тиждень після відновлення оптимальної вологості ґрунту
(70 % ПВ)



рослин вихідної лінії був удвічі менший за інші варіанти. В період
відновлення спостерігалося подібне, лише з деякою відмінністю у
дослідних рослин вихідної лінії, де цей показник дещо підвищився і
був менший за інші варіанти лише на 28 %.

Отже, часткова супресія гена проліндегідрогенази та збільшення
рівня вільного проліну сприяли стабілізації вмісту хлорофілів у лист-
ках за впливу посухи і у відновний період після зняття дії стресора.
Очевидно, цьому сприяли як оптимізація водного режиму рослин,
так і захисна роль проліну як антиоксиданту. Відомо, що за посухи в
рослинних тканинах різко посилюється утворення АФК, що призво-
дить до окиснювального стресу й пошкодження багатьох клітинних
структур, включно з мембранами та хлорофіл-білковими комплекса-
ми хлоропластів [29]. При цьому важливого значення набувають ан-
тиоксидантна та шаперонна властивості проліну, що виразно прояв-
ляється у трансформованих рослин.

Пряма антиоксидантна (антирадикальна) функція для проліну не
є основною, але він має чітко виражені антиоксидантні властивості,
зменшуючи вміст AФК у клітині. Вільний пролін, а також його
кінцеві групи у складі поліпептидів, можуть прямо реагувати з перок-
сидом водню і синглетним киснем, формуючи стабільні вільні ради-
кали — аддукти похідних проліну та гідроксипроліну [16, 30]. Про ан-
тиоксидантні властивості проліну свідчить його здатність усувати
індуковану H2O2 фрагментацію ДНК та попереджати програмовану
загибель клітин внаслідок зменшення вмісту АФК [31]. Антиокси-
дантна дія проліну також пов’язана з його здатністю захищати білко-
во-ліпідні комплекси мембран та опосередковано зменшувати інтен-
сивність пероксидного окиснення ліпідів інактивацією гідроксильних
радикалів та інших АФК [32]. Пролін поряд з такими класичними
антиоксидантами як глутатіон і аскорбінова кислота є одним із ком-
понентів системи клітинної редокс-сигналізації та редокс-регуляції
[33]. Як окрему функцію антиоксидантної дії проліну розглядають
його здатність зв’язувати іони металів зі змінною валентністю і тим
самим обмежувати неферментативні вільнорадикальні процеси [16,
30]. Завдяки своїм властивостям молекулярного шаперону він за-
побігає агрегації білків, попереджає денатурацію та стабілізує анти-
оксидантні ферменти [15, 30].

Вимірювання інтенсивності газообміну прапорцевих листків кон-
трольних і підданих посусі рослин виявили, що на першу добу досяг-
нення вологості ґрунту 30 % ПВ інтенсивність асиміляції СО2 істот-
но зменшилась порівняно з умовами оптимального поливу (рис. 3).
Так, у рослин вихідної лінії цей показник зменшився на 49,3 %, а у
трансформантів — на 32,8 %. Через 7 діб перебування за умов посу-
хи інтенсивність фотосинтезу дослідних рослин помітно підвищила-
ся порівняно з першою добою дії стресора. У рослин вихідної лінії
відставання від контролю в цей період становило 14 %, а у трансфор-
мантів — 6,6 %. Через тиждень після відновлення оптимального по-
ливу дослідних рослин цей показник практично зрівнявся з контро-
лем як у вихідної, так і трансформованої лінії. Проте слід відзначити,
що певною мірою цьому сприяло поступове зменшення інтенсив-
ності фотосинтезу контрольних рослин упродовж дослідженого пе-
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ріоду, яке було особливо помітним у рослин вихідної лінії. Це явище
можна пояснити початком старіння листків з переходом рослин до
репродуктивного розвитку, що супроводжується деградацією білків
фотосинтетичного апарату і реутилізацією азотовмісних сполук до
колоса [34, 35].

