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РЕФЕРАТ


Дана дипломна робота обсягом 84 сторінки друкованого тесту, яка містить 25 рисунків та 7 таблиць. Під час виконання роботи було опрацьовано 74 наукових джерела, з яких 36 є англомовними джерелами.
Об’єктом дослідження стали сучасні методики виділення та аналізу ДНК різних генотипів льону олійного.
Льон відноситься до найдавніших культур, які використовуються людиною. Щороку він має великі посівні площі в багатьох країнах на різних континентах. Але незважаючи на поширеність та важливе економічне значення цієї культури, генетика льону вивчена недостатньо. Застосування сучасних молекулярно-генетичних методів для дослідження структури і мінливості генетичного апарату цієї цінної культури є дуже актуальним напрямом. Дослідження на молекулярному рівні дозволять розкрити генетичні особливості льону, що сприятиме підвищенню його продуктивності і конкурентоспроможності.
Метою даної роботи було проведення молекулярно-генетичного аналізу мутантів льону олійного для створення ДНК-бібліотеки і поглиблення рівня генетичної роботи з цією цінною культурою.
У ході виконання експерементальної частини кваліфікаційної роботи застосовувалися наступні методи молекулярних досліджень: виділення ДНК методом MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit, електрофорез отриманих молекул ДНК, спектрофотометрія та створення бібліотеки льону олійного з використанням набору KAPA HyperPlus Kit.
В результаті проведеної роботи було успішно освоєно методики молекулярно-генетичних досліджень, зокрема виділення ДНК методом MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit та створення ДНК-бібліотеки льону олійного. Найвищу концентрацію ДНК отримано з молодих листків. Застосування KAPA HyperPlus Kit дозволило ефективно здійснити фрагментацію та ампліфікацію ДНК, що значно скоротило час підготовки зразків. Використання високочутливого D1000 DNA ScreenTape забезпечило точний аналіз ДНК-бібліотеки 17 досліджуваних генотипів. Результати підтвердили ефективність обраних методів для подалього дослідження геному льону олійного. 
ЛЬОН ОЛІЙНИЙ, ГЕНОТИП, МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ, РОСЛИННИЙ МАТЕРІАЛ, ВИДІЛЕННЯ ДНК, КОНЦЕНТРАЦІЯ, ЯКІСНІ ПОКАЗНИКИ ДНК, ЕЛЕКТРОФОРЕЗ, СПЕКТРОФОТОМЕТРІЯ, ДНК-БІЛІОТЕКА




















4


ABSTRACT


The thesis consists of 84 printed pages featuring 25 figures and seven tables. During its preparation, 74 scientific sources were analysed, 36 of which were English-language references.
The study focuses on modern methods for extracting and analysing DNA from various genotypes of oil flax.
Flax is among the oldest crops utilised by humans and is cultivated extensively across continents, occupying significant sowing areas in numerous countries annually. Despite its widespread cultivation and economic importance, the genetics of flax remains insufficiently studied. Applying modern molecular-genetic methods to investigate the structure and variability of the genetic apparatus of this valuable crop is a highly relevant research direction. Molecular-level studies will uncover the genetic characteristics of flax, enhancing its productivity and competitiveness.
This research aimed to perform a molecular-genetic analysis of oil flax mutants, create a DNA library, and deepen the genetic study of this valuable crop.
Methods and Experimental Procedures
The experimental section employed the following molecular research methods: DNA extraction using the MagMax™ Plant DNA Isolation Kit, Electrophoresis of extracted DNA molecules, Spectrophotometry, and Creation of a DNA library for oil flax using the KAPA HyperPlus Kit.
The research successfully mastered molecular-genetic methods, including DNA extraction with the MagMax™ Plant DNA Isolation Kit and creating an oil flax DNA library. The highest DNA concentrations were obtained from young leaves. The KAPA HyperPlus Kit was effectively used for DNA fragmentation and amplification, significantly reducing sample preparation time. High-sensitivity D1000 DNA ScreenTape ensured accurate analysis of the DNA library for 17 studied genotypes. The results confirmed the efficiency of the selected methods for further genome studies of oil flax.
OIL FLAX, GENOTYPE, MOLECULAR GENETIC STUDIES, PLANT MATERIAL, DNA ISOLATION, CONCENTRATION, DNA QUALITY INDICATORS, ELECTROPHORESIS, SPECTROPHOTOMETRY, DNA LIBRARY
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ВСТУП


Культурний льон Linum usitatissimum – одна з перших одомашнених рослин. Ця культура має два підвиди: льон- довгунець Linum usitatissimum L., який вирощують для отримання волокон, та льон олійний Linum humile Mill., основною продукцією якого є насіння для отримання лляної олії. 
Льон має довгу історію вирощування для різних цілей, включаючи вживання в їжу, отримання олії та виробництво волокна. Він є важливою сільськогосподарською рослиною має різноманітне застосування у промисловості.
Важливість наукових досліджень і вирощування льону має для різних напрямів промисловості. Так, насіння олійного льону насьогодні є важливим продуктом, який використовують у харчуванні й медицині. Лляна олія є важливим компонентом багатьох фарб, чорнила, лаків та олій, її широко виркористовують для виробництва високоякісного лінолеуму, штучних шкір та ін. Актуальність дослідження цієї культури спостерігається також у легкій промисловості [1, 2, 3, 4]. 
Останні роки на ринку насіння спостерігається зростання інтересу великих споживачів та потужних аграрних об’єднань, які володіють значними земельними та фінансовими ресурсами, у сфері сортообміну та оновлення сортів. Для них головним стає не просто наявність насіння, а нових, більш врожайних сортів з комплексом позитивних економічних характеристик [5, 6].
Головною особливістю льону олійного є його пластичність. Він може зростати в різних зонах без специфічного розташування у сівозміні. Вирощування льону олійного в Україні, особливо в Степовій зоні, є найбільш стійким та прогнозованим і математичні моделі мають вищий рівень достовірності та показують загальну тенденцію збільшення площ посіву цієї культури у найближчі роки [7]. 
Для ефективної спеціальної селекції льону олійного необхідні теоретичні обґрунтування, методичні підходи, збагачення генофонду та створення цінного вихідного матеріалу, що підвищить результативність подальших генетико-селекційних задач [1]. 
Насьогодні методи молекулярної біології активно впроваджуються в агрономічні дослідження та виконують широкий спектр завдань. Вони застосовуються для виявлення ГМО і патогенних організмів, створення генетичних карт сільськогосподарських культур, використання маркерної селекції та поліпшення польових культур, а також для секвенування геномів цінних сортів [8].
Молекулярні методи дослідження льону олійного відіграють ключову роль у вивченні його генетичних ресурсів, селекції, підвищенні стійкості до хвороб і покращенні якості продукції. Вони дозволяють досліджувати геном рослин, ідентифікувати гени, пов’язані з важливими ознаками, а також контролювати якість олії та інших продуктів льону [8].
Найбільш активно в генетиці використовують такі ключові молекулярні методи як поліамеразна ланцюгова реакція (ПЛР), виділення нуклеїнових кислот та секвенування нового покоління (NGS) [9].
Ідентифікація генів відіграє роль безпосередньо у визначені таких ознак як стійкість до посухи та низьких температур, інтенсивність росту та розміру врожаю, вміст і якість жирних кислот у насінні. Завдяки таким підходам можливо створювати високопродуктивні сорти льону, адаптовані до різних кліматичних умов [9].
Традиційні методи селекції потребують багато часу, оскільки для створення нового сорту необхідно провести багато поколінь схрещувань та відбору. Завдяки молекулярним маркерам та геномній селекції, селекціонери можуть прогнозувати цінні ознаки на ранніх етапах росту рослин, навіть без очікування завершення вегетаційного періоду [8]. 
Сучасна наука стикається з новими викликами в сільському господарстві, зокрема з потребою підвищити продуктивність, якість культур та адаптувати їх до стресових факторів, таких як зміна клімату. Тому існує потреба у більш широкому впровадженні нових молекулярних методів у генетиці. Ці методи дозволяють швидше й точніше аналізувати дані, створювати сорти з підвищеною врожайністю, стійкістю до хвороб тощо. 
Новизна молекулярних досліджень льону олійного полягає у застосування передових технологій, таких як геномна селекція, секвенування нового покоління та геномне редагування для вивчення генів, відповідальних за вміст жирних кислот, стійкість до несприятливих умов та хвороб. Завдяки цим методам стає можливим створення високопродуктивних і витривалих сортів льону, які відповідатимуть сучасним вимогам аграрного виробництва, а також розробка екологічно чистих і безпечних продуктів.
Метою даної роботи було проведення молекулярно-генетичного аналізу мутантів льону олійного для створення ДНК-бібліотеки і поглиблення рівня генетичної роботи з цією цінною культурою.
Згідно цієї мети було встановлено наступні завдання:
1. Відпрацювати методику вирощування рослин льону олійного для отримання рослинного матеріалу, необхідного при молекулярно-генетичних дослідженнях.
2. Отримати зразки ДНК достатньої концентрації з різного рослинного матеріалу.
3. Розробити схему створення ДНК-бібліотеки льону олійного.
4. Створити ДНК-бібліотеку досліджуваних генотипів льону олійного.
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1. ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Біологічний опис культури


Рід Linum L. відноситься до родини льонових (Linaceae) і об'єднує більш як 200 видів. Найбільш важливим культурним видом, що вирощується в Україні є льон культурний – Linum usitatissimum L. Це самозапильна однорічна диплоїдна рослина з 30 хромосомами [10].
Одним із культурних видів є також льон стрибунець – Linum crepitans Dum. На сьогоднішній день цей вид не вирощується на території України. Основною особливістю цього виду є широко розкриті під час дозрівання коробочки рослин [10]. 
Вирощування та використання льону як текстильної та харчової сировини було відомо ще в найдавніших цивілізаціях: Єгипті та Греції. Льон походить із регіону, що простягається від східного Середземномор’я до Індії. У Європі він відомий протягом століть. В даний час культивується у понад п’ятдесяти країнах [11]. 
Льон культурний являє собою однорічну рослину. Коренева система розвинена слабко, стрижнева, проникає в ґрунт на глибину до 1 м. Від головного кореня відходить бічне коріння, яке в результаті гілкування досягає 5-6 порядків.  Крім того, коріння пряме і може досягати глибини 1,2 м. У дорослої рослини маса її становить близько 10 % маси надземної частини. При недостатній кількості вологи або перезріванні бокові корінці відмирають, що вливає на процес збирання методом зрізання. Однак спостереження за кореневою системою льону олійного у різних регіонах України показали відмінності кореню рослини у південних областях  та на Західному Поліссі [10, 12, 13, 14].
Стебло залежно від різновиду має висоту від 15-20 до 100-120 см. Льон олійний низькоросла рослина – до 50 см заввишки. Має стебло гладеньке, тонке, циліндричне, яке розгалужується по всій довжині. Стебло льону має світло- або сизо-зелене забарвлення [10, 13, 14], і характерну анатомічну будову стебла, як на поперечному, так і повздовжньому його розрізах (рис.1.1) [10]:
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Рисунок 1.1 – Поперечний розріз стебла льону [10]

