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Мета. Провести фізіолого-біохімічний аналіз 

генетично-модифікованих рослин м’якої пше-

ниці насіннєвого покоління Т2 з гетерологічним 

геном орнітин-Δ-амінотрансферази. Методи. 

Біохімічне визначення вмісту вільного L-

проліну та активності ферменту орнітин-Δ-

амінотрансферази; фізіологічна перевірка росту 

рослин в умовах in vitro та in vivo. Результати. 

Показано, що трансгенні рослини не відрізняли-

ся від контрольних за оптимальних умов виро-

щування, проте в умовах осмотичного стресу 

характеризуються швидшим характером росту 

порівняно з контрольними генотипами. Виявле-

но, що рослини Т2 відрізнялися підвищеною ак-

тивністю ферменту орнітин-Δ-амінотрансфе-

рази, що проявляється при зміні умов норма-

стрес-норма. Встановлено, що введення генети-

чної конструкції, яка підвищує експресію гена 

oat, не призводить до суттєвої зміни рівня віль-

ного L-проліну в листках рослин ні в нормі, ні 

за осмотичного стресу. Висновки. Зміни в мета-

болізмі трансгенних рослин дозволяють їм кра-

ще пристосовуватися до умов осмотичного 

стресу. Вони мають кращу адаптаційну пласти-

чність, оскільки врожайність більшості транс-

формованих ліній була значно вищою порівняно 

з нетрансформованими рослинами, які знаходи-

лись в умовах дефіциту ґрунтової вологи. 

Ключові слова: Triticum aestivum L., Agro-

bacterium-опосередкована трансформація, ген 

орнітин-Δ-амінотрансферази, рослини Т2, фізіо-

лого-біохімічний аналіз. 

 

Зростаючі загрози глобальних змін клімату та 

збільшення частоти екстремальних погодних 

явищ вимагають розробки нових стратегій в 

адаптації рослин до стресів та застосування для 

свого вирішення нових ефективних підходів. На 

даний час одним із таких перспективних напря-

мів, які дають можливість підвищити ефектив-

ність створення нових форм культурних рослин, 

стійких до абіотичних стресових чинників, є 

використання методів біотехнології, і зокрема, 

генетичної інженерії [1–3]. Введення в геном 

реципієнта невеликого числа гетерологічних 

генів є швидким підходом до поліпшення толера-

нтності рослин [4]. Сьогоднішні інженерні стратегії 

полягають у передачі одного або декількох генів, які 

кодують або біохімічні шляхи, або кінцеві точки 

сигнальних шляхів [5]. Ці генні продукти забез-

печують певний захист проти екологічних стре-

сів або безпосередньо, або опосередковано. Біо-

технологічні підходи дозволяють отримувати 

рослини пшениці з поліпшеною толерантністю 

до стресів на основі вже наявних, цінних з точки 

зору сільськогосподарських характеристик, ге-

нотипів [6–8]. Вивчення біохімічних і фізіологі-

чних особливостей створених рослин має фун-

даментальний і практичний інтерес, оскільки 

може дати відповідь на питання їх адаптивної 

пластичності за стресових умов. 

Введення екзогенного гена орнітин-Δ-

амінотрансферази в геном пшениці є одним з 

перспективних методів створення стійких до 

несприятливих умов рослин. Цей ген кодує фе-

рмент (ОАТ, КФ 2.6.1.13), який каталізує пере-

несення дельта-аміногрупи орнітину на альфа-

кетоглутарат з утворенням пірролін-5-

карбоксилату (П5К) та глутамату [9]. Потенцій-

но, орнітин-Δ-амінотрансфераза може бути ва-

жливим регулятором клітинного метаболізму, 

оскільки реакція, що каталізується цим фермен-

том, пов’язує кілька біохімічних систем: цикл 

сечовини, цикл накопичення і деградації пролі-

ну та шлях біосинтезу поліамінів. Встановлено, 

що надекспресія гена орнітин-Δ-

амінотрансферази підвищувала рівень стійкості 

рослин рису і тютюну до водного дефіциту та 

засолення [10–12]. 