Отже, за приблизно однакових початкових показників інтенсив-
ності фотосинтезу контрольних рослин вихідної і трансформованої
лінії, які росли весь час за оптимальної вологості ґрунту, зниження
цього показника у дослідних рослин під впливом посухи в останніх
було меншим, ніж у перших. В результаті інтенсивність асиміляції
СО2 прапорцевими листками дослідних трансформованих рослин як
за умов посухи, так і в період відновлення була істотно вищою, ніж
у дослідних рослин вихідної лінії.

Також заслуговує на увагу той факт, що адаптація фотосинтетич-
ного апарату до посухи (зменшення ступеня інгібування фотосин-
тезу на сьому добу зниженого вологозабезпечення порівняно з пер-
шою) у трансформованих рослин була ефективнішою, ніж у вихідної
лінії. Так, ступінь інгібування асиміляції СО2 в рослин вихідної лінії
зменшився в 3,5 раза, а в трансформованих — майже в 5 разів.
Поліпшену порівняно з вихідною лінією адаптивну здатність фото-
синтетичного апарату після семидобової посухи та формування крос-
толерантності (підвищеної стійкості до високої температури) відзна-
чено нами раніше в трансгенних рослин озимої пшениці зі зниженою
експресією гена проліндегідрогенази лінії УК 065 [36].

Аналогічні закономірності спостерігалися і для продихової про-
відності для СО2 (рис. 4). Так, у дослідних рослин вихідної лінії
зменшення цього показника порівняно з контролем на першу добу
посухи становило 58 %, на сьому добу посухи — 18,9 %, через тиж-
день після відновлення оптимальної вологості ґрунту — 7,5 %. У
трансформованих рослин таке зниження становило, відповідно,
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Рис. 3. Iнтенсивність фотосинтезу прапорцевих листків рослин озимої пшениці
вихідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із дволанцюговим РНК-
супресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби ґрунтової посухи (30 %
ПВ) та через тиждень після відновлення оптимальної вологості ґрунту (70 % ПВ)



42,4 %, 10,3 і 0,2 %. Слід зазначити, що хоча дослідні рослини в
період відновлення повністю не зрівнялися з контролем (як це спо-
стерігалось для фотосинтезу), однак різниця між ними була статис-
тично невірогідною.

Отже, як і у випадку інтенсивності фотосинтезу, трансформовані
рослини пшениці з дволанцюговим РНК-супресором гена пролінде-
гідрогенази характеризувалися меншим падінням продихової провід-
ності щодо контролю за умов посухи порівняно з рослинами вихідної
лінії. Тобто, підвищений вміст проліну, який передбачається внаслі-
док інгібування його катаболізму [19], сприяв підвищенню стійкості
фотосинтетичного апарату до впливу посухи. Очевидно, що ком-
плексна дія проліну як осмотично активної речовини, так і анти-
оксиданту, відіграє позитивну роль у підтриманні функціонування
структурних і ферментних систем клітин мезофілу загалом, та їх хло-
ропластів зокрема, за умов недостатнього вологозабезпечення.

Відомо, що головна функція продихів полягає в оптимізації ба-
лансу між надходженням СО2 всередину листка та витоком водяної
пари назовні, тобто, з одного боку — в підтриманні концентрації СО2
у міжклітинниках листка, необхідної для нормального перебігу фото-
синтезу, а з іншого — в обмеженні непродуктивних втрат води рос-
линою. Тому продихова провідність (gs) є одним із ключових пара-
метрів при дослідженні особливостей фотосинтетичного газообміну
листків залежно від зовнішніх і внутрішніх чинників [24].