Рослинна клітина льону оточена клітинною стінкою, яка є відносно жорсткою структурою, що складається в основному з сахаридів і фенольних полімерів. Після дозрівання рослини та збирання врожаю від елементарного волокна залишається лише клітинна стінка. Волокна льону відносять до стеблових волокон. Це багаті целюлозою луб’яні волокна, які містять невелику кількість лігніну і знаходяться в зовнішніх недерев’янистих тканинах стебла. Лігнін, який міститься у відносно низькій кількості, має надзвичайно важливий вплив як на механічні, так і на хімічні властивості рослинних волокон, і тому є основною роботою техніки. Подібно до волокнистих рослин, лляне волокно існує в пучках окремих волокон [15].
Целюлоза є основним структурним компонентом (60–65%) волокон льону. Інший важливий для структури волокон компонент – лігнін (2–5%), який забезпечує жорсткість рослини. Інкрустація клітинної стінки лігніном зміцнює її та зменшує вміст води, що призводить до зниження еластичності. Пектини та геміцелюлози, інші складові клітковини (5–7 та 15% відповідно), головним чином відповідають за зв’язування окремих волокон у пучки та переважно вивільняються під час намочування. Однак вони також присутні в первинній стінці окремих волокон і, таким чином, є складовими самих волокон [15].
Листки сидячі, розміщені на стеблі почергово, лінійно-ланцетної форми 36-40 мм у довжину та 2-4 мм у ширину, гладенькі, із слабим восковим нальотом. Чашолистки схожі на списи і такі ж за довжиною, як і загострений плід [10, 16].
Квітки розміщені на верхівці стебла і його бічних пагонах і утворюють суцвіття у вигляді зонтикоподібної китиці. Квітка льону симетрична, п'ятірного типу (рис.1.2), складається із: чашечки з чашолистиками, віночка, п'яти тичинок з пиляками та зав'язі, яка поділяється на п'ять гнізд [10].
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Рисунок 1.2 – Форма квітів у льону: (А) трубка, (Б) воронка, (В) чаша; (1) пелюстки перекриваються більше ніж на 50% і (2) пелюстки перекриваються менше ніж на 50% [17, 18]

Плід – п'ятигнізда, округла, зверху загострена коробочка. Повними перегородками вона поділяється на п'ять гнізд, а кожне гніздо неповними перегородками – на дві частини, в яких утворюється по одній насінині. В нормально розвинутій коробочці може бути не більше 10 насінин [10].
Насіння яйцеподібної форми, з вузьким загостреним носиком. Воно залежать від сорту, місця зростання і лежать в межах: 3,7 ... 3,75 мм по довжині, 1,8 ... 3,2 мм по ширині і 0,9 ... 1,55 мм товщині. Оболонки насіння можуть бути за кольором зеленими, коричневими або жовтими, зустрічаються оливкові і білувато-жовті [10]. 
1.2 Народногосподарське значення Linum  usitatissimum L.


Залежно від кліматичних умов льон звичайний культивують у двох формах: олійну (Linum humile Mill.) і волокнисту (Linum usitatissimum L. var. elongatum Vav.). Вирощування та використання льону (рис.1.3) як текстильної та харчової сировини було відомо ще в найдавніших цивілізаціях: Єгипті та Греції. Льон походить із регіону, що простягається від східного Середземномор’я до Індії. У Європі він відомий протягом століть. В даний час його культивують більш ніж в п'ятдесяти країнах [11, 15]. 
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Рисунок 1.3 – Схема багатоцільового застосування лляної сировини [15]

У світі перспективним вважається використання льону олійного в різних галузях промисловості, зокрема, для виготовлення кручених і санітарно-гігієнічних виробів, целюлозовмісних, текстильних та технічних матеріалів, та армувальної складової у виробництві різних композитних матеріалів [19].
У всьому світі льон вирощується на площі близько 2,31 млн га. У Азії висівається приблизно 49,2% площі, тоді як Європа та Америка складають 22,57% та 22,42% [16].
Україна має потужний потенціал для розвитку підприємств із виготовлення широкого асортименту виробів з лляної сировини, зокрема з льону олійного. Південні області України є регіонами, де найбільше вирощуються льон олійний. 
Насіння льону використовувалося в місцевій медицині для лікування різних захворювань. Насіння вважається гарячим, гострим, важким, очисним і зміцнюючим. Його використання рекомендовано при раку, артриті, ранах, абсцесах, діабеті, розладах травлення, бронхіті, лихоманці, кашлі, запалених лімфовузлах тощо, як згадується в аюрведичних методах. Насінню приписують серцево-захисні та гепатозахисні властивості [16].
Пасти з насіння льону сприяють швидкому загоєнню ран і наривів. Масло застосовують зовнішньо для лікування суглобових і м'язових болів, незагойних ран, шкірних захворювань. Лляна олія також допомагає пришвидшити загоєння шкірних уражень і виявилася дуже ефективною для всіх видів акне, псоріазу, екземи та сонячних опіків. Він сприяє здоров’ю волосся та нігтів і містить речовини під назвою лігнани, які благотворно впливають на гормональну систему організму [16].
Льон олійний – цінна технічна культура багатостороннього використання. Одержану з нього високоякісну олію широко використовують у багатьох галузях промисловості: у лакофарбовій для виготовлення натуральної оліфи, лаків, емалей, різних фарб для підводних робіт; електротехнічній, авіаційній, автомобільній, суднобудівній, ливарній, металообробній, медичній, парфумерно-косметичній тощо. Лляна олія незамінна у виробництві літографічних фарб, лінолеуму, клейонки, непромокальних тканин. Інколи свіжу лляну олію в натуральному вигляді використовують як продукт харчування [20].
Волокно із соломи льону олійного використовують здебільшого для виготовлення вати, паперу, а також як пакувальний мaтеріал. Згідно даних досліджень діaпазон матеріалів із соломи застосування дуже широкий – від меблів, утеплювачів різного призначення – до геотекстилю для укріплення насипів, схилів, берегів водойм шляхом створення трав'яних мaтів [4, 21, 22]. 
Горач О. О. у статті зазначив, що у зв'язку з появою нового побічного продукту переробки насіння льону, було розроблено кисломолочний продукт на основі знежиреного молока з додаванням слизу насіння льону, який знижує активність запалення слизової оболонки шлунку [23].
Лляна олія має широкий спектр застосування у медицині та косметології. Відходи виробництва лляної олії, такі як макуха і шрот, є цінним концентрованим кормом для тварин. У стеблах олійного льону міститься від 10% до 15% волокна, яке може бути використане для виготовлення грубих тканин. Соломка, в якій міститься до 50% целюлози, є важливою сировиною для виробництва паперу. З відходів, таких як костриця, виготовляють твердопаливні брикети і будівельні плити. Застосування насіння льону в комбікормах значно підвищує харчову цінність (енергетична + протеїн) за рахунок значного вмісту жиру і протеїну [24, 25].


1.3 Хімічний склад насіння льону


Лляна олія містить насичені пальмітинову і стеаринову кислоти, мононенасичену олеїнову кислоту, подвійну ненасичену лінолеву кислоту і потрійну ненасичену α-ліноленову кислоту. Лляна олія є найбагатшим рослинним джерелом поліненасичених жирних кислот -α-ліноленової (C18:3) і лінолевої (C18:2). α-ліноленова кислота відноситься до омега-3 (ω-3) жирних кислот з розташуванням першого подвійного зв'язку між третім і четвертим атомами вуглецю. Лінолева кислота – це омега-6 (ω-6) жирна кислота з першим подвійним зв'язком, розташованим біля шостого атома вуглецю [26].
В організмі людини повинен бути певний баланс лінолевої та α-ліноленової жирних кислот. У достатній кількості α-ліноленова кислота міститься тільки в риб'ячому жирі і в насінні льону. Набагато менші кількості лінолевої та α-ліноленової жирних кислот містяться в соєвій, кукурудзяній, рижиковій, конопляній та соняшниковій оліях. Вважається, що для здорового харчування важливим моментом є досягнення оптимального співвідношення омега-3:омега-6 жирних кислот. У насінні льону вміст α-ліноленової кислоти (ω-3) більш ніж у три рази перевищує вміст лінолевої кислоти (ω-6). Встановлено, що рівень жирних кислот та інших компонентів насіння льону, таких як біомаса та вміст лігніну, більше залежить від генетичної схильності, ніж від умов вирощування [17, 26].
Поліненасичені жирні кислоти, зокрема ліноленова кислота, в комбінації з лінолевою та іншими кислотами складають комплекс незамінних жирних кислот, які впливають на абсорбцію жиророзчинних вітамінів А, D, E і К. Йодне число олії становить 165-192 одиниць. Склад лляної олії визначається головним чином жирними кислотами, такими як пальмітинова, стеаринова, олеїнова, лінолева (що належить до сімейства жирних кислот ω-6) і ліноленова (яка також входить до сімейства жирних кислот ω-3). Важливо зауважити, що насіння льону виділяється серед інших продуктів раціону людини завдяки високому вмісту останніх двох жирних кислот, лінолевої та ліноленової. Хоча жирні кислоти з сімейства ω-6 можна знайти і в інших харчових продуктах, жирна кислота ω-3, ліноленова, в значних кількостях міститься лише в риб'ячому жирі та в насінні льону [27, 28].
У статті Слободанюк Н. М. результати експериментальних досліджень показали, що піддослідне насіння льону характеризується підвищеним вмістом білків та жиру, сумарна кількість яких 66-68 % від загальної маси (табл.1.1). Склад ліпідів льону свідчить, що в насінні льону домінують нейтральні ліпіди, які складають 98 % від її загальної кількості (табл.1.2).  Окрім цього, у оболонці насіння може міститися від 2% до 7% вуглеводів у вигляді слизу, які швидко поглинають воду. Склад цих вуглеводів включає нередуцируючі цукри, які легко розкладаються на альдобіонові групи. Вивчення жирнокислотного складу ліпідів насіння льону показало, що серед високомолекулярних жирних кислот домінують (складають у сумі близько 88 %) такі ненасичені жирні кислоти: олеїнова, лінолева і ліноленова. Насіння містить слизові речовини (близько 12 %), пектин, олію (30– 40 %), складену з гліцеридів лінолевої (35–40 %), ліноленової (25–35%), олеїнової (15–20 %), пальмітинової та стеаринової кислот, ціаногеновий глікозид лінамарин (1,5 %), ензим лінамаразу, протеїни (20–25 %), цукри, каротин тощо [5, 29].

Таблиця 1.1 – Хімічний склад насіння льону, % [29]

	Показники
	Характеристика зразків насіння лььону

	Вологість
	9,26 ± 0,08

	Жир
	36,55 ± 0,09

	Білок
	30,65 ± 0,22

	Цукор
	4,43 ± 0,11

	Пентозани
	7,80 ± 0,15

	Целюлоза
	13,30 ± 0,22

	Зола
	4,18 ± 0,32



Таблиця 1.2 – Фракційний склад ліпідів насіння льону, % [29]