Нами шляхом Agrobacterium-опосеред-

кованої трансформації в культурі in vitro отри-

мано трансгенні рослини м’якої пшениці сорту 

Зимоярка, які несуть цільовий ген орнітин-Δ-

амінотрансферази [13]. З цих рослин  шляхом 
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самозапилення отримано рослини насіннєвого 

покоління Т2, трансгенна природа яких була пі-

дтверджена за допомогою ПЛР з праймерами, 

специфічними до генів oat та nptII. У зв’язку з 

цим, метою нашої роботи був фізіолого-

біохімічний аналіз створених генотипів насіннє-

вого покоління Т2. 

 

Матеріали і методи 

Толерантність до дефіциту води в асепти-

чних умовах аналізували на безгормональному 

агаризованому середовищі MС з додаванням 

селективного агенту – маніту, що знижує зовні-

шній водний потенціал. Рослини з асептичної 

культури адаптували у ґрунт у квітні в умовах 

вегетаційного досліду. Вирощування проводи-

лось у вегетаційних посудинах об’ємом 10 л, 

наповнених ґрунтом. Ґрунт для вирощування 

брали однорідний, попередньо вимішували, 

просіювали крізь сита з отвором 3 мм. Всі посу-

дини наповнювали однаковим об’ємом ґрунту. 

Для імітації посухи рослини на стадії 

виходу в трубку переводили на обмежений по-

лив. Протягом трьох тижнів вологість ґрунту 

підтримувалася на рівні: 60% – перший тиж-

день, 50% – другий, 40% – третій від повного 

вологонасичення. Аналізували ріст рослин в 

умовах водного дефіциту та структурні показ-

ники урожайності. У фазі повної стиглості зерна 

проводили аналіз елементів структури урожаю. 

При цьому враховували висоту рослини (ВР), 

довжину головного колоса (ДГК), кількість зе-

рен з головного колоса (КЗГК), кількість зерен з 

рослини (КЗР), масу зерна з головного колоса 

(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 з модифікаціями [14]. Актив-

ність орнітин-Δ-амінотрансферази аналізували 

згідно Vogel та Kopac [15]. 

 

Результати та обговорення 

Оскільки генетична трансформація пше-

ниці з використанням гена oat може призводити 

до підвищення рівня стійкості трансгенних рос-

лин до водного дефіциту [16], то для підтвер-

дження активності цільового гена зрілі зародки 

з насіння рослин Т2 висаджували на селективне 

середовище з 0,8 М маніту для визначення рівня 

їх толерантності до водного дефіциту (рис. 1). 

Показано, що трансгенні рослини ростуть на 

селективному середовищі з манітом швидше, 

зберігаючи яскраво-зелене забарвлення на від-

міну від контрольних, які значно відставали в 

рості, мали блідо-зелене забарвлення і згодом 

гинули.  

 

 
Рис. 1. Фенотиповий прояв ознак стійкості до 

стресових чинників у трансгенних рослин Т2 пшени-

ці: ріст нетрансгенних (а) контрольних (сорт Зимоя-

рка) та трансгенних (б) рослин (лінія Зимоярка-

154/6) на селективному середовищі з 0,8 М маніту. 

 

В умовах in vivo також спостерігалась під-

вищена стійкість рослин Т2 до водного дефіциту 

(рис. 2). 

Для того щоб безпосередньо оцінити, 

якою мірою введена конструкція підвищує екс-

пресію гена oat, було проведено дослідження 

активності фермента орнітинамінотрансферази 

в листках трансформантів покоління Т2 і у конт-

рольних рослин сорту Зимоярка. Насіння було 

висіяно у 4 вегетаційні посудини об’ємом 10 л, 

наповнені ґрунтосумішшю. Рослини з 2 посудин 

(контроль і трансгенні форми) знаходилися в 

умовах нормального поливу. 

Рослини з 2 інших (контроль і трансгенні 

форми) для імітації посухи переводили на об-

межений полив. Протягом 10 діб вологість 

ґрунту підтримувалася на рівні 40 % від повного 

вологонасичення. Активність фермента вимірю-

вали на 10 добу посухи. Після посухи, для 

включення механізмів відновлення після стресу, 

рослини рясно поливали і через добу вимірюва-

ли активність фермента. 