Останнім часом серед дослідників дискутується думка, що у зни-
женні інтенсивності асиміляції СО2 за стресових умов закриття про-
дихів є вторинним ефектом відносно зменшення активності власне
фотосинтетичного апарату хлоропластів [37]. Внаслідок цього галь-
мується швидкість поглинання вуглекислого газу клітинами мезофілу
із міжклітинних порожнин всередині листка, що спричинює підви-
щення його концентрації. Можливо, що на початку посухи, коли в
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Рис. 4. Продихова провідність (g
s
) прапорцевих листків рослин озимої пшениці ви-

хідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із дволанцюговим РНК-су-
пресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби ґрунтової посухи (30 % ПВ)
та через тиждень після відновлення оптимальної вологості ґрунту (70 % ПВ)



рослин спостерігається різке збільшення вмісту в тканинах головно-
го стресового гормону — абсцизової кислоти (АБК), яка серед іншо-
го індукує закриття продихів [38], переважною причиною зниження
інтенсивності фотосинтезу, дійсно, є обмеження надходження СО2
всередину листка. Проте з часом відбувається адаптація фотосинте-
тичних процесів до стресових умов, інтенсивність асиміляції вугле-
кислоти підвищується порівняно з початком дії стресора, на що
продихи реагують збільшенням апертури, навіть незважаючи на під-
вищений вміст АБК.

Це підтверджується нашими даними щодо продихової провід-
ності листків контрольних і дослідних рослин (див. рис. 4). Видно,
що наприкінці періоду посухи у дослідних рослин як вихідного типу,
так і трансформованих, вона була значно вищою, ніж на її початку.
Водночас, у трансформованих рослин цей показник на першу добу
посухи був більш як у півтора раза вищий, ніж у рослин вихідної
лінії. На сьому добу посухи ця різниця становила лише 16 %. Через
тиждень після відновлення оптимального поливу провідність про-
дихів дослідних трансформованих рослин зрівнялась з контрольни-
ми, а у рослин вихідної лінії дещо відставала, хоча і неістотно. Заува-
жимо, що у стійкіших до стресових впливів трансформованих рослин
на початку дії посухи зниження провідності продихів щодо контро-
лю було значно меншим, ніж у рослин вихідної лінії. Це ще раз
свідчить на користь гіпотези, що продихи скоріше підлаштовуються
під потребу фотосинтетичного апарату у СО2, ніж мінімізують його
функціонування. Хоча останній момент також треба враховувати,
особливо на початку дії стресора.

Про узгодженість функціонування власне фотосинтетичного і
продихового апаратів свідчить досить тісна позитивна кореляція між
продиховою провідністю та інтенсивністю фотосинтезу, виявлена у
нашому досліді (рис. 5). Для всіх контрольних і дослідних варіантів
рослин обох генотипів та строків вимірювання вона становила
r = 0,80. Крім того, ми побудували окремі залежності для рослин ви-
хідної лінії та її трансформантів. Виявилося, що лінії трендів, які їх
апроксимують, проходять по різні боки загальної залежності, а саме:
для вихідної лінії нижче, а для трансформантів — вище. Коефіцієнти
кореляції становили, відповідно, r = 0,85 і r = 0,72.

Iз цього випливає той факт, що за однакової продихової провід-
ності інтенсивність фотосинтезу листків трансформованих рослин
була вищою, ніж у вихідної лінії як за стресових, так і нормальних
умов. В першому випадку, очевидно, це зумовлено обговореною ви-
ще захисною роллю проліну. Стосовно другого можна припустити,
що шаперонні та антиоксидантні властивості проліну мають певне
значення і за нормальних умов, оскільки нормальне функціонування
фотосинтетичного апарату в клітинах мезофілу весь час супроводжу-
ється утворенням активних форм кисню і фотопошкодженням білків
світлозбиральних комплексів, особливо на яскравому освітленні.