	Склад ліпідів
	Характеристика зразків насіння льону

	Тригліцериди
	97,83 ± 2,32

	Фосфоліпіди
	0,83 ± 0,074

	Вільні жирні кислоти 
	0,08 ± 0,002

	Стероли
	0,46 ± 0,01

	Ефіри стеролів
	0,12 ± 0,02

	Моно- і дигліцириди
	0,11 ± 0,04

	Токофероли, мг%
	49 ± 3,44



Великий вміст у лляній олії однієї з основних кислот альфа-лінолевої, яка надає благодійний ефект на імунну систему, та імунні клітини людини. Унікальність льняної олії полягає в дуже високому вмісті цієї поліненасиченої альфа-лінолевої кислоти (АЛК). АЛК – незамінна жирна кислота в раціоні людини, що сприяє здійсненню важливих біологічних функцій в організмі, входить до складу практично всіх клітинних мембран [5, 30].
Виявлено вплив погодних умов на склад олії льону олійного. Коливання температури повітря протягом вегетаційного періоду та її зниження сприяють нагромадженню більшої кількості ліноленової кислоти в насінні, що призводить до підвищення йодного числа олії. Крім того, збільшення вмісту олії в насінні та ненасичених кислот в олії спостерігається при зниженні температур під час дозрівання рослин і підвищенні їхнього водоспоживання [2, 31, 32].
Насіння льону містить велику кількість білка, харчових волокон, лігніну, зокрема диглюкозиду секоізоляриціринолу (SDG).  Воно є багатим джерелом білків, які становлять до 23% від загальної маси насіння, і ця кількість збільшується до 35-40% у шроті після екстракції олії. Збалансоване поєднання амінокислот насіння льону дає йому високий показник якості білка (82%), що навіть краще, ніж у сої. Насіння льону містить два основних запасних білка: переважно розчинну в солі фракцію з високою молекулярною масою (11-12S; глобулін; 18,6 % азоту) і водорозчинний базовий компонент з низькою молекулярною масою (1,6-2S; альбумін; 17,7 % азоту). Насіння льону має сприятливе співвідношення амінокислот з лізином, треоніном і тирозином як лімітуючими амінокислотами. Крім того, це хороше джерело амінокислот сірки (метіонін і цистеїн) і амінокислот з розгалуженим ланцюгом (BCAA; ізолейцин, лейцин і валін). Біоактивні пептиди, присутні в насінні льону, такі як циклолінопептид А, мають сильну імуносупресивну та протималярійну дію кислот [32, 33, 34]. 
Полісахарид насіння льону складається з двох основних фракцій: нейтрального арабіноксилану (75%) і кислого рамногалактуронану (25%). Арабіноксилан складається в основному з ксилози, арабінози та галактози, а рамногалактуронан складається з L-рамнози, D-галактози, D-галактуронової та L-фукозної кислот. Існують значні варіації у складі моносахаридів.  Аналіз хімічного складу слизу насіння льону із різних генотипів показав, що слизу насіння льону із жовтого насіння має нижчий вміст галактуронової кислоти (13–16%) і рамнози (12–14%), тоді як вищий вміст нейтральних цукрів, таких як ксилоза (39–48%) на відміну від слизу насіння льону, отриманого з коричневого насіння [33, 34].
Найбагатшими вітамінами, що входять до складу насіння льону, є токофероли (α-, β- і γ-форми) і ніацин. Інші біоактивні сполуки насіння льону належать до класу фенольних сполук, включаючи лігнани, флавоноїди та фенольні кислоти кислот [33, 34]. 
Зокрема, насіння льону є найбагатшим дієтичним джерелом попередників лігнану.  Основним попередником лігнану, який міститься в насінні льону, є секоізоларицирезінол диглюкозид. Секоізоларицірезинолу диглюкозид (SDG) є переважаючим лігнаном у лляному насінні з незначною кількістю пінорезинолу та матаірезинолу (MAT). Чотири фенольні кислоти, виявлені в порошку знежиреного насіння льону, це ферулова кислота (10,9 мг/г), хлорогенова кислота (7,5 мг/г), галова кислота (2,8 мг/г) і сліди 4-гідроксибензойної кислоти. Основними флавоноїдами льону є флавонові С- та О-глікозиди кислот. Льон олійний використовується в різних формах, найпоширенішими з яких є ціле насіння льону, мелене насіння льону та лляна олія [33, 35, 36].


1.4 Фази росту льону олійного


Насіння льону складається з трьох основних тканин: диплоїдного зародка та триплоїдного ендосперму як продуктів подвійного запліднення, а також материнської тканини оболонки насіння. Товсті, прозорі та крихкі покриви заплідненої семязачатка диференціюються в тонку, темну та захисну насіннєву оболонку під час розвитку насіння. До пізньої стадії сім’ядолі більшість клітин ендосперму витрачається, залишаючи тонкий шар ендосперму на внутрішній стінці насіннєвої оболонки дозріваючого насіння [37].
Охарактеризовані стадії росту Linum usitatissimum L. були складені єдиною міжнародною системою BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt and CHemical industry). Окремі фенологічні стадії кодуються однаково для всіх видів одно- та дводольних рослин і показують характеристики та стадії розвитку окремих частин рослини [38].
У льону виділяють наступні фенологічні фази: а) сходів чи сім’ядоль; б) “ялинки”; в) бутонізації; г) цвітіння, д) стиглості. За зовнішнім виглядом рослини і по швидкості росту фази легко розрізняються (рис.1.4) [39].
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Рисунок 1.4 – Фази росту льону [10]

У фазі сходів льон має лише сім’ядольні листочки і невелику бруньку, з якої потім розвивається стебло з листками, квітками і плодами. Цей період характеризується появою сім’ядольних листків на поверхні землі на 4 – 6 день після сівби.  У фазі “ялинки” лляна рослина досягає висоти 5–10 см і має декілька (5–6) пар справжніх листочків. Сумарна тривалість фази сім’ ядольних листочків і фази “ялинки” складає приблизно 15 днів і більше. Ці фази характеризуються відносно повільним темпом росту рослини у висоту, проте швидко розвивається коренева система.  Після фази “ялинки” настає період швидкого росту (його іноді називають фазою швидкого росту, або фазою максимального приросту). У цей період, що продовжується й у фазі бутонізації, приріст льону у висоту досягає 3–6 см на добу. У фазі цвітіння приріст льону у висоту значно уповільнюється і по закінченні цвітіння зовсім припиняється. Фаза стиглості характеризується швидким одерев’янінням тканин стебла, що продовжується до повного дозрівання насіння. Період достигання льону характеризується чотирма ступенями стиглості [39, 40]: 
-зелена стиглість рослин, коли насіннєві коробочки льону повністю сформовані, мають зелений колір, проте 25–35% коробочок мають насіння недостатньо виповнене; 
-рання  жовта  стиглість,  коли  насіння добре  сформоване,  у  65–75%  жовто-зелених коробочок насіння бліде з жовтим носиком, а решта коробочок –з жовтим насінням; лише окремі коробочки зелені із зеленим насінням й бурі із коричневим; 
-жовта  стиглість,  коли  50%  жовтих коробочок  мають  жовте  насіння,  а  друга половина коробочок –бурі й жовто-зелені; 
- повна  стиглість,  коли  всі  насіннєві коробочки  на  рослинах  бурі  й  сухі;  насіння коричневе та сухе.
За багаторічними даними Центрального інституту прогнозів, середня тривалість міжфазних періодів у льону становить: від посіву до сходів 8–11 днів; від сходів до цвітіння 44–48 днів від цвітіння до дозрівання – 30 днів, а всього від посіву до стиглості 85–95 днів. Тривалість періоду від посіву до дозрівання залежить від сортових особливостей та абіотичних факторів [39].


1.5 Агротехніка вирощування льону олійного


Льон олійним є відмінним попередником в сівозміні для різних культур. Проте, кращими попередниками для самого льону є озимі зернові культури, зернобобові, бобово-злакові суміші, баштанні, картопля, просапні культури та кукурудза. До поганих попередників можна віднести ріпак, рицину, соняшник, а також і сам льон, через засмічення падалицею. Таке засмічення призводить до ураження рослин фузаріозом. Загалом, подальше висадження льону олійного на тій самій ділянці, де він зростав, можливо принайми не менше ніж через 5 років [7, 41].
Серед ранніх ярих олійних культур, льон є найурожайнішим. Його врожайність сягає понад 2 т/га. Через короткий вегетаційний період скорочуються ризики на недоотримання врожаю від несприятливих погодних умов, а також це гарантія отримання прибутку від реалізації, яку можливо провести раніше [42, 43].
За вирощування льону олійного необхідно використовувати тільки лише районовані та перспективні сорти, які адаптовані для конкретних ґрунтовох кліматичних умов .  Норма висіву насіння льону та глибина посіву залежать від конкретних умов ґрунту та клімату, а також сортових характеристик [42].
Льон олійний відноситься до рослин, які вимагають тривалого світлового дня, тому він вимагає раннього строку посіву. Однак важливо враховувати ймовірність настання весняних приморозків, які можуть погрожувати посівам. Запізнення з посівом призводить до значного зниження врожайності [42]. 
Льон олійний – культура порівняно холодостійка, хоча і більш вимоглива до тепла, ніж льон-довгунець, особливо у період дозрівання. Насіння його починає проростати за температури 3 ... 5°. а сходи з'являються за температури повітря 6°. Вони витримують також весняні заморозки до мінус З ... 4°С, а рослини двотижневого віку навіть до мінус 6°. Проте під час дозрівання льон олійний потребує температури 20 ... 22°. За хмарної погоди із зниженням температури дозріває повільніше. Вегетаційний період триває 70 ... 115 днів. Сума плюсових температур за цей час має становити 1600 ... 1800°С, що на 300 ... 400°С менша, ніж для зернових культур [44].
Льон олійний ліпше сіяти на чорноземах і каштанових ґрунтах, а на важких глинистих та заболочених і солонуватих ґрунтах сіяти не варто. На утворення однієї тонни насіння він витрачає до 60 ... 70 кг азоту, 15 ... 25 кг фосфору та 40 ... 45 кг калію. На важких за гранулометричним складом рунтах оптимальна кислотність для льону олійного становить рН 6 ... 6,7, на легких – рН 5,5 ... 6,0 [43, 44].
Льон олійний є посухостійкою культурою. Потреба у воді менша, ніж у льону-довгунця. Коренева система відносно малорозвинута, проте характеризується великою всмоктувальною здатністю. Вона постійно росте вглиб і засвоює вологу з глибинних шарів фунту, завдяки цьому має вищу посухостійкість порівняно з рештою культур. Для проростання насіння льону необхідно майже 140% води від власної ваги, тобто значно менше, ніж іншим культурам [44].
В перший період після появи сходів льон росте повільно (2 ... 4 мм за добу), потреба у воді в цей час порівняно невелика. Потреба у воді значно збільшується в період інтенсивного росту стебла, що співпадає з кінцем фази «ялинка» і переходом у фазу бутонізації [44]. 
Найбільшої кількості вологи льон олійний потребує перед початком бутонізації і в подальші два-три тижні, тобто в період цвітіння і утворення коробочок [44].
Вирощування льону олійного в різних регіонах України. Можливість та доцільність вирощування льону олійного в умовах Західного Полісся насамперед визначається біологічними особливостями самої рослини та ґрунтово-кліматичними умовами регіону. Серед особливих територій Західного Полісся є територія Волинської області, де знаходиться велика кількість річок та озер, які формують вологістний клімат території. Підвищена вологість сприяє розвитку стеблової частини рослин льону [45].
Для обробітку льону олійного необхідно використовувати тільки районовані і перспективні сорти. Успішне вирощування льону олійного, в першу чергу, залежить від наявності сортів, адаптованих до умов України. В Інституті олійних культур ведеться ефективна селекційна робота по льону олійному [45].
Лазер  П. Н. та Рудік О. Л. проводили дослідження з вирощування льону олійного в зоні південного степу України. Встановлено, що вирощування льону олійного на зрошенні забезпечує підвищення урожайності насіння на 35% [46].
В Японії було проведено дослідження, як вплив дат посіву та добрива впливали на склад жирних кислот. Дослідження показало, що склад жирних кислот у насінні був найвищим, коли насіння було висаджено 4 грудня та коли використовувалося азотне добриво MEISTER-S9 (MS9). Дослідження також показало, що азотне добриво МАЙСТЕР-15 (М15) негативно вплинуло на жирнокислотний склад насіння [47].
Єгипетські дослідники дослідили молекулярні та біохімічні маркери, пов’язані з толерантністю до засолення льону. Метою роботи є виявлення генетичних маркерів, які сприяють здатності рослини переносити високий рівень засолення, що є важливою ознакою для культур, які вирощуються в посушливих і напівпосушливих регіонах. Вони виявили, що сорти льону Гіза (5, 6 і 7) мали найвищі середні значення для всіх досліджуваних ознак в обох сезонах і в комбінованому аналізі [48].
В напівпосушливих регіонах Китаю при вирощуванні льону застосовують технологію мульчування, що сприяє збереженню та використанню води в ґрунті, регулюванню температури ґрунту, стимулюванню росту та розвитку культур, а також значно підвищує врожайність.  Встановлено, що різні способи мульчування сприяли росту та розвитку льону олійного [49]. 
У Інституті олійних культур та Запорізькому національному університеті проводиться успішна селекційна робота зі створення сортів зимуючого льону [50, 51, 52, 53]. 
Зимуючий олійний льон вирощують у Британії, Франції, Канаді та США. Перші дослідження зі створення морозостійких форм льону почалися у Всесоюзному інституті олійних культур наприкінці 1940-х років. Селекціонери відібрали такі форми льону, які за додаткового утеплення кореневої шийки рослин соломою або тирсою витримували зниження температури до -11°С. Ці форми були перспективними для ранньовесняної сівби, хоча були надто чутливими до заморозків для осінньої сівби. В СРСР цей напрямок розведення не отримало подальшого розвитку [54].
У 2021 році Інститут культур льону НААН України уклав угоду про співпрацю з французькою компанією «Gie Linea Semences de Lin». Також проведено обмін генетичним матеріалом сортів льону. Ці сорти досліджуються в умовах північно-східного Полісся України [55].


