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Кардинальна зміна/погіршення довкілля вказує на появу нових антропоген-
них токсикантів, які у поєднанні з природними несприятливими чинника-
ми посилюють стресовий тиск. Виникає проблема комбінованих стресів і
потреба у генотипах із комплексною стійкістю. В зв’язку з цим на перший
план виходить питання встановлення достовірного маркера (маркерів) кон-
тролю життєдіяльності організму за стресових умов. У такий спосіб можуть
виявитися особливості функціонування стійких форм. До сполук, здатних за
стресових умов акумулюватись у значних кількостях, так званих сумісних ос-
молітів, належать L-пролін і сахароза. Встановлено, що вони можуть знахо-
дитись у складних взаємовідносинах і впливати на синтез/накопичення один
одного. Система in vitro дає змогу визначити роль цих амінокислоти та вуг-
леводу в підтриманні життєдіяльності стійкого генотипу на клітинному рівні
в умовах довготривалого модельованого стресу. Застосування обраної по-
тенційно летальної дози стресового чинника створює умови для розрізнен-
ня генетично змінених варіантів і форм із підвищеним рівнем фізіологічної
адаптації. Методом клітинної селекції з катіонами кадмію отримано стійкі
клітинні лінії (СКЛ) пшениці озимої сорту Достаток. Під час дослідження
комплексної стійкості, їх тестували за умов прямої дії летального для дико-
го типу водного стресу. Водний стрес створювали добавлянням маніту.
Кадмієстійкі лінії підтримували життєдіяльність за будь-яких стресових
умов — дії катіонів Cd2+ чи маніту. В клітинах визначали вміст сумісних ос-
молітів — проліну і сахарози. Встановлено, що в разі культивування за на-
явності Cd2+ характер акумуляції протекторних сполук у калюсі спрямова-
ний протилежно: невисокий рівень проліну координувався зі значним
вмістом сахарози. За умов водного стресу провідну роль відігравав вільний
пролін, рівень якого істотно зростав. Зроблено припущення, що комплекс-
на стресостійкість клітинних ліній може підтримуватись за рахунок як спе-
цифічних, так і неспецифічних реакцій залежно від умов культивування. Це
явище істотно підвищує потенціал життєздатності нової форми. Клітинна
селекція із використанням іонів важких металів може забезпечити отриман-
ня клітинних форм, які реалізують різні механізми стійкості залежно від ти-
пу стресового чинника. 

Ключові слова: пшениця озима, клітинна селекція, катіони кадмію, водний
стрес, стійкі клітинні лінії, пролін, сахароза.
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Абіотичні стреси чинять комплексний негативний вплив на рослин-
ний організм. Так, осмотичні стреси порушують водний баланс, іон-
ний гомеостаз, змінюють, гальмують, навіть зупиняють метаболічні
процеси. У зв’язку з цим у рослинах еволюційно закріпилась низка
механізмів, функціонування яких спрямоване на підтримання
життєдіяльності організму за стресових умов.

Серед них важливими є реакції, спряжені із акумуляцією низь-
комолекулярних протекторних сполук, таких як пролін та його
похідні, аміни, олігосахариди, гліцерин. Ці речовини (сумісні ос-
моліти) можуть прямо чи опосередковано взаємодіяти між собою.

Розглядаючи їхню роль, насамперед акцентують увагу на L-
проліні. Винятковість цієї сполуки зумовлена її структурною форму-
лою, а саме наявністю -атома азоту в піролідиновому кільці,
внаслідок чого пролін (pro) не піддається дії ферментів амінокислот-
ного метаболізму. Метаболізм pro підпорядковується власній системі
синтезу—деградації—транспорту. Встановлено, що рівень вільного
pro — істотно динамічний показник, чутливий до зовнішніх впливів
[1]. Водночас незаперечним є факт акумуляції цієї амінокислоти за
дії різноманітних біотичних та абіотичних стресів [2]. Таким чином
реалізується фізіологічна поліфункціональність вільного pro: детокси-
кувальна, осморегулювальна, стабілізувальна [1].

В останні роки цю сполуку розглядають як регуляторну молеку-
лу, пов’язану з метаболізмом інших сумісних осмолітів, а саме — са-
харози. При цьому нерідко їх синтез і накопичення можуть коорди-
нуватись. Так, у калюсі батату під дією жорсткого водного стресу
вміст розчинних цукрів за короткий проміжок часу швидко підвищу-
вався, а потім так само швидко знижувався. Зменшення вмісту вуг-
леводів компенсувалось зростанням рівня pro в середині та на-
прикінці стресу [3]. 