Генотипна різниця у співвідношенні продихової провідності та
інтенсивності фотосинтезу листків рослин вихідної лінії та її транс-
формантів відбилася і на такому важливому фізіологічному показни-
ку як ефективність використання води (ЕВВ) при фотосинтезі. На
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ЕВВ впливають багато чинників, як-от фенотип, генотип і середови-
ще, і дослідження цього параметра особливо актуальне за умов ариди-
зації клімату [39]. ЕВВ може бути визначена як відношення кількості
утвореної біомаси чи врожайності до кількості води, випаруваної рос-
линами протягом вегетаційного сезону, або, з погляду перебігу фото-
синтезу на рівні листка, як відношення інтенсивності фотосинтезу до
транспірації, тобто кількості асимільованого СО2 на одиницю випа-
руваної води. Цей параметр називають миттєвою ЕВВ, яка відобра-
жає взаємодію продихової та внутрішньоклітинної (метаболічної)
регуляції фотосинтезу. Власне показник ефективності використання
води під час фотосинтезу характеризує стійкість фотосинтетичного
апарату на клітинному рівні та його адаптаційну здатність [40].

Ми розрахували показник ЕВВ прапорцевих листків контроль-
них і дослідних рослин вихідної лінії та трансформантів (рис. 6). Ви-
явилось, що у рослин обох генотипів різниця між контрольним і до-
слідним варіантами була неістотною. Водночас спостерігались певні
генотипні відмінності за цим показником. Так, якщо на першу добу
посухи у трансформованих рослин проявлялася лише тенденція до пе-
ревищення за ЕВВ над вихідною лінією, то на сьому добу посухи це
перевищення стало помітнішим. Особливо чітко перевага трансфор-
мантів над вихідною лінією за ЕВВ проявилася в період відновлення,
коли перші перевищили за цим показником останніх на 31 %.

Ця перевага була забезпечена головно за рахунок підтримання
вищої інтенсивності фотосинтезу в листках трансформованих рослин
як в період дії стресора, так і після її припинення стосовно як до-
слідних, так і контрольних рослин. Тобто в останніх ЕВВ збереглася
на високому рівні завдяки зазначеному вище повільнішому старінню
фотосинтетичного апарату в період репродуктивного розвитку порів-
няно з рослинами вихідної лінії. Можна припустити, що цьому спри-
яли антиоксидантні властивості проліну, оскільки відомо, що проце-
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Рис. 5. Взаємозв’язок між продиховою провідністю (gs) та інтенсивністю фотосинтезу
прапорцевих листків рослин озимої пшениці вихідної лінії УК 322/17 та її трансфор-
мантів УК 322/17 Т3 із дволанцюговим РНК-супресором гена проліндегідрогенази



си старіння провокуються і супроводжуються утворенням підвище-
них кількостей активних форм кисню [41, 42].

Слід зазначити, що отримані значення ЕВВ були миттєвими,
тобто не відображають її динаміку впродовж життєвого циклу куль-
тури. ЕВВ дуже мінлива протягом дня та періоду вегетації залежно
від генотипних особливостей [43]. Однак у наших дослідах газообмін
листків вимірювали у контрольованих світло-температурних умовах,
а зміни інтенсивності фотосинтезу та транспірації були отримані вна-
слідок варіювання лише умов водного режиму. Тому зазначені гено-
типні особливості можна вважати цілком репрезентативними.

Відомо, що за високої концентрації ендогенний пролін може дія-
ти також як регуляторна/сигнальна молекула, здатна змінювати рівні
транскриптів генів, пов’язаних зі стресом, зокрема антиоксидантних
ферментів [44]. Показано, що екзогенна обробка проліном підви-
щувала активність антиоксидантних ферментів, зокрема СОД, АПО,
каталази та пероксидази за дії іонного та окиснювального стресів у
деяких видів рослин [15, 17]. Водночас пролін може діяти і як нега-
тивний регулятор експресії генів антиоксидантних ферментів, оскіль-
ки зменшення його кількості також призводило до активації їхньої
експресії в рослин арабідопсису [45].