1.6 Генні банки льону 


Генні банки як резервуари генетичного різноманіття культурних рослин пропонують чудові можливості для оцінки археологічних знахідок залишків культурних рослин для ідентифікації [56].
У світових генних банках зберігається приблизно 48 000 зразків зародкової плазми льону (рис.1.5). У Канаді світова колекція з приблизно 3500 зразків культурного льону підтримується Генними ресурсами рослин Канади (PGRC). Ця колекція традиційно використовується в селекції льону за допомогою різноманітних традиційних стратегій. У 2009 році в Канаді було започатковано проект Total Utilization Flax Genomics для створення геномних ресурсів для льону та їх застосування до ряду ознак з кінцевою метою покращення льону. Проект TUFGEN розробив численні геномні ресурси, включаючи молекулярні маркери, генетичні карти, фізичну карту та бактеріальні штучні кінцеві послідовності хромосом, експресовані мітки послідовностей і дробовик цілого генома. послідовність. Щоб скористатися перевагами цих інструментів, було зібрано основну колекцію з 407 зразків льону, яка відобразила широту фенотипового різноманіття колекції PGRC [56].
В даний час у всьому світі зберігається 59 786 зразків зародкової плазми L. usitatissimum і 1 129 зразків, що належать до різних диких видів Linum (див. рис.1.5) [57].
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Рисунок 1.5 – Генні банки та інститути, які зберігають основні колекції генетичних ресурсів Linum. 1: NGBGR, Єгипет; 2: EBI, Ефіопія; 3: BG-CNIA, Аргентина; 4: PGRC, Канада; 5: NCRPIS, США; 6: ICS-CAAS, Китай; 7: NGB, ICAR-NBPGR, Індія; 8: AICRP, ICAR-IIOR, Індія; 9: NARO, Японія; 10: BCI, Пакистан; 11: УзНІПІ, Узбекистан; 12: NA, Білорусь; 13: NA, Білорусь; 14: IPGR, Болгарія; 15: ABI, Болгарія; 16: AGRITEC, Чехія; 17: CRI, Чехія; 18: NA, Данія; 19: INRAE-VERSAILLES, Франція; 20: IPK, Німеччина; 21: НОДіК, Угорщина; 22: CREA-CI-BO, Італія; 23: LSFRI, Латвія; 24: LIA, Литва; 25: CGN, Нідерланди; 26: IHAR, Польща; 27: IWNIRZ, Польща; 28: BPGV-INIAV, Португалія; 29: NARDI, Румунія; 30: BRGV, Румунія; 31: SCDA Livada, Румунія; 32: ВІР, Росія; 33: ВНІІЛ, Росія; 34: SVKPIEST, Словаччина; 35: NordGen, Швеція; 36: AARI, Туреччина; 37: ІОК, Україна; 38: IBC, Україна; 39: RBGK, Великобританія; 40: SRUC, Великобританія; 41: NA, Великобританія; 42: SGSV, Норвегія; і 43: AGG, Австралія [57]

Індійський національний генний банк (INGB) при Індійській раді сільськогосподарських досліджень – Національному бюро генетичних ресурсів рослин (ICAR-NBPGR), Нью-Делі, містить близько 2900 зразків. Крім того, 
близько 2942 екземплярів зберігаються Всеіндійським координованим дослідницьким проектом насіння льону, ICAR-Індійський інститут досліджень олійних культур, Хайдарабад, Індія [57].
Українська національна колекція льону Інституту луб’яних культур НААН нараховує 1451 зразків, що походять із 47 країн світу. До складу їх колекції входять 986 зразки льону-довгунця, 240 – межеумка, 92 – олійного та 50 – інших видів. Всі зразки колекції належать до роду Linum (родина Linaceae (D.C.) Dumort), який налічує близько 200 видів, із них господарське значення має культурний льон звичайний – Linum usitatissimum L. [55].
Колекція льону в Канадському національному генбанку (PGRC) є всесвітньою колекцією. Вона складається з 2926 зразків і охоплює весь спектр різноманіття видів і включає багато старовинних місцевих сортів [56].
Універсальний доступ до інформації через уніфіковане ведення записів у системі має важливе значення для сприяння більш широкому використанню генетичних ресурсів у селекційних програмах. За допомогою сучасних інструментів інформаційних технологій зараз створено добре розвинену глобальну мережеву систему за допомогою сумісних наборів даних для полегшення обміну інформацією та виявлення ознак. Огляд оцінки колекцій генбанку Linum за допомогою комплексної феноміки та геноміки для ідентифікації ознак зародкової плазми, що мають відношення до кліматичної стійкості та стійкості, представлено на рис.1.6 [57]. 
Різні методи молекулярних маркерів, такі як RAPD, AFLP, ISSR, SSR та IRAP, використовувалися для оцінки генетичного різноманіття зародкової плазми льону. 
Наявність еталонного генома льону створила можливість виявлення та використання SNP-маркерів, які є у великій кількості та добре розподілені по геному [58].
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Рисунок 1.6 – Комплексний огляд глобальної мережі оцінки, збереження та обміну генетичними ресурсами Linum [57]

Університет штату Північна Дакота проводить програму розведення льону помірного розміру для розробки покращених сортів за допомогою традиційних методів розведення. Щоб пришвидшити процедуру відбору та збільшити щорічний генетичний приріст у програмі застосувують методи селекції за допомогою маркерів та геномної селекції, досліджуючи зв’язок маркера з ознаками за допомогою загальногеномного асоціативного відображення. Для ідентифікації асоціації маркерних ознак зазвичай використовуються підходи кількісних локусів ознак (QTL) і картування асоціацій (AM). Картування QTL виконується шляхом відстеження косегрегації QTL і маркерних локусів у двобатьківських популяціях картування та виявляє області з низькою роздільною здатністю через відносно низькі швидкості рекомбінації при одному схрещуванні [59].


1.7 Генетика льону


Рід Linum належить до сімейства Linaceae, яке включає майже 200 диплоїдних видів, 75 з яких були досліджені за кількістю хромосом; було виявлено, що вони сильно варіюють від n = 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 21, 30, 32, 36, 42 до 43, де переважають n = 9 та n = 15. Культурний Linum usitatissimum і дикий Linum bienne льон мають однакове гаплоїдне число хромосом 15. Філогенетичний аналіз показав, що три еволюційно близькі види L. usitatissimum, L. bienne і L. grandiflorum (n = 8), належать до однієї клади у філогенетичному дереві та мають спільного предка з n = 8. Змінне число хромосом у роду Linum означає подвоєння хромосом у видоутворенні цього таксону, а саме поліплоїдизацію WGD, перегрупування хромосом і можливі випадки анеуплоїдних скорочень або збільшення [58].
Докази в лінії культурного льону та його близьких родичів показують, що він міг зазнати двох подій поліплоїдизації (рис.1.7). Аналіз транскриптомів 11 видів Linum виявив ознаки подій поліплоїдизації з розподілу піків дивергенції паралогів генів, які показали неглибокий пік для п’яти видів (L. hirsutum, L.  perenne, L. leonii, L. lewisii та L. grandiflorum), що належать до однієї клади у філогенії Linum. 
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Рисунок 1.7 – Кладограма різних  видів роду Linum [58]

Результати такого аналізу переконливо свідчать про унікальну подію поліплоїдизації, яка була специфічною для лінії культурного льону  [58]. 
Використовуючи псевдомолекули льону, було ідентифіковано подібний неглибокий пік, що відповідає 23-44 млн років тому, підтверджуючи цю давню подію палеополіплоїдизації. Цікаво, що для L. usitatissimum не було знайдено очевидних доказів цього давнього подвоєння геному. У цих двох незалежних дослідженнях гомологічні гени використовувалися для ідентифікації дубльованих генів і для обчислення Ks, тоді як тут колінеарні блокові гени або синтенії були ідентифіковані на основі псевдомолекул хромосомного масштабу. Це означає, що дубльовані гени, засновані на колінеарних блоках послідовності генома в масштабі хромосом, ефективні для виявлення подій дублювання генома [58].
Урожайність є найважливішою і складною характеристикою сільськогосподарських культур, яка демонструє кореляції з іншими ознаками. У насіння льону врожайність та її компоненти, такі як вага 1000 насінин (TSW), насіння на коробочку (SPB) і коробочки на площу (BPA), кількісно успадковуються та контролюються багатьма генами, на які впливають численні взаємодії з іншими генами та середовищем.  Інші важливі агрономічні ознаки, такі як час цвітіння (FL), висота рослин (PH), розгалуженість рослин (PB) і стійкість до вилягання (LDG), також можуть опосередковано впливати на врожайність через різні фізіологічні механізми, що дозволяє адаптувати фенологію культур і архітектуру рослин до регіональних умов вирощування, таким чином уникаючи втрати врожайності та якості. Оцінка позицій локусів кількісних ознак (QTL) із постійним впливом на врожайність та її компоненти та інші агрономічні ознаки в різних середовищах має центральне значення для селекції за допомогою маркерів (MAS) і, зрештою, для підвищення конкурентоспроможності культури льону [60].
Була створена генетична карта популяції CDC Bethune x G1186/94 RIL на основі маркерів SSR, що охоплюють усі 15 груп зчеплення (LG) льону. Спочатку 47 коричневих і 47 жовтих рекомбінантних інбредних ліній насіння були нанесені на карту за допомогою маркерів SSR. Це призвело до створення каркасної генетичної карти, що містить 83 маркери, що охоплюють загальну генетичну відстань 467,8 cM і 19 LG. Ген LG1 відповідає LG2 опублікованої інтегрованої генетичної та фізичної карти льону і містить локус D на основі аналізу QTL для кольору насіння. Додаткові маркери були розроблені в інтервалі для точного відображення QTL [61].
Найбільш бажані маркери на основі ПЛР, прості повтори послідовності (SSR), були ідентифіковані в насінні льону в кількості кількох сотень до 2011 року. Починаючи з 2012 року, різні дослідницькі групи повідомляли про значно більшу кількість SSR у насінні льону, головним чином завдяки прогресу в технологіях секвенування наступного покоління (NGS). Крім того, для ідентифікації 1574 локусів SSR також використовувався підхід секвенування геному зі зниженим представленням (RRGS) . Нещодавно було ідентифіковано 24 375 мотивів SSR за допомогою повногогеномного сканування генома льону в псевдомолекулярному масштабі для розробки маркерів SSR. З ідентифікованих маркерів SSR поліморфні локуси також були ідентифіковані в різних дослідженнях, які використовувалися для розрізнення сортів льону та насіння льону. Що стосується ресурсів функціональних маркерів, було ідентифіковано 580 маркерів простих повторень послідовності (ReG-SSR), отриманих з регуляторних генів, з генів, що кодують фактор транскрипції, і довгих некодуючих РНК. У дикого виду льону Linum bienne, 44 мікросателітних локуси були ідентифіковані за допомогою геному скимінгу; з яких 16 було використано для генотипування шести популяцій L. bienne [57]. 
У 2012 році була проведена нова збірка послідовності генома льону сорту CDC Bethune, яка, за оцінками, охоплювала 81% геному з 302 Mb ненадлишкових послідовностей. Однак у кількох регіонах на рівні генома спостерігалася неправильна збірка. Цю збірку геному було додатково вдосконалено за допомогою оптичної карти геному BioNano (BNG) CDC Bethune у 2018 році. Уточнені послідовності каркасів і перевірка фізичної карти на основі BAC були виконані з наступним створенням каркасів контигів BNG до суперконтигів BNG. Потім ці суперконтиги BNG були призначені 15 хромосомам насіння льону за допомогою генетичних карт. Ці псевдомолекули складали 316 Mb послідовностей, що охоплювали 97% анотованих генів [17]. 
Пластидний геном L. usitatissimum секвенували та збирали, показуючи типову кільцеву молекулу ДНК довжиною 156 721 bp. Зібраний пластидний геном показав загалом 109 унікальних генів, 2 псевдогени, 176 SSR, 20 тандемних повторів і 39 розсіяних повторів [57].
Ці сукупності послідовних геномів були б цінними ресурсами для подальшого точного картографування причинно-наслідкових генетичних варіантів, точного позиціонування маркерів і, отже, для геноміки/маркерної селекції насіння льону [57].
У роботах Ю. О. Махно визначали успадкування білкових компонентів у гібридних насіннях шляхом електрофорезу у поліакриламідному гелі запасних білків льону олійного. Результати досліду показали, що у гібридів другого та третього покоління спостерігається ядерне успадкування в певних зонах за домінантним типом, а також ципоплазматичне успадкування білкових компонентів у інших зонах спектрах комбінацій схрещувань. Встановлено, що електрофоретичний спектр гібридів білків є сумою білків, властивих обох батьківських форм [62].
O.Y. Yurkevich дослідив метафазні розкиди хромосом, які були відібрані для аналізу відповідно до принципів, визначених раніше для хромосом малого розміру. У каріотипах хромосоми ідентифікували відповідно до розробленої раніше цитологічної класифікації L. Usitatissimum . Каріотипи всіх досліджених сортів складалися з 30 метацентричних хромосом малого розміру (1–3 мкм). Патерни DAPI-banding дозволили ідентифікувати гомологічні пари хромосом у всіх досліджуваних каріотипах Було сконструйовано гени рДНК і CesA  [63].
Флуоресцентний аналіз гібридизації in situ показав подібний розподіл сайтів 26S рДНК у всіх досліджених. Було виявлено один поліморфний (за розміром) сайт 26S рДНК у вторинній області перетяжки сателітної хромосоми 1 (згідно з цитологічною класифікацією), що включає регулюючі хромосомні ділянки. Локуси 5S рДНК були виявлені в проксимальній частині довгого плеча хромосом 3 (3L1.3) і 8 (8L1.3), а також у дистальному кінці короткого плеча хромосоми 13 (13S1.3) у каріотипах досліджуваних сортів [63].