Цінну інформацію про взаємозв’язок пролін—вуглеводи можна
отримати в процесі дослідження трансгенних рослин зі зміненим
рівнем експресії генів, які контролюють метаболізм цих сполук. Іще
важливішим є аналіз культури клітин, ініційованих із таких форм,
оскільки в цьому разі виключається перерозподіл сполук між органа-
ми, який зазвичай має місце. Так, при дослідженні калюсних куль-
тур кукурудзи, отриманих із трансгенних рослин із частково репре-
сованим геном проліндегідрогенази, на 10-ту добу дії осмотичного
стресу фіксували стабілізацію вмісту сахарози й незначне підвищен-
ня рівня вільного проліну [4].

Не меншу увагу привертають клітинні лінії рослин із підвище-
ним рівнем стійкості до осмотичних стресів. Такі лінії можуть розви-
ватись за дії різних стресових чинників, при цьому життєздатність
підтримується за участю різних механізмів стійкості [5].

Виживаність рослин під час водного стресу можуть забезпечува-
ти численні фізіологічні реакції. Відомо, що за таких умов у клітинах
можуть акумулюватись дегідрини. Дегідрини — це велика група про-
теїнів, до яких належать LEA (late embryogenesis abundant proteins),
білки пізньої стадії ембріогенезу [6—8]. Учені припускають, що вони
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здатні функціонувати аналогічно шаперонам і запобігати денатурації
макромолекул при втраті води. Окрім водного стресу накопичення
дегідринів можуть стимулювати інші чинники, наприклад саліцилова
кислота, хоча її дія неоднозначна [9]. Із насіння рослини Camellia
oleifera було виділено дегідриноподібний білок CoDH №2 типу SK2,
який складається із 208 амінокислотних залишків. Характерною йо-
го рисою є наявність збагаченого треоніном високо консервативного
мотиву, що стосується фосфорилювання. Водночас функції LEA
повністю не встановлені. Їх відкривають у ядрі, цитоплазмі, міто-
хондріях клітин. LEA вирізняються здатністю зворотно згортатися у
спіраль при висушуванні. Через наявність гістидину припускають та-
кож можливість зв’язування іонів важких металів [10], хоча встанов-
лено, що катіони важкого металу кадмію (Cd2+) істотно пригнічують
LEA [11]. 

Методом клітинної селекції із застосуванням селективної систе-
ми з іонами Cd2+ отримано рослинні форми з комплексною стре-
состійкістю [5]. Клітинні лінії тютюну нормально розвивались за
умов летальних для дикого типу клітинних культур стресів — іонно-
го (Cd2+) та осмотичного (маніт). Цей підхід було поширено на інші
види рослин, а саме на сою, соняшник, пшеницю. Кадмієстійкі
клітинні лінії пшениці також характеризувались толерантністю до
водного стресу. 

Такі варіанти отримано вперше, тому метою дослідження було
встановлення значення сумісних осмолітів — проліну та сахарози —
у підтриманні життєдіяльності клітин, культивованих на фоні леталь-
ного для дикого типу водного стресу.

Методика

Із незрілих зародків пшениці озимої (Triticum aestivum L.) сорту До-
статок було отримано клітинну культуру, яку в подальшому піддава-
ли клітинній селекції. Селективну систему первинного добору ство-
рювали добавлянням летальних для клітинних культур дикого типу
доз іонів Cd2+ до базового середовища В5 Гамборга [12]. Кадмієстійкі
лінії пшениці після набирання необхідної біомаси вирощували пара-
лельно за нормальних (середовище В5) і стресових (стрес I —
В5+Cd2+; стрес II — В5+маніт) умов. Стресоформувальні агенти до-
бавляли у летальних для клітинних культур дикого типу кількостях.
При кожному послідовному пасажуванні здійснювали (або ні) ро-
тацію типів середовища. В усіх випадках культуральні умови обира-
лись довільно. Життєдіяльність клітинних ліній за стресових умов ре-
гулярно контролювали вимірюванням відносного приросту сирої
біомаси m [13]. Для біохімічних аналізів обирали культури, перене-
сені на шкодочинні середовища з нормальних умов (н. у. стрес I;
н. у.  стрес II). В усіх випадках стреси були летальними для дико-
го типу.