У нормальних умовах активність OAT у 

контрольних рослин відносно невисока 

(0,47±0,07 нмоль П5К/хв.*мгр білка), а у транс-

генних форм приблизно у 1,5 рази більша 

(0,71±0,07 нмоль П5К/хв.*мгр білка). 
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Рис. 2. Стійкість рослин до умов модельованої посухи: А – контрольні рослини за умов нестачі вологи; Б 

– трансгенні генотипи. 

 

Тобто трансгенні рослини в нормальних 

умовах демонструють збільшення рівня актив-

ності ОАТ порівняно з контролем, що очевидно 

обумовлено експресією чужорідного гена. У 

стресових умовах активність ферменту і в конт-

рольних (1,03±0,1 нмоль П5К/хв.*мгр білка), і в 

трансгенних рослин (1,6±0,2 нмоль П5К/хв.*мг 

білка) підвищується приблизно у 2 рази. Проте, 

коли стресові фактори перестають діяти (в умо-

вах після зняття осмотичного стресу), спостері-

гається значне зменшення активності OAT, як у 

контрольних (0,57±0,07 нмоль П5К/хв.*мгр біл-

ка), так і в трансгенних генотипів (1,1±0,1 нмоль 

П5К/хв.*мгр білка), проте останні характеризу-

ються вдвічі більшою активністю фермента. Та-

ким чином, трансформанти характеризуються 

підвищеною активністю фермента орнітин-Δ-

амінотрансферази, що проявляється при зміні 

умов норма-стрес-норма. 

Рослини насіннєвого покоління Т2 харак-

теризуються рівнем вільного L-проліну в лист-

ках, практично таким же як і в контролі за умов 

нормального поливу, так і в штучно створених 

умовах водного дефіциту (рис. 3). При цьому, за 

своїм абсолютним значенням, вміст L-проліну 

як в нормі, так і при стресі не відрізнявся від 

контролю. Тобто наявність трансгенів суттєво 

не впливає на накопичення L-проліну при осмо-

тичному стресі – і в контрольних, і в трансген-

них рослин спостерігається майже однакове пі-

двищення рівня цієї амінокислоти. Таким чи-

ном, введення генетичної конструкції, що змі-

нює експресію гена oat, не призводить до суттє-

вої зміни рівня вільного L-проліну в листках 

рослин ні в нормі, ні за осмотичного стресу. 

Більша стійкість до водного дефіциту ро-

слин Т2 у порівнянні з вихідними рослинами 

знайшла відображення в характері їх росту. При 

нормальному поливі середня висота рослин ви-

хідного сорту і трансформантів була однаковою 

і становила в середньому 66 см. В умовах вод-

ного стресу на стадії виходу в трубку середня 

висота вихідних рослин становила приблизно 

45 см, а стійкі рослини мали середню висоту 

55–60 см (рис. 4). 

 

 
Рис. 3. Вміст вільного L-проліну у рослин по-

коління Т2. 

 

 
Рис. 4. Ріст рослин трансгенних і нетрансген-

них форм. А – контрольні рослини; Б – трансгенні 

генотипи. 

 

Відповідно до отриманих даних нами ви-

явлено певні відмінності за показниками ВР, 
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КЗГК, КЗР, МЗГК, МЗР та МТЗ між трансген-

ними рослинами  та позитивним контролем – 

рослинами вихідного сорту, які вирощувалися 

за дії водного дефіциту (табл.). Висота рослин 

лінії 129 становила близько 40 см. Ця лінія ви-

явилась найменш стійкою до посухи. Показники 

врожайності цієї лінії були подібними до анало-

гічних показників нетрансформованих рослин 

за дії стресу. Імовірно, це пов’язано із сайленсі-

нгом екзогенних генів. 

Трансгенні рослини ліній Зимоярка-114, 

154, 169, які знаходились під дією осмотичного 

стресу за показниками врожайності дещо пос-

тупались контрольним, вирощеним за оптима-

льних умов. Проте врожайність більшості тран-

сформованих ліній була значно вищою, в порів-

нянні з нетрансформованими рослинами, які 

знаходились в умовах дефіциту ґрунтової воло-

ги. 