1.8 Молекулярно-генетичні дослідження рослин


Молекулярні дослідження – це методи, що фокусуються на аналізі біологічних молекул для розуміння їх структури, функцій, взаємодій та ролі у життєвих процесах. Основні напрямки молекулярних досліджень включають вивчення ДНК та РНК, за допомогою методів їх виділення, методів полімеразної ланцюгової реакції, секвенування, гібридизації, спектрофотометрії, електрофорезу тощо. 
Процес виділення ДНК це перший крок в роботі. Для цього використовують різні методи, включаючи механічне руйнування тканин, обробку хімічними реагентами, наприклад, детергентами та ферментами для руйнування клітинних стінок та мембран, а токож очищення ДНК від білків і інших забруднень. Такий процес служить метою отримання чистої та якісної ДНК, придатної для подальших молекулярних аналізів [64]. 
Одна з методик виділення ДНК льону базується на виділення ядерних білків із оболонок насіння льону. Автори використовували один комерційний набір (CelLytic PN для набору для виділення ядер рослин із листя, Sigma). Протокол роботи [64]:
Лізис клітин. Оболонки насіння подрібнювали в рідкому азоті та інкубували в 100 мМ цитратно-фосфатному буфері рН 4,8, що містить 1 од.мл -1 Macerozyme протягом 1 години при 25°C.
Виділення ядер. Після центрифугування при 8000 g протягом 10 хвилин при 4°C осад ресуспендували в буфері для гомогенізації рН 8,5, що містив 0,44 М сахарозу, 2,5% (мас./об.) Ficoll 400, 5,0% декстран 40, 25 мМ трис-HCl (pH7. 6) 10 мМ MgCl 2 , 10 мМ β-меркаптоетанол, 0,5% (об./об.) Triton X100 і 1% (мас./об.) PVPP, 2% (мас./об.) PEG-8000 і 1% (об./об.) коктейль інгібіторів протеази для рослин (PIC; Sigma P9599), фільтрують двічі через подвійну сітку фільтра 100 мкм (Sigma) і центрифугують при 2000 g протягом 5 хвилин при 4°C.
Ядерний лізис. Осад двічі промивають у розчині, що містить 25 мМ Tris (pH 8,5), 5 мМ MgCl 2 , 2% (об./об.) гліцерину, 10 мМ β-меркаптоетанолу та 1% (об./об.) PIC), і ресуспендують у високій температурі. сольовий буфер (20 мМ HEPES (pH 7,5), 25% (об./об.) гліцерину, 0,42 М NaCl, 1,5 мМ MgCl 2 , 0,2 мМ EDTA, 0,5 мМ DTT і 1% (об./об.) PIC), суміш залишають при 4°C на 40 хвилин і час від часу перемішують. Після центрифугування при 8000 g протягом 10 хвилин при 4°C осад ресуспендували в буфері з низьким вмістом солі (20 мМ HEPES (рН 7,8), 20 мМ KCl, 1,5 мМ MgCl 2 , 0,5 мМ DTT, 25% гліцерину та 1 % (об./об.) ПОС).
Очищення ядерного білка. Потім ресуспендований осад піддавали етапу очищення на основі фенолу: додавали 1 мл Тризолу (розчин гуанідію ізотіоціанат-фенол-хлороформ) і перемішували піпетуванням. Потім цей розчин енергійно перемішували протягом 20 хвилин при 4°C для подальшого ядерного лізису та солюбілізації ядерних білків. Після 5 хвилин інкубації при кімнатній температурі додавали 0,2 мл хлороформу, суміш перемішували протягом 15 секунд та інкубували 5 хвилин, щоб розділити фази центрифугуванням при 12000 g протягом 15 хвилин при 4°C. Верхню фазу, що містить РНК, видаляли, а ДНК осаджували додаванням 0,3 мл абсолютного етанолу. Фазу фенол/етанол обережно змішували, інкубували 3 хвилини при кімнатній температурі та центрифугували при 2000 g протягом 5 хвилин при 4°C для осадження залишкової ДНК. Супернатант переносили в нову пробірку для подальшого осадження ядерних білків шляхом додавання 1,5 мл 100% ізопропанолу. Після 15 хвилин інкубації при кімнатній температурі ядерний білок осадили центрифугуванням при 15 000 g протягом 15 хвилин при 4 °C, а потім ресуспендували в 1 мл буфера для зберігання (20 мМ трис рН 7,5, 1 мМ EDTA, 1 мМ MgCl 2 , 10 мМ KCl, 5% гліцерину). Залишки фенолу та солі видаляли гель-фільтрацією на знесолювальній колонці G-25 Sephadex [64].
Оцінка контамінації цитозольними білками. Наявність забруднюючих білків оцінювали за допомогою аналізу активності алкогольдегідрогенази (АДГ) як показник присутності цитозольного білка.
Специфічну активність АДГ аналізували спектрофотометрично з етанолом як субстратом. Виробництво НАДН з НАД вимірювали за збільшенням поглинання при 340 нм при 25°C. Реакційна суміш містила 0,1 М трис-HCl (pH 9,0), 2 ммоль NAD і 1% (об./об.) етанолу в кінцевому об’ємі 5 мл.
Визначення концентрації білка. Концентрацію білка визначали за допомогою флуорометра та набору Quant-iT Protein Assay Kit (Invitrogen), адаптованого для флуорометра Qubit згідно з протоколом виробника.
Тест зсуву гелю. Аналіз зсуву смуги проводили з використанням нерадіоактивного набору для аналізу Roche Gel Shift відповідно до інструкцій виробника з 10 мкг препарату ядерного білка та 10 нМ міченого 5'-дигоксигеніном дволанцюгового олігонуклеотиду 5'-GAGCATG CTAACCA AAATGT-3', що містить Сайт зв'язування MYB (підкреслений і жирний) присутній в промоторній області гена LuPLR1. Цей олігонуклеотид був синтезований Eurofins MWG Operon. Аналіз проводили при кімнатній температурі протягом 30 хвилин у кінцевому об’ємі 25 мкл у буфері для зв’язування (Roche). Продукти реакції зв’язування розділяли на неденатуруючому 6% акриламід:біс-акриламідному гелі (37,5:1) у буфері з низькою іонною силою (6,7 мМ трис, рН 7,5; 1 мМ ЕДТА, рН 7,5 та 3,5 мМ ацетат натрію) при 4°C. °C. Подальші дії виконувалися згідно з інструкціями виробника набору для аналізу Roche Gel Shift.
Це дослідження описує перший протокол екстракції ядерного білка, оптимізований для оболонки насіння. Він дозволяє ефективно видаляти заважаючі сполуки з кінцевих зразків білків, таким чином забезпечуючи високоякісні екстракти ядерних білків, придатні для досліджень регуляції транскрипції генів. Його використовували для отримання ядерного білка з оболонки насіння льону з мінімальним забрудненням і достатнім виходом [64]. 
ПЦР аналіз використовують для виявлення конкретних генетичних послідовностей, які можуть бути корисними для ідентифікації генетичних варіантів. Цей метод ампліфікації специфічних ділянок ДНК дозволяє отримати велику кількість копій певного фрагменту геному, що досягається шляхом багаторазового нагрівання та охолодження проби [64]. 
Для кожного аналізу ПЛР необхідна наявність матричної ДНК, праймерів, нуклеотидів і ДНК-полімерази. ДНК-полімераза є ключовим ферментом, який зв’язує окремі нуклеотиди разом для утворення продукту ПЛР. Нуклеотиди включають чотири основи – аденін, тимін, цитозин і гуанін (A, T, C, G), які містяться в ДНК. Вони діють як будівельні блоки, які використовуються ДНК-полімеразою для створення кінцевого продукту ПЛР. Праймери в реакції визначають точний продукт ДНК, який потрібно ампліфікувати. Вони служать точкою розширення для ДНК-полімерази [64].
Вищезгадані компоненти змішують у пробірці або 96-лунковому планшеті, а потім поміщають у машину, яка дозволяє повторювати цикли ампліфікації ДНК у три основні етапи. По суті машина є термоциклером. Має термоблок з отворами, в які вставляють пробірки або пластини з реакційною сумішшю ПЛР. Машина підвищує та знижує температуру блоку в окремих, точних і попередньо запрограмованих кроках. Реакційний розчин спочатку нагрівають вище температури плавлення двох комплементарних ланцюгів ДНК цільової ДНК, що дозволяє ланцюгам розділитися, процес називається денатурацією. Потім температуру знижують, щоб дозволити специфічним праймерам зв’язатися з цільовими сегментами ДНК, процес, відомий як гібридизація або відпал. Відпал між праймерами та цільовою ДНК відбувається, лише якщо вони є комплементарними за послідовністю (наприклад, зв’язування A з G). Температуру знову підвищують, у цей час ДНК-полімераза може подовжувати праймери шляхом додавання нуклеотидів до ланцюга ДНК, що розвивається (рис.1.8 а). З кожним повторенням цих трьох кроків кількість скопійованих молекул ДНК подвоюється [65].
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	а) схематичне зображення принципу ПЛР [65]
	б) візуалізація продуктів ПЛР на агарозному гелі [65]
	в) виявлення нуклеотидів у хвилеводі [66]