Тому, при обговоренні антиоксидантного захисту фотосинтетич-
ного апарату трансформованих рослин за стресових умов, не можна
оминути питання про динаміку активності головних антиоксидант-
них ферментів хлоропластів — СОД і АПО. Виявлено, що активність
СОД хлоропластів прапорцевих листків контрольних рослин обох
генотипів істотно не різнилася (рис. 7). На першу добу посухи цей
показник виявив лише тенденцію до підвищення, але різниця з кон-
трольними рослинами була неістотною. На сьому добу посухи спос-
терігалося значне підвищення активності СОД хлоропластів дослідних
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Рис. 6. Ефективність використання води (ЕВВ) за фотосинтезу прапорцевих листків
рослин озимої пшениці вихідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із
дволанцюговим РНК-супресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби
ґрунтової посухи (30 % ПВ) та через тиждень після відновлення оптимальної воло-
гості ґрунту (70 % ПВ)



рослин порівняно з контрольними без істотної генотипної різниці.
Через тиждень після відновлення оптимальної вологості ґрунту в по-
судинах з дослідними рослинами цей показник у трансформантів
знизився практично до контрольних значень. У рослин вихідної лінії
він також зменшився порівняно із сьомою добою посухи, але все ж
таки істотно перевищував контроль.

Динаміка активності АПО хлоропластів загалом була подібна до
такої СОД (рис. 8). Це пояснюється тим, що дані ферменти працю-
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Рис. 7. Активність супероксиддисмутази (СОД) у хлоропластах прапорцевих листків
рослин озимої пшениці вихідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із
дволанцюговим РНК-супресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби
ґрунтової посухи (30 % ПВ) та через тиждень після відновлення оптимальної воло-
гості ґрунту (70 % ПВ)

Рис. 8. Активність аскорбатпероксидази (АПО) у хлоропластах прапорцевих листків
рослин озимої пшениці вихідної лінії УК 322/17 та її трансформантів УК 322/17 Т3 із
дволанцюговим РНК-супресором гена проліндегідрогенази на першу і сьому доби
ґрунтової посухи (30 % ПВ) та через тиждень після відновлення оптимальної воло-
гості ґрунту (70 % ПВ) (АК — аскорбінова кислота)



ють у зв’язці. Відомо, що при функціонуванні електронтранспортно-
го ланцюга хлоропластів частина електронів може переноситися на
молекулярний кисень з утворенням супероксидного аніон-радикалу
[42]. Останній є дуже небезпечною АФК, детоксикація якої здійсню-
ється СОД. Внаслідок реакції, що каталізується цим ферментом, ут-
ворюється Н2О2, який відновлюється АПО до води.

Різниця між контрольними рослинами обох генотипів за актив-
ністю АПО була неістотною впродовж періоду спостережень. На пер-
шу добу посухи спостерігалося деяке підвищення активності АПО
порівняно з контрольними рослинами. На сьому добу дії стресора
різниця з контролем збільшилася, при цьому дослідні рослини транс-
формантів виявили тенденцію до перевищення цього показника у
рослин вихідної лінії. Нарешті, в період відновлення активність АПО
хлоропластів листків трансформантів знизилася практично до кон-
трольного рівня, а дослідних рослин вихідної лінії істотно його пере-
вищувала (див. рис. 8).

Загалом підвищення активності антиоксидантних ферментів за
стресових умов є нормальною реакцією, оскільки посилюється утво-
рення АФК, які необхідно елімінувати [46]. Звертає на себе увагу те,
що за практично однакових рівнів активності антиоксидантних фер-
ментів у рослин досліджених генотипів за умов посухи, у відновний
період в листках трансформантів вона поверталася до контрольного
рівня швидше, ніж у рослин вихідної лінії. З цього окреслюється
принаймні два висновки. По-перше, підвищення вмісту проліну в
рослинах трансформантів не конфліктувало з роботою інших захис-
них механізмів за стресових умов, а по-друге, воно сприяло кращій
гомеостатичній регуляції антиоксидантних систем після припинення
дії стресора. Можна припустити, що антиоксидантна і шаперонна дія
підвищеного порівняно зі звичайним рівня проліну впродовж посухи
прискорювала нормалізацію активності антиоксидантних ферментів
до рівня, характерного для контрольних рослин, після її припинен-
ня. У рослин вихідної лінії посуха спричинила серйозніші мета-
болічні й структурні пошкодження (про що непрямо свідчить істот-
но нижча інтенсивність асиміляції СО2 (див. рис. 3)), для репарації
яких необхідно було підтримувати підвищену активність антиокси-
дантних ферментів і у відновний період.