Рівень вільного проліну вимірювали за модифікованою мето-
дикою [14]. Вміст вуглеводів аналізували стандартним методом
[15]. Проведено два незалежні експерименти, кожен аналіз
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здійснювали у триразовій біологічній повторності. Первинні дані
оброблено статистично.

Результати та обговорення

Відібрані на селективному середовищі з іонами кадмію клітинні лінії
пшениці тестували за умов прямої дії водного стресу, який створю-
вали добавлянням маніту. Ця сполука не метаболізується клітинами,
однак пригнічує їх життєдіяльність, оскільки істотно зміщує водний
і осмотичний потенціали. Отримані Cd2+-стійкі клітинні варіанти не
переставали розвиватись на манітовмісному середовищі, про що
свідчив відносний приріст біомаси, виміряний наприкінці дискрет-
ного пасажу.

Життєдіяльність за умов зневоднення має підтримуватись сполу-
ками, здатними перешкоджати критичній втраті води. Такі власти-
вості має pro [1, 2]. У табл. 1 наведено показники вмісту проліну у
Cd2+-стійких клітинних лініях пшениці за різних умов вирощування.

Генотипні особливості функціонування систем метаболізму
проліну в стійких ліній виявлялись при культивуванні за нормальних
умов, а також за внесення іонів Cd2+. За нормальних умов такий
рівень амінокислоти ймовірно був оптимальним для конкретної лінії.

За наявності Cd2+ вміст проліну в калюсі Cd-СКЛ № 3 практич-
но не змінювався, а в калюсі Cd-СКЛ № 5 зростав. При цьому рівень
стійкості (доза стресового чинника) варіантів був однаковим. На на-
шу думку, це швидше за все стосується системи синтезу, оскільки за
дії водного стресу рівень вільного проліну в клітинах зростав. Зазна-
чалось, що в разі зневоднення рівень експресії гена П5КС (ген кодує
1-піролін-5-карбоксилатсинтетазу — фермент синтезу проліну)
підвищується [1, 2, 16]. Водночас гену ПДГ проліндегідрогенази (ген
кодує фермент деградації проліну) властива зворотна реакція [17].
Підвищений рівень проліну в Cd2+-стійких варіантів міг сприяти ут-
риманню вологи у клітинах за дії водного стресу.

Частина авторів пов’язує Cd-зумовлене зростання рівня вільно-
го pro зі змінами водного статусу рослин, а саме — з водним дефіци-
том [18, 19]. При цьому передбачається, що пролін хелатує Cd2+ з ут-
воренням нетоксичного комплексу Cd2+-пролін [18].

У наших експериментах Cd-СКЛ пшениці при культивуванні на
середовищі з манітом акумулювали pro. На нашу думку, це є неспе-
цифічною реакцією, ймовірно, не пов’язаною безпосередньо зі
стійкістю до іонів Cd2+. Відомо, що водний дефіцит чинить ком-
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ТАБЛИЦЯ 1. Вміст вільного проліну (мг%/сиру речовину) у калюсі кадмієстійких ліній
пшениці за різних умов культивування

Умови культивуванняКадмієстійка
клітинна

лінія Контроль, н. у.,
середовище В5

Стрес I
В5+Cd2+

Стрес II
В5+маніт

Лінія № 3 25,69±4,66 22,26±2,01 66,45±3,99

Лінія № 5 35,43±7,12 60,35±5,43 74,70±9,17



плексну патологічну дію, і пролін у цьому разі може реалізувати свої
численні протекторні характеристики [1, 2].

Вище уже згадувалось про взаємозв’язок пролін—сахароза.
Оскільки Cd-СКЛ росли за однакових стресових умов, що вказує на
однаковий рівень комплексної стійкості, паралельно оцінювали ха-
рактер акумуляції сахарози в клітинах (табл. 2). Слід зазначити, що
на відміну від проліну, який мав ендогенне походження, сахароза пе-
реносилась із поживного середовища і споживалась/запасалась при
розвитку калюсу в мірі потреби, тому характер акумуляції цієї сполу-
ки може свідчити на користь особливостей життєдіяльності клітин-
них ліній за різних умов культивування.