Рисунок 1.8 – Молекулярні методи дослідження в роботі з льоном олійним
Існує два основні методи візуалізації продуктів ПЛР: (1) фарбування ампліфікованого продукту ДНК хімічним барвником, таким як бромід етидію, який вставляється між двома ланцюгами дуплексу, або (2) мічення праймерів або нуклеотидів ПЛР флуоресцентним кольором. барвники (флуорофори) перед ПЛР-ампліфікацією. Останній метод дозволяє безпосередньо включати мітки в продукт ПЛР. Найпоширенішим методом аналізу продукту ПЛР є використання електрофорезу в агарозному гелі, який розділяє продукти ДНК на основі розміру та заряду. Електрофорез у агарозному гелі є найпростішим методом візуалізації та аналізу продукту ПЛР. Він дозволяє визначити наявність і розмір продукту ПЛР (рис.1.8 б). Попередньо визначений набір продуктів ДНК із відомими розмірами одночасно запускається на гель як стандартизовані молекулярні маркери, щоб допомогти визначити розмір продукту [65].
Також одним з найважливіших молекулярним методом визначення послідовностей нуклеотидів в молекулі ДНК є секвенування. Це може бути виконано за допомогою метода Сегнера або високопродуктивного секвенування (next-generation sequencing, NGS). 
Найпоширенішою технологією третього покоління є, ймовірно, платформа одномолекулярної реального часу (SMRT) від Pacific Biosciences, доступна на машинах PacBio. Під час циклів SMRT відбувається полімеризація ДНК у масивах мікрофабрикованих наноструктур, званих хвилеводами нульового режиму (ZMW), які, по суті, являють собою крихітні отвори в металевій плівці, що покриває чіп. Ці ZMW використовують властивості світла, що проходить через отвори з діаметром, меншим за його довжину хвилі, що спричиняє його експоненціальне загасання, освітлюючи виключно саме дно колодязів. Це дозволяє візуалізувати окремі молекули флуорофора поблизу дна ZMW. Осадження окремих молекул ДНК-полімерази всередині ZMW поміщає їх всередину освітленої області (рис.1.8 в): шляхом промивання бібліотеки ДНК і флуоресцентних dNTP можна відслідковувати подовження ланцюгів ДНК окремими нуклеотидами в режимі реального часу, оскільки включений флуоресцентний нуклеотид – і лише ці нуклеотиди – забезпечить флуоресценцію, яку можна виявити, після чого барвник відсікається, припиняючи сигнал для цієї позиції. Цей процес може секвенувати окремі молекули за дуже короткий проміжок часу. Асортимент PacBio має низку інших переваг, які не є широко поширеними серед інших комерційно доступних машин. Оскільки секвенування відбувається зі швидкістю полімерази, воно створює кінетичні дані, що дозволяє виявити модифіковані основи [66].
Молекулярні дослідження є ключовим напрямком сучасної науки, що відкриває глибоке розуміння механізмів функціонування живих організмів на рівні окремих молекул. Завдяки передовим методам, таким як виділення та аналіз ДНК, ПЛР, секвенування, генна інженерія та біоінформатика, вчені можуть досліджувати структуру, функції та взаємодію біологічних молекул. 
Таким чином, молекулярні дослідження не тільки поглиблюють наше розуміння біологічних процесів, але й мають значний вплив на медицину, біотехнології та сільськогосподарську науку, сприяючи покращенню якості життя та вирішенню глобальних проблем.















2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1.   Матеріал дослідження


[bookmark: _GoBack]Об’єктом для проведення молекулярних досліджень обрали льон олійний. У ході роботи були використані зразки інституту олійних культур НААНУ та Даремського університету. В першу чергу пріоритетними зразками були вихідний сорт Ціан та його мутантні форми М12, М23, М24, М80 ІОК НААНУ. Серед вітчизняних зразків також досліджувалися сорти Zaporizhzhya, Linsum, Solnechny, Vodnyk, Sideral, L. grandiflorum. Серед зразків Даремського університету обрали NPR, 847, 1090, 783, 2153, 286. 


2.2.  Лабораторні методи дослідження


Робота проходила в декілька етапів:
1. Виділення ДНК з сім’ядольних або молодих листків льону олійного;
2. Перевірка концентрації виділеної ДНК методом спектрофотометрії;
3. Перевірка розподілу молекул ДНК методом електрофорезу;
4. Створення бібліотеки льону олійного.
MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit – це метод, який використовується для швидкої та ефективної очистки ДНК з різного рослинного матеріалу. Він відрізняється від традиційного виділення ДНК за рахунок усунення використання екстракції фенол/хлороформа або осадження спиртом. За дану функцію відповідають магнітні кульки MagMax, які мають високу здатність до зв’язування ДНК. Отримана чиста ДНК (без білків, без нуклеаз та інших забруднювачів або інгібіторів) є високоякісною для великої кількості подальших застосувань [68]. 
Головний інструмент в цьому методі – це магнітний стенд, який використовується для утримання магнітних кульок у рідині під час ізоляції нуклеїнових кислот. Після додавання кульок до проби та змішування, магнітний стенд забезпечує їх фіксацію в рідині шляхом створення магнітного поля. Це дозволяє відокремити магнітні кульки разом із зв’язаними з ними молекулами ДНК, що легко видаляються шляхом відсмоктування чи осадження рідини [69]. Для виділення ДНК рослинний матеріал попередньо висушують у сушильній шафі від 2 до 3 годин або залишають попередньо на 12 годин на ніч при кімнатній температурі. Далі робота здійснюється за наступним  протоколом: 
I. Приготування промивного розчину:
1. Додати 135 µL 96-100% етанолу до концентрата розчину 1 і написати дату на пляшці.
2. 180 µL 96-100% етанолу до концентрованого розчину 2, підписати пляшку.
II. Підготовка рослинного матеріалу та виділення супернатанту:
1. Добре ресуспендуйте кульки для зв’язування ДНК на вортексі.
2. Розітріть матеріал у пробірці (1,5 мл) товкачем і додайте трохи піску (рис. 2.1 а).
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Рисунок 2.1 – а) приготування витяжки з сім’ядольних листків льону; б) додавання до матеріалу буфера лізісу А; в) додавання буфера лізісу В 
3. Додайте до рослинної витяжки 350 µL буферу Лізису А. Ще раз розітріть товкачем і перемішати на вортексі 10-15 секунд (рис. 2.1 б).
4. Додайте 50 µL буферу Лізису В і 20 µL RNAse A, потім вортекс 10-15 секунд (рис. 2.1 в).
5. Інкубувати при 65˚С 10 хвилин з закритою кришкою. Коли пройде 5 хвилин струсити пробірки і продовжити інкубувати (рис. 2.2 а). 
6. Доцентрифугуйте в маленькій центрифузі, щоб осіла рідина.
7. Додайте 130 µL Presipitation Solution, потім потрусіть в руках і поставте в лід на 5 хвилин (рис. 2.2 б, в).
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Рисунок  2.2 – а) інкубація витяжки; б) додавання розчину Presipitation Solution; в) охолодження рослинного матеріалу

8. Центрифугуйте 5 хвилин при 13200 оборотів (рис. 2.3 а).
9. Далі 400 µL супернатанту перенесіть до чистих пробірок 1,5 мл (рис. 2.3 б).
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Рисунок 2.3 – а) центрифугування зразків; б) перенесення готового супернатанту до чистих пробірок

III. Зв’яжіть ДНК з кульками:
1. Додайте до готового 400 µL рослинного лізату 25 µL кульок для зв’язування (рис. 2.4 а);
2. Додайте 400 µL 96-100% етанолу, ретельно перемішати суміш на вортексі та про центрифугувати в маленькій центрифузі.
3. Далі ставимо пробірки на магнітну підставку, чекаємо поки розчин стане прозорим і викидаємо супернатант (рис. 2.4 б).
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Рисунок 2.4 – а) додавання до лізато кульок для зв’язування ДНК MagMax;   б)  викидання зайвого супернатанту
IV. Змийте ДНК на намистинках:
1. Знімаємо з магнітної підставки пробірку з кульками і наливаємо 400 µL промивного розчину. Мішаємо на вортексі та ставимо в маленьку центрифугу. Далі переносимо на магнітну підставку, чекаємо поки розчин стане прозорим і викидаємо супернатант (рис. 2.5 а, б).
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Рисунок 2.5 – а) перший етап промивання рослинного матеріалу; б) другий етап промивання; в) інкубування для виділення залишків промивного розчину

2. Інкубуйте пробірки з відкритою кришкою протягом 10 хвилин при температурі 35˚С (рис. 2.5 в).
V. Етилювання ДНК:
1. Додаємо 150 µL буфера для елюції до кульок (нуклеазна вода), ретельно перемішати на вортексі і в маленьку центрифугу. Щоб осіла рідина. 
2. Поставте пробірки на магнітний стенд і почекайте поки розчин стане прозорим. Готовий супернатант (готове ДНК) перенесіть до нових чистих пробірок 1 мл. 
3. Виділення ДНК закінчено.
Після отримання чистої виділеної ДНК проводили її аналіз методом електрофорезу та спектрофотометрії відповідно до протоколів.
Гель-електрофорез здійснювали за наступною методикою:
1) Приготування 25 мл 1,0 % агарозного геля в 0,5 кратному ТВЕ буферному розчині (рис. 2.6 а) (до Ø*25 г агарози додати 25 мл 5 кратного ТВЕ буферного розчину (рис. 2.6 б) і довести до кип’ятіння в мікрохвильовій печі до повного розчинення агарози (рис. 2.6 в). 

[image: ]

Рисунок 2.6 – а) загальна схема отримання агарозного гелю; б) додавання до агарози буферного розчину; в) нагрітий розчин гелю; г) додавання до гелю бромистого етидію

2) Коли гель трохи охолоне треба додати 1,25 µL Ethidium bromide до буферного розчину (рис. 2.6 г). 
3) Підготувати форму для заливки агарозного геля: встановити форму на горизонтальній поверхні, певним чином закріпити над формою гребінку для формування лунок для проб - щоб між зубцями гребінки і дном форми залишалось 1 - 1,5 мм гелю (рис.2.7 а).
4) Обережно вилити розплавлений розчин агарози в підготовану форму для формування геля, уникаючи утворення пухирців біля лунок.
5) Після того, як гель остаточно затвердіє (приблизно 20 хв за кімнатної температури), обережно видалити гребінку й помістити гель на платформі приладу для електрофорезу.
6) Додати 350 мл буферного розчину для проведення гель-електрофорезу – ТБЕ. Шар буферного розчину повинен покривати агарозний гель щонайменше на 1 мм (рис. 2.7 б).
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Рисунок 2.7 – а) встановлення форми для залиття гелем; б) встановлення гелю в установку гель-електрофорезу; в) внесення в першу лунку контроля Hyper Ladder; г) змішування зразків з ДНК з фарбником

7) У першу лунку вноситься контроль Hyper Ladder 2 µL (рис. 2.7 в).
8) У наступні лунки одна за одною треба вносити зразки ДНК змішані з distH2O та Gel Loading dye Purple 6х (фарбник для нанесення на гель без SDS). Робиться це у наступному співвідношенні 2:3:2 µL. Перед нанесенням кожен зразок пропіпетувати і одразу переносити в гель. Змішування робиться на спеціальному папері (рис.2.7 г).
9) Закрити прилад для електрофорезу покришкою та підключити до джерела струму. Встановити відповідні показники сили струму та напруги (показник напруження – 70V. Розділення проб ДНК проводити 20 - 30 хв, спостерігаючи за рухливістю барвників у гелі (рис.2.8 а, б).
10) Помістити гель на ультрафіолетову лампу (трансілюмінатор) із довжиною хвилі 254 нм та сфотографувати в УФ – світлі цифровим фотоапаратом (рис.2.8 в, г).
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Рисунок 2.8 – а) підключення приладу до джерела струму; б) встановлення параметрів електрофорезу (струму та напруження); в) встановлення зразка в систему гель-документування; г) готовий зразок гель-електрофорезу

Для проведення спектрофотометрії ми використовували флуорометр Invitrogen Qubit, який точно та швидко вимірює концентрацію ДНК. Для користування ним необхідний набір QuantiFluor dsDNA, який містить флуоресцентний барвник, який дозволяє чутливо кількісно визначити невелику кількість дволанцюгової ДНК (dsDNA) у розчині [70]. Протокол:
1) В кожній пробірці повинно бути по 200 µL. В залежності від кількості досліджень ДНК робимо розрахунки. Наступне дослідження розраховано на 6 пробірок (2 пробірки контроль, 4 – досліджувані ДНК).
2) 200 µL * 6 (кількість пробірок) = 1200 µL
3) Робимо суміш на 6 пробірок для спектрофотометрії (1 мл) в одній великій пробірці (1,5 мл). 1200 : 20 (постійне число) = 60 µL (Буфер ТЕ20х)
1200 – 60 = 1140 µL (Nuclease free water) (рис. 2.9 а)
Перемінаши суміш на вортексі і поставити в маленьку центрифугу, щоб осіла рідина (рис. 2.9 в, г).
4) 1200 : 400 (постійне число) = 3 µL. 
Треба відібрати з великої пробірки 3 µL суміші, а потім додати 3 µL dsDNA (попередньо перемішати) (рис. 2.9 б). 
5) Розливаємо суміш з великої пробірки в 6 пробірок для спектрофотометрії (рис. 2.9 д). В таблиці 2.1 наведено співвідношення внесення речовин до 6 пробірок.
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Рисунок 2.9 – а) буфер ТЕ20х та Nuclease free water для створення вихідної речовини; б) флуоресцентний барвник, який специфічно зв’язуються з молекулами dsDNA; в,г) перемішування суміші на вортексі та центрифугування відповідно; д) розподілення суміші на 6 пробірок (2 контроль, 4 зразки ДНК); е) додавання розчину DNA Standart до другого контролю.