Отже, за всіма дослідженими фізіологічними показниками, які
характеризують ступінь посухотолерантності рослин пшениці, транс-
форманти лінії УК 322/17 із дволанцюговим РНК-супресором гена
проліндегідрогенази показали кращі результати, ніж вихідний генотип.
Семидобова посуха в критичний для пшениці період колосіння—
цвітіння негативно вплинула на продуктивність рослин, але цілком
логічно, що ступінь цього впливу у трансформантів виявився істотно
меншим, ніж у вихідної лінії (таблиця). Особливо наочно це демон-
струють розрахунки відносного зниження показників дослідних рос-
лин порівняно з контрольними.

Загалом контрольні рослини УК 322/17 Т3 проявляли тенденцію
до перевищення вихідної лінії за більшістю показників продуктив-
ності, хоча воно було неістотним. Проте ця тенденція привертає ува-
гу, оскільки у нашому вегетаційному досліді були контрольовані тіль-
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ки мінеральне живлення і вологість
ґрунту, а такі важливі чинники про-
дукційного процесу як освітленість,
вологість повітря і, особливо, темпе-
ратура були природними, і не завж-
ди оптимальними. Можна припусти-
ти, що краща стресотолерантність
трансформованих рослин сприяла
прояву зазначеної тенденції і в кон-
тролі.

Як зазначалось, всі показники
продуктивності дослідних рослин
були меншими за контроль, окрім
маси 1000 зерен. Це пояснюється
різким зменшенням їх кількості за
впливу посухи, не в останню чергу
внаслідок зниження продуктивної
кущистості (див. таблицю). Тому в
період наливання зерна, коли посу-
хи вже не було, а фотосинтетичний
апарат відновив свою потужність,
зменшення кількості зерен на рос-
лині сприяло їх кращому забезпе-
ченню асимілятами, а отже — і
збільшенню маси окремих зернин. В
кінцевому підсумку, маса зерна з
трансформованих рослин, підданих
семидобовій посусі в період ко-
лосіння—цвітіння, була на 29 % ви-
щою, ніж у дослідних рослин ви-
хідної лінії.

Таким чином, встановлено, що
посуха істотно впливає на фізіоло-
гічні показники прапорцевих лист-
ків пшениці: в них посилюється
водний дефіцит, зменшується вміст
хлорофілів, знижується інтенсив-
ність асиміляції СО2 та продихова
провідність, підвищується актив-
ність антиоксидантних ферментів
хлоропластів. Водночас дослідні рос-
лини трансформантів із дволанцюго-
вим РНК-супресором гена пролінде-
гідрогенази демонстрували кращі
відповіді на дію та післядію стресора
за всіма дослідженими показниками.
Так, водний дефіцит і вміст хлоро-
філів в їхніх листках за посухи прак-
тично не змінювались. За майже од-
накових показників інтенсивності
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фотосинтезу контрольних рослин вихідної і трансформованої лінії,
які росли весь час за оптимальної вологості ґрунту, зниження цього
показника під впливом посухи було в останніх меншим, ніж у пер-
ших. В результаті інтенсивність асиміляції СО2 прапорцевими лист-
ками дослідних трансформованих рослин як за умов посухи, так і в
період відновлення була істотно вищою, ніж у дослідних рослин
вихідної лінії.

У трансформованих рослин на початку дії посухи зниження
провідності продихів щодо контролю було значно меншим, ніж у
рослин вихідної лінії. При цьому за однакової продихової провідності
інтенсивність фотосинтезу в листках трансформантів була вищою,
ніж у вихідної лінії. Відповідно, перші мали перевагу над другими за
ефективністю використання води при фотосинтезі як за умов посу-
хи, так і в період відновлення оптимальної вологості ґрунту.