За нормальних умов лінії різнились (~37 %) за вмістом сахарози;
спостерігалась повна аналогія з проліном (~40 %). За культивування
за наявності Cd2+ лінії виявляли протилежні тенденції, а саме: висо-
кий вміст сахарози поєднувався з незначним рівнем проліну (Cd-
СКЛ № 3) і навпаки (Cd-СКЛ № 5). Отже, в процесі первинної се-
лекції відібрано два типи іоностійких клітинних ліній, які за
реакцією на Cd2+ умовно можна схарактеризувати як «пролінасоційо-
вану» Cd-СКЛ № 5 та «сахарозоасоційовану» Cd-СКЛ № 3. Цей факт
може свідчити на користь реалізації специфічних механізмів
стійкості.

Про можливість отримання мутантів із різною реакцією на на-
явність Cd2+ повідомили автори праці [20]. Три лінії мутантів
арабідопсису демонстрували різні відповіді на дію іонів кадмію. Так,
лінія MRC-32 мала підвищену стійкість до токсиканта та за рівнем
його накопичення переважала дикий тип. Коренева система лінії
MRC-22 демонструвала виражене не чітко сприйняття наявності
Cd2+ як такого. Лінія MRC-26 акумулювала в надземній частині ток-
сиканта менше, ніж рослини дикого типу. Це явище автори тракту-
вали як вияв мутації, пов’язаної з дефектом перенесення іонів важ-
кого металу з кореневої частини рослини в надземну. Автори праці
[21], навпаки, зазначали перевагу в акумуляції Cd2+ у кореневій час-
тині гібридів тополі. Акумуляція Cd2+ супроводжувалась акумуляцією
pro. 

За культивування на манітовмісному середовищі в клітинах на-
копичувалась сахароза паралельно з акумуляцією pro. Оскільки це
явище фіксували в обох стійких ліній, то можна припустити, що в
цьому разі реалізовувались універсальні (неспецифічні) механізми
стійкості. 

Раніше було встановлено, що швидка індукція транскрипції од-
ного з генів проліндегідрогенази – ProDH2 – відбувається за участю
транскрипційного фактора bZIP11, який активується сахарозою. Вод-
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ТАБЛИЦЯ 2. Вміст сахарози (мкМ/г сирої речовини) у калюсі кадмієстійких ліній пшениці

Умови культивуванняКадмієстійка
клітинна

лінія Контроль, н. у.,
середовище В5

Стрес I
В5+Cd2+

Стрес II
В5+маніт

Лінія № 3 96,27±3,28 139,26±5,15 140,04±10,61

Лінія № 3 132,11±1,01 71,34±12,50 141,00±14,91



ночас цей олігосахарид сам по собі пригнічує експресію гена ProDH2,
тоді як pro його індукує [22, 23]. 

Однак за дії довготривалого водного стресу, що мало місце у на-
шому експерименті, зростання рівня pro коректніше, на нашу думку,
пов’язати з активуванням системи його синтезу. Доступність екзо-
генної сахарози у поживному середовищі та інтенсифікація її пе-
реміщення тільки підтримували й полегшували перебіг метаболічних
процесів. За дії модельованого водного стресу ключову роль у підтри-
манні життєдіяльності Cd2+-стійких клітинних ліній відігравав
вільний пролін.

Результати дослідження характеру реакцій на стрес Cd2+-стійких
клітинних ліній пшениці дають підставу зробити кілька висновків.
По-перше, рівень акумуляції протекторних сполук (пролін, сахароза)
у Cd2+-стійких ліній при культивуванні за наявності іонів важких ме-
талів мав протилежний характер. По-друге, відібрані методом клітин-
ної селекції з катіонами Cd2+ лінії характеризувались стійкістю до ле-
тального для культур дикого типу водного стресу. По-третє, провідну
роль серед механізмів осмостійкості відігравав вільний пролін, вміст
якого за впливу маніту істотно зростав. Комплексна стресостійкість
клітинних ліній може підтримуватись за рахунок як специфічних так
і неспецифічних реакцій залежно від умов культивування. Це явище
істотно підвищує потенціал життєздатності нової форми. 