Таблиця 2.1 – Співвідношення речовин, за яким здійснюється розподіл контролю та зразків ДНК

	I (контроль)
	II (контроль)
	III
(ДНК)
	IV
(ДНК)
	V
(ДНК)
	VI
(ДНК)

	190 µL
	190 µL
	199 µL
	199 µL
	199 µL
	199 µL

	0,5 µL буфер ТЕ20х + 9,5 µL nucleas free water
	10 µL DNA Standart (рис. 2.9 е)
	1 µL ДНК
	1 µL ДНК
	1 µL ДНК
	1 µL ДНК



Перемішати пробірки на вортексі і процентрифугувати в маленькій центрифузі. Перевіряємо концентрацію ДНК (рис. 2.10 а,б).
Спектрофотометрія дозволяє нам кількісно та точно визначити концентрацію ДНК в досліджуваній рідині задля створення повноцінної бібліотеки зразків льону олійного.
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Рисунок 2.10 – а) вимірювання концентрації контролю; б) вимірювання концентрації зразків ДНК

Обираючи найкращий визначений нами біологічний матеріал за найвищою точкою концентрації (заглом від 30 і більше ng/ µL), ми можемо перейти до збирання бібліотеки усіх визначених зразків.
В умовах лабораторної роботи нам вдалося досягти усих бажаних результатів для створення бібліотеки ДНК. Ми викристали найбільш відомі методи роботи такі як:
1) виділення ДНК методом MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit, який дозволив нам швидко та без втрат виділити спадковий матеріал льону олійного у чистому вигляді. За місяць роботи нам вдалося оцінитити 17 зразків льонуі на різних етапах їхнього росту та розвитку;
2) метод горизнтаьлного електрофорезу – завдяки якому нам вдалося дслідити білкові фракції льону олійного за їхньою концентрацією;
3) метод спектрофотометрії, який безпосередньо визначив концентрацію кожного зразку льону у дослідній пробі. Цей метод досить швидкий і за одну процедуру ми могли дослідити 8 зразків одночасно. Концетрація значно відрізнялася у різних біологічних зразках залежно від етапу розвитку, тому дану роботу ми могли проводити двічі чи тричі;
4) створення бібліотеки – більш довготривалий метод і займає приблизно 2 дні роботи.
2.3 Статистичні методи


При проведенні експериментів і наукових спостережень виникає необхідність у виявленні таких закономірностей, що звичайно сховані випадковою формою свого прояву. Для надійності наукових рекомендацій потрібно визначити вірогідність результатів тих досліджень, на основі яких даються рекомендації. Ці задачі вирішують математичний аналіз, використання досягнень сучасної біометрії – науки про способи застосування принципів й методів теорії ймовірності і математичної статистики в біології [67].
Практично в більшості біологічних експериментів досить розрахувати середню арифметичну [67]. 
Середню арифметичну можна вирахувати у всіх випадках за формулою [67]: 
 ,                                                      (2.1)

де x – варіанти досліду, 
n – обсяг групи або числа спостережень в досліді. 
Середня величина одним загальним показником характеризує всю групу в цілому і тому зовсім не враховує розмаїтість об'єктів по досліджуваній ознаці. Розходження ці іноді дуже великі, але іноді майже не помітні. Основний показник розмаїтості значень ознаки у групі – середнє квадратичне відхилення σ. Сигму використовують і як самостійний показник, і як основу для утворення багатьох інших показників біометрії: коефіціенту варіації, помилок репрезентативності, коефіціентів кореляції і регресії, елементів дисперсійного аналізу й інших [67]. 
Обчислюють сигму за наступною формулою [67]: 
                                                 (2.2)

Для вирішення питання чи є ця різниця статистично достовірною, тобто є не випадковою, а закономірною за виявлених характеристик груп найбільш часто застосовують оцінку достовірності різниць між групами за методом Стьюдента. Для цього визначається критерій достовірності різниці за формулою: 
   ,                                            (2.3)
де 1 і 2  – середні значення в групах, 1 і 2 – помилки репрезентативності в групах [67].
Обчислений критерій t порівнюється зі стандартним (табличним) значенням критерія Стьюдента tst для n = n1 + n2 - 2, де n1 та n2 – кількість вимірів у групах [67].
Якщо вирахуваний критерій t більший стандартного значення критерію Стьюдента tst для р<0,05, це означає, що різниця між групами є достовірною з вирогідністю 95%. Якщо t< tst  для р<0,01, різниця достовірна з вирогідністю 99%, якщо t< tst  для р<0,001, різниця достовірна з максимальною вирогідністю 99,9% [67].
12
У випадку, якщо t > tst – це означає, що за цією різницею між групами не можна зробити висновок про наявність чи відсутність достовірної різниці між групами (потрібні додаткові дослідження) [67].










РОЗДІЛ 3. ЕКСПЕРЕМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Отримання рослинного матеріалу для молекулярно-генетичних досліджень льону олійного


Для проведення молекулярно-генетичних досліджень льону олійного і створення ДНК-бібліотеки, нами вирощувалися рослини льону у тепличних умовах при контрольованій оптимальній вологості та температурі 27˚С на базі Даремського університету (м. Дарем, Великобританія). Насіння для проведення досліду було привезено із Запоріжжя, Україна.
Було вирощено сімнадцять українських генотипів льону. Насіння сіяли по шість штук у 1 горшик, для кожного сорту використовували по 2 горщика (рис. 3.1 а). Висівання проводили у 2 терміни (рис. 3.1 б). Перший посів відбувся 05.02.2024 року. Другий посів проходив 19.02.2024. 
Перші сходи в обох випадках отримано на четверту добу. Результати вимірюваннь морфометричних показників фіксували протягом кожних двох тижнів (табл. 3.1). 
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Рисунок 3.1 – а) схема висівання рослин льону по 6 штук на горщик; б) різниця у фазах розвитку рослин при різних термінах посіву
Таблиця 3.1 – Морфометричні показники досліджуваних зразків льону

	Генотип
	Висота, 
см
	Кількість пар листків, шт.
	Генотип
	Висота, 
см
	Кількість пар листків, шт.

	І посів перше вимірювання 19.02.2024
	ІІ посів перше вимірювання   04.03.2024

	Tsian (к)
	9,1 ± 0,33
	6,2 ± 0,11
	M-80
	3,1 ± 1,98*
	3,1 ± 0,78*

	Linsum
	6,3 ± 0,5
	5,1 ± 0,21
	Aurora
	3,2 ± 0,28*
	3,1 ± 0,45*

	M-80
	4,4 ± 0,29
	3,1 ± 0,15
	Zaporizhzhia
	5,1 ± 0,64*
	4,7 ± 0,30*

	Aurora
	4,1 ± 0,99
	4,1 ± 0,88
	Vodnyk
	2,7 ± 0,24*
	2,8 ± 0,48*

	Zhyvynka
	7,1 ± 0,57
	5,9 ± 0,23
	Solnechny
	8,9 ± 0,39
	6,1 ± 0,04

	M-23
	9,1 ± 0,22
	6,6 ± 0,22
	Sideral
	6,6 ± 0,56*
	6,1 ± 0,26

	Solnechny
	8,3 ± 0,44
	5,5 ± 0,20
	L.
grandiflorum
	3,5 ± 0,16*
	3,3 ± 0,21*

	Sideral
	6,6 ± 0,72
	5,7 ± 0,33
	–
	–
	–

	M-12
	9,1 ± 0,22
	6,1 ± 0,18
	–
	–
	–

	M-24
	8,1 ± 0,29
	6,4 ± 0,26
	–
	–
	–

	І посів друге вимірювання 04.03.2024
	ІІ посів друге вимірювання   19.03.2024

	Tsian (к)
	21,4 ± 0,39
	18, 9 ± 0,26
	M-80
	13,5 ± 0,46*
	13,1 ± 0,72* 

	Linsum
	12,9 ± 2,25
	18,1 ± 0,81
	Aurora
	10,3 ± 0,99*
	13,8 ± 1,32

	M-80
	16,4 ± 0,54
	18, 1 ± 0,74
	Zaporizhzhia
	16,1 ± 0,90*
	18,6 ± 1,13

	Aurora
	14,9 ± 1,86
	17,1 ± 1,71
	Vodnyk
	7,8 ± 1,94*
	10,8 ± 2,63*

	Zhyvynka
	20,1 ± 0,94
	19,6 ± 0,92
	Solnechny
	20,4 ± 0,58
	21,5 ± 0,20*

	M-23
	21,3 ± 0,42
	20,1 ± 0,28
	Sideral
	18,4 ± 1,14*
	21,3 ± 0,49*

	Solnechny
	24,3 ± 0,42
	22,1 ± 0,31
	L.grandiflorum
	13,1 ± 0,38*
	13,3 ± 0,42*

	Sideral
	20,8 ± 1, 17
	20,3 ± 0,33
	–
	–
	–

	M-12
	19,3 ± 0,36
	20,4 ± 0,15
	–
	–
	–

	M-24
	21,1 ± 0,52
	20,5 ± 0,16
	–
	–
	–


Примітка: * відмінності між генотипами суттєві  при Р ˂ 0,05, 0,01 

У таблиці 3.1 представлено два блоки: перший – це генотипи висіяні 05.02.2024 , а другий – 19.02.2024. У тепличних умовах не всі зразки льону проявили екологічну пластичність. Наприклад, генотипи L. grandiflorum, Vodnyk, Aurora, М-80 мали нижчі показники розвитку. Ми вважаємо, що причиною цьому є генотипові особливості розвитку на ранніх етапах, та, імовірно особливості штучного освітлення. Генотипи Tsian, Solnechny, М-23 показали найбільші показники висоти, що свідчить про їх активний ріст у цей період.  
Відміності між генотипами вказують на генетичну різноманітність, що впливає на швидкість розвитку їхнього листкового апарату. Так, Sideral і Zhyvynka мають близькі показники появи кількості листків у різні періоди.
Хоча існують певні відмінності в показниках між першим та другим строками посіву, для більшості генотипів вони є незначними. Використовуючи критерій Стьюдента, ми визначили відмінності між дослідом та контролем (табл. 3.1).  Якщо порівнювати розвиток рослин одного генотипу у різні дати посіву, то можна зазначити, що більшість генотипів мали близькі значення морфометричних показників росту. На нашу думку, це свідчить про високу стабільність досліджуваних генотипів і їх генетичну чистоту. 
Крім рослин, вирощених з насіння привезеного із Запоріжжя, ми використовували для досліду молоді листки з дорослих рослин льону у фазі бутонізації, які на цей період росли в теплиці. Це генотипи NPR, 1090, 847, 783, 2153, 286. 
Таким чином, було відпрацьовано методику вирощування рослин льону олійного в умовах теплиці в два терміни для отримання рослинного матеріалу, необхідного при молекулярно-генетичних дослідженнях. 


3.2 Отримання ДНК необхідної концентрації з різних зразків рослинного матеріалу


Для виділення ДНК ми відпрацьовували два варіанти зразків рослинного матеріалу: перший – з сім’ядольних листочків; другий – з молодих листків після шести тижнів росту (табл. 3.2). Для створення ДНК-бібліотеки і подальшого аналізу зразків серед визначених показників концентрації ми обирали найкращу спробу з більш високою концентрацією. 