 

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

дефіциту 

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±4,4 187,20±8,1 1,3±0,1 2,2±0,3 28,9±0,2 

Контроль (+) 49,2±6,0* 6,6±1,2* 30,7±4,1* 70,8±5,6* 0,8±0,1* 1,2±0,2* 18,4±1,2* 

Зимоярка-114 84,6±3,2* 9,7±0,9 43,8±5,5* 138,8±9,9* 1,2±0,1* 2,4±0,3* 27,0±0,6* 

Зимоярка-129 42,0±5,6 6,2±0,2 29,2±6,6 79,4±8,7 0,7±0,1 1,2±0,3 17,5±0,5 

Зимоярка-154 85,2±5,2* 9,7±0,9* 41,2±5,4* 142±12,0* 1,1±0,1* 2,3±0,3* 26,9±0,4* 

Зимоярка-169 86,8±4,0* 9,3±0,7* 39,6±4,7 141,6±10,2* 1,1±0,1* 2,4±0,3* 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 (-) – не трансформовані рослини сорту Зимоярка вирощені без осмотично-

го стресу, Контроль (+) не трансформовані рослини сорту Зимоярка вирощені в умовах осмотичного стресу; * – 

різниця між контролем та дослідом достовірна при р≤0,05. 

 

Таким чином, проведений фізіолого-

біохімічний аналіз генетично-модифікованих 

рослин м’якої пшениці насіннєвого покоління 

Т2 з гетерологічним геном орнітин-Δ-аміно-

трансферази. Показано, що трансгенні рослини 

не відрізнялися від контрольних за оптимальних 

умов вирощування, проте в умовах осмотичного 

стресу вони характеризуються швидшим харак-

тером росту порівняно з контрольними геноти-

пами. Виявлено, що рослини Т2 відрізнялися 

підвищеною активністю ферменту орнітин-Δ-

амінотрансферази, що проявляється при зміні 

умов норма-стрес-норма. Встановлено, що вве-

дення генетичної конструкції, яка підвищує 

експресію гена oat, не призводить до суттєвої 

зміни рівня вільного L-проліну в листках рос-

лин як у нормі, так і за осмотичного стресу. 

 

Висновки 

Генетично-модифіковані рослини м’якої 

пшениці насіннєвого покоління Т2 з гетерологі-

чним геном орнітин-Δ-амінотрансферази більш 

пристосовані до умов осмотичного стресу. Вони 

мають кращу адаптаційну пластичність, оскіль-

ки врожайність більшості трансформованих лі-

ній була значно вищою, в порівнянні з нетранс-

формованими рослинами, які знаходились в 

умовах дефіциту ґрунтової вологи. 
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 HETEROLOGOUS ORNITHINE-Δ-AMINOTRANSFERASE GENE 

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

tion T2 with the heterologous ornithine-Δ-aminotransferase gene. Methods. Biochemical determination of free L-proline 

content and ornithine-Δ-aminotransferase enzyme activity; physiological examination of plant growth in in vitro and in 

vivo conditions. Results. It was shown that transgenic plants did not differ from the controls under optimal conditions of 

cultivation. It was determined that transgenic plants under the conditions of osmotic stress are characterized by faster 

growth in comparison with control genotypes. It was found that T2 plants differed in the increased activity of the orni-

thine-Δ-aminotransferase enzyme, which is manifested when the norm-stress-norm conditions change. It was found that 

the introduction of a genetic construct that increases the expression of the oat gene does not lead to a significant change 

in the level of free L-proline in the leaves of plants, either in normal, or in terms of osmotic stress. Conclusions. 

Changes in the metabolism of transgenic plants allow them to better adapt to adverse conditions. They have better adap-

tive plasticity, since the yield of most of the transformed lines was significantly higher, compared to non-transformed 

plants that were under groundwater deficit. 

Keywords: Triticum aestivum L., Agrobacterium-mediated transformation, ornithine-Δ-aminotransferase gene,  

T2 plants, physiological-biochemical analysis. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sn%26%23x000e9%3Bgaroff%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19513195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%26%23x00160%3Bebela%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19513195
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2007.05.001