Головним підсумком дослідження слід вважати той факт, що
клітинна селекція з іонами важких металів може забезпечити добір
спектра клітинних форм, які реалізують різні механізми стійкості за
стресових умов.
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COMPATIBLE OSMOTIC SUBSTANCES – PROLINE AND SUCROSE – IN
WHEAT CELL LINES WITH COMBINED STRESS TOLERANCE

L.E. Sergeeva, V.M. Kurchii, L.I. Bronnikova

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

The environment situation nowadays is characterized by toxic influence of anthropogenic
matters combined with stress pressure of environmental factors. The obtaining of forms with
combined stress tolerance is especial object of breeding programs. The reliable tolerance
markers can provide a successful result. It is known that some organic molecules (compati-
ble osmotic substances) are accumulated in plant cells under stress conditions. Free proline
and sucrose are the established indicators of plant stress tolerance. Those compounds can
directly or indirectly influence upon each other. The in vitro system provides the opportu-
nity to evaluate the contribution of proline and sucrose in situ in the maintenance of cell
tolerance. Resistant winter wheat cell lines obtained via cell selection with cadmium cations
were investigated under lethal for wild type water stress pressure. Water stress was created by
addition of manitol. Cd-resistant lines maintained viability both under Cd2+ or manitol con-
ditions. Contents of compatible osmotic substances — proline and sucrose — were measured
in calli. During cultivation at Cd2+ presence, there was detected the opposite trend of those
agents accumulation. The low proline level was coordinated with significant sucrose content.
Under water stress proline act a key role, its level considerably increased. There was assumed
that cell lines with combined stress resistance may retained by means of specific or unspe-
cific reactions that depended on cultural conditions. This event significantly extends viabil-
ity potential of new form. Cell selection with heavy metal ions can ensure the obtaining of
plant forms with various tolerance mechanisms depended on type of stressor.

Key words: winter wheat, cell selection, cadmium cations, water stress, resistant cell lines,
proline, sucrose.

СОВМЕСТИМЫЕ ОСМОЛИТЫ – ПРОЛИН И САХАРОЗА – В КОМПЛЕКСНО
УСТОЙЧИВЫХ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЯХ ПШЕНИЦЫ ОЗИМОЙ

Л.Е. Сергеева, В.М. Курчий, Л.И. Бронникова

Институт физиологии растений и генетики Национальной академии наук Украины,
Киев
е-mail: Zlenko_lora@ukr.net

Кардинальное изменение/ухудшение окружающей среды указывает на появление но-
вых антропогенных токсикантов, которые, действуя совместно с естественными не-
благоприятными факторами, усиливают стрессовое давление. Возникает проблема
комбинированных стрессов и потребность в генотипах с комплексной устойчивос-
тью. В связи с этим на первый план выходит вопрос установления достоверного мар-
кера/маркеров контроля жизнедеятельности организма в стрессовых условиях. В этом
случае могут проявиться особенности функционирования устойчивых форм. К соеди-
нениям, способным при стрессе аккумулироваться в значительных количествах, так
называемым совместимым осмолитам, относятся L-пролин и сахароза. Установлено,
что они могут находиться в сложных взаимоотношениях и влиять на синтез/накоп-
ление друг друга. Система in vitro предоставляет возможность установить роль этих
аминокислоты и углевода в поддержании жизнедеятельности устойчивого генотипа
на клеточном уровне в условиях продолжительного моделированного стресса. Ис-
пользование избранной потенциально летальной дозы стрессового агента создает ус-
ловия для разделения генетически измененных вариантов и форм с повышенным
уровнем физиологической адаптации. Методом клеточной селекции с катионами кад-
мия получены устойчивые клеточные линии (УКЛ) пшеницы озимой сорта Достаток.
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Во время исследования комплексной устойчивости их тестировали в условиях прямо-
го действия летального для дикого типа водного стресса. Водный стресс создавали
прибавлением маннита. Кадмийустойчивые варианты поддерживали жизнедеятель-
ность при любых стрессовых условиях — действии катионов Cd2+ или маннита. В
клетках определяли содержание совместимых осмолитов — пролина и сахарозы. Ус-
тановлено, что при культивировании при наличии Cd2+ характер аккумуляции про-
текторных соединений в каллюсе направлен противоположно: невысокий уровень
пролина координировался со значительным содержанием сахарозы. В условиях вод-
ного стресса ведущую роль играл свободный пролин, уровень которого существенно
возрастал. Сделано предположение, что комплексная стрессоустойчивость клеточных
линий может поддерживаться за счет как специфических, так и неспецифических ре-
акций в зависимости от условий культивирования. Это явление существенно повы-
шает потенциал жизнеспособности новой формы. Клеточная селекция с использова-
нием ионов тяжелых металлов может обеспечить получение клеточных форм,
реализующих различные механизмы устойчивости в зависимости от типа стрессово-
го фактора.

Ключевые слова: пшеница озимая, клеточная селекция, катионы кадмия, водный
стресс, устойчивые клеточные линии, пролин, сахароза.
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