Таблиця 3.2 – Визначення концентрації виділеної ДНК в різних зразках льону олійного

	Генотип
	З сім’ядольних листочків, ng/µL, А
	Після вакууму, ng/µL, В
	З молодих листків, ng/µL, С
	Після вакууму, ng/µL, D

	Tsian
	8,8 ± 0,35 
	46,0 ± 0,21*
	28,4 ± 0,25#
	43,4 ± 0,18*

	M-12
	6,8 ± 0,21
	38,2 ± 0,36*
	30,2 ± 0,34#
	83,0 ± 0,23

	M-23
	6,2 ± 0,27
	13,5 ± 0,22*
	10,9 ± 0,41#
	37,8 ± 0,36*

	M-24
	4,2 ± 0,38
	19,1 ± 0,34*
	31,6 ± 0,33#
	60,2 ± 0,27*

	M-80
	5,9 ± 0,22
	29,8 ± 0,32*
	33,4 ± 0,28#
	60,2 ± 0,33*

	Zaporizhzhya
	6,7 ± 0,31
	41,8 ± 0,25*
	13,9 ± 0,31#
	50,6 ± 0,22*

	Linsum
	8,2 ± 0,24
	36,8 ± 0,22*
	11,8 ± 0,24#
	63,6 ± 0,34*

	Solnechny
	14,3 ± 0,34
	38,8 ± 0,26*
	27,0 ± 0,22#
	45,2 ± 0,29*

	Vodnyk
	10,5 ± 0,25
	18,7 ± 0,19*
	70,5 ± 0,43#
	-

	Sideral
	3,8 ± 0,23
	29,2 ± 0,27*
	34,8 ± 0,29#
	59,4 ± 0,19*

	L.grandiflorum
	2,9 ± 0,29
	31,2 ± 0,24*
	13,2 ± 0,36#
	40,6 ± 0,25*

	рослини у фазі бутонізації були надані англійською стороною

	NPR
	–
	74,5 ± 0,33
	–

	1090
	–
	17,0 ± 0,44
	50,4 ± 0,19*

	847
	–
	32,6 ± 0,38
	77,0 ± 0,26*

	783
	–
	61,4 ± 0,44
	–

	2153
	–
	60,6 ± 0,24
	–

	286
	–
	64,2 ± 0,28
	–


Примітки: – #відмінності між варіантами А та С суттєві при Р ˂ 0,001; 
                                * відмінності між варіантами А та В й C та D суттєві при Р ˂ 0,001


Визначення концентрації ДНК даремських зразків проводилося тільки з молодих листочків, через те, що ці рослини вже були на стадії бутонізації. Результати, які наведенно в колонці «після вакууму» отримано, після підвищення концентрації шляхом випаровування зайвої води з відкритих пробірок під час вакуумного центрифугування. Таким заходом ми домагалися підвищення концентрації ДНК, якщо концентрація попередньо виділеної ДНК була низькою.
Як можна бачити з отриманих даних, концентрація ДНК у сім’ядольних листочках була у кілька разів нижчою, ніж у молодих листочках. Значення концентрації знаходилися в межах від 2,9 ng/µL у L.grandiflorum до 14,3 ng/µL у Solnechny. Після проведення вакуумного центрифугування концентрація ДНК суттєво підвищилася і складала від 13,5 ng/µL до 46,0 ng/µL. Найвищу концентрацію з сім’ядольних листочків після вакуум 46,0 ng/µL у отримали з сорту Tsian, найменшу 13,5 ng/µL – з М–23.
Що стосується концентрації ДНК з молодих листочків, то її значення знаходилися в межах від 10,9 ng/µL у M-23 до 70 ng/µL у Vodnyk. Після проведення вакуумного центрифугування концентрація ДНК у цьому варіанті також значно підвищилася і складала від 37,8 µL у M-23 до 83,0 ng/µL у M-12.
При виділенні ДНК з молодих листків рослин, які знаходилися у фазі бутонізації, ми виявили , що значення концентрації знаходилися в межах від 17,0 ng/µL у генотипу 1090 до 74,5 ng/µL у NPR. Вакуумне центрифугування також призвело до підвищення концентрації і вона складала від 50,4 µL у генотипу 1090 та 77,0 ng/µL у генотипу 286. 
При отриманні концентрації ДНК вище за 60,0 ng/µL, як у генотипів Vodnyk, NPR, 783, 2153, 286, ми не проводили вакуумне центрифугування, тому що такої концентраціії було достатньо для подальших досліджень.
Ми припускаємо, що виявлені відмінності концентрації ДНК між сім’ядольними та молодими листками можуть бути пов’язані з більшою кількістю вакуолей у сім’ядольних листках, через що вони мають у своєму складі більше домішок. Крім того, молоді листки активніше метабілізують і ростуть, що, імовірно, призводить до підвищеного синтезу ДНК.
Отже, ми виявили, що концентрація ДНК у зразках рослинного матеріалу з молодих листків льону суттєво перевищувала концентрацію ДНК у зразках із сім’ядольних листків. Істотного підвищення концентрації ДНК було досягнуто після вакуумного центрифугування за рахунок випаровування зайвої води з відкритих пробірок. 
Таким чином, нами встановлено, що молоді листки льону, особливо у фазі бутонізації, є кращим матеріалом для виділення ДНК з метою подальшого молекулярно-генетичного аналізу, оскільки вони забезпечують вищу концентрацію ДНК і, відповідно, покращують якість та ефективність аналізу.


3.3 Розробка схеми створення ДНК-бібліотеки льону олійного


Для створення ДНК-бібліотеки отриманих зразків ми використовували набір матеріалів KAPA HyperPlus Kit, який включає повністю автоматизовану фрагментацію та підготовку бібліотеки в одній пробірці. 
Переваги цього методу в швидкості його виконання та якісних результатах. В Даремському університеті дану методику застосовували також для досліджень Arabidopsis thaliana. Використання цього набору значно спростило та пришвидшило процес, дозволяючи ефективно готувати зразки для подальшого молекулярно-генетичного аналізу. Такий підхід забезпечує високу якість та стандартизацію підготовленої ДНК-бібліотеки, що важливо для точності та відтворюваності результатів у дослідженнях.
Для проведення данного етапу роботи нами було розроблено схему створення ДНК-бібліотеки льону олійного, яку наведено на рисунку 3.2.
Розроблена схема створення ДНК-бібліотеки льону включає 7 кроків. Найтривалішим є етап зв’язування з адаптером (16 годин), оскільки цей процес потребує тривалого інкубування для забезпечення ефективного і стабільного приєднання адаптерів до кінців фрагментів ДНК. 
Ампліфікація бібліотеки – процес, який має 8 циклів по 3 хвилини для збільшення кількості фрагментів ДНК з приєднаними адаптерами для подальшого секвенування. 
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Рисунок 3.2 – Розроблена схема створення ДНК-бібліотеки льону олійного з використанням набору KAPA HyperPlus Kit
Загальний час дослідження кожного зразка триває близько 18 годин. Таким чином, процес створення ДНК-бібліотеки є досить тривалим та потребує складної та детальної підготовки.


3.4  Результати створення ДНК-бібліотеки льону олійного


Після того, як було відібрано зразки виділеної ДНК з найвищими показниками концентрації, ми почали створення ДНК-бібліотеки різних генотипів льону олійного. 
Нами було досліджено 17 зразків льону, які ми перевіряли за допомогою аналізу високочутливого D1000 DNA ScreenTape. Завдяки цій методиці можна визначити концентрацію зразків, а також розмір молекул ДНК перед процесом секвенування, щоб впевнитися у якості та точності параметрів створеної бібліотеки. Для аналізу ми перевіряли одночасно по два зраки. 
На отриманих програмою D1000 DNA ScreenTape даних, ми вручну виділили дві області синього та оранжевого кольору з обох сторін бібліотечної лінії. Це дає змогу обчислити розмір бібліотеки в цій області та використовується для нормалізації перед секвенуванням. 
Згідно електрофореграми наведеної на рис. 3.3 (а) показник довжини молекули ДНК генотипів Zaporizhzhya, Linsum в межах визначених маркерів програмою. 
Саме на електрофореграмі та на графіку (рис. 3.3 б), ми можемо прослідкувати довжину молекули ДНК, яка дорівнює 680 bp.
На рис. 3.3 (в), в області виділеної нами оранжевим кольором (203-1004 bp), ми також виділили середній розмір молекули 579 bp цієї ділянки і концентрацію, яка становить 1370 pg/μl з таблиці, яку видає програма. 
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Рисунок 3.3 – Якісні показники молекул ДНК генотипів Zaporizhzhya, Linsum: а) електрофореграма; б) графік вихідної довжини молекули ДНК; в) графік визначення концентрації молекул ДНК та середньої довжини

На рис. 3.4 наведені якісні показники молекул ДНК генотипів М-23, 847.
Визначено дві молекули ДНК генотипів М23, 847 довжиною 44 bp та 561 bp (рис. 3.4 а, б), які знаходяться в межах маркерів. За даними графіку на рис. 3.4 (в) було визначено концентрацію цього зразку 544  pg/μl та його середню довжину 597 bp.
Генотипи NPR, Solnechny показали на електрофонеграмі дві молекули ДНК в межах маркерів з довжиною 1270 bp та одну поза межами нижнього маркеру довжиною 16 bp (рис. 3.5 а, б). Середня довжина зразку дорівнює 682 bp. Концентрація дорівнює 360 pg/μl (рис. 3.5 в).
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Рисунок 3.4 – Якісні показники молекул ДНК генотипів М-23, 847: а) електрофореграма; б) графік вихідної довжини молекули ДНК; в) графік визначення концентрації молекул ДНК та середньої довжини.
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Рисунок 3.5 – Якісні показники молекул ДНК генотипів NPR, Solnechny: а) електрофореграма; б) графік вихідної довжини молекули ДНК; в) графік визначення концентрації молекул ДНК та середньої довжини
За електрофонеграмою на рис. 3.6 (а) ми визначили, що довжина молекули поза межою верхного маркеру генотипів 783, 2153 становить 1851 bp, а для генотипів 1090, Vodnyk також поза межами верхнього маркеру – 1953 bp згідно рис. 3.6 (в).
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	Рисунок 3.6 – Якісні показники молекул ДНК 783, 2153 (доріжка B1), генотипи 1090, Vodnyk ( доріжка D1): а) графік вихідної довжини молекули ДНК на доріжці B1; б) визначення концентрації та середньої довжини молекули доріжки B1; в) графік вихідної довжини молекули ДНК на доріжці D1; г) визначення концентрації та середньої довжини молекули доріжки D1


Середня довжина молекули для доріжки В1 становить 485 bp, а концентрація – 1880 pg/μl (рис. 3.6 б). Для доріжки D1 середня довжина дорівнює 423 bp, а концентрація – 2340 pg/μl (рис. 3.6 г).
На рис. 3.7 показано графіки для восьми генотипів. 
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	Рисунок 3.7 – Облік середньої довжини та концентрації генотипів Tsian і M-12 (доріжка Е1), M-24 і 286 (доріжка F1), 847 і M-80 (доріжка G1), Sideral і L. grandiflorum (доріжка Н1): а) значення для доріжки Е1; б) значення для доріжки F1; в) значення для доріжки G1; г) значення для доріжки Н1


Серед них Tsian і M12 (доріжка Е1), M24і 286 (F1), 847 і M80 (G1), Sideral і L. grandiflorum (Н1), які не кластеризувалися на електрофореграмі. Однак, програмі вдалося обчислити їх середню довжину та концентрацію. Так, доріжка Е1 (рис. 3.7 а): середня довжина дорівнює 478 bp, концентрація – 3540 pg/μl; доріжка F1 (рис. 3.7 б): середня довжина дорівнює 486 bp, концентрація – 3300 pg/μl; доріжка G1 (рис. 3.7 в): середня довжина дорівнює