За практично однакових рівнів активності антиоксидантних фер-
ментів хлоропластів (СОД і АПО) у рослин обох досліджених гено-
типів за стресових умов, у відновний період в листках трансформан-
тів вона поверталася до контрольного рівня швидше, ніж у рослин
вихідної лінії. Отже, підвищення вмісту проліну в рослинах транс-
формантів сприяло кращій гомеостатичній регуляції антиоксидант-
них систем після припинення дії стресора. Очевидно, комплексна дія
проліну як осмотично активної речовини, так і антиоксиданту, віді-
грає позитивну роль у підтриманні функціонування структурних і
ферментних систем клітин мезофілу загалом, та їх хлоропластів зок-
рема, за умов недостатнього вологозабезпечення.

Семидобова посуха в критичний для пшениці період колосіння—
цвітіння негативно вплинула на продуктивність рослин обох гено-
типів, але внаслідок зазначених вище переваг фотосинтетичного
апарату листків у рослин трансформантів ступінь цього впливу про-
явився істотно менше, ніж у вихідної лінії. Маса зерна з рослини у
перших була майже на третину вища, ніж у других.
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EFFECT OF DROUGHT ON THE LEAF PHOTOASSIMILATION ACTIVITY AND
PRODUCTIVITY OF GENETICALLY MODIFIED WHEAT PLANTS WITH
PARTIAL SUPPRESSION OF THE PROLINE DEHYDROGENASE GENE

D.A. Kiriziy, O.O. Stasik, O.V. Dubrovna, O.G. Sokolovska-Sergiienko, A.S. Holoboroda

Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine
e-mail: o_stasik@yahoo.com

Under the conditions of a pot experiment, the effects of drought on water deficit, chloro-
phyll content, chloroplast antioxidant enzymes activity, CO2 assimilation, and stomatal con-
ductance in flag leaves, as well as the grain yield of transgenic plants of the winter bread
wheat line UK 322/17 (T3), containing a double-stranded RNA suppressor of the proline
dehydrogenase gene, were studied comparring with the original genotype. Drought was
imposed on plants of both genotypes by reducing soil moisture to a level of 30 % FC, which
was maintained for seven days during the earing—flowering period, and then returned to the
control level. Soil moisture for the control plants was maintained at an optimal level of 60—
70 % FC. Physiological and biochemical indices were measured on the first day of soil mois-
ture reduction to 30 % FC, on the seventh day at this moisture level, and one week after
the restoration of the optimal moisture level. It was found that the drought-treated trans-
genic plants exhibited better responses to the stressor and its after-effect across all the stu-
died indices compared to the plants of the original genotype. Specifically, the water deficit
and chlorophyll content in the leaves of the transgenic plants during drought hardly changed.
The net CO2 assimilation rate in the flag leaves of the treated transgenic plants both under
drought conditions and during the recovery period was significantly higher than in the treat-
ed plants of original line. It was found that with the same stomatal conductivity, the photo-
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synthetic rate in the leaves of the transformants was higher than in the original line plants.
Accordingly, the former had an advantage over the latter in the water use efficiency at pho-
tosynthesis both under drought conditions and during the period after optimal soil moisture
restoration. Although the levels of chloroplast superoxide dismutase and ascorbate peroxidase
activities were similar in both genotypes under stress conditions, during the restoration peri-
od, the activities in the transgenic plants returned to control levels faster than in the origi-
nal line plants. A seven-day drought during the critical for wheat earing-flowering period
negatively affected the plant productivity of both genotypes, but due to the above-mentioned
advantages of the photosynthetic apparatus in the transgenic plants, the degree of this effect
for them was significantly less than in the original line. The weight of grain per plant in the
transgenic plants was almost one-third higher than in the original line.

Key words: Triticum aestivum L., drought, transgenic plants, proline, photosynthesis, pro-
ductivity.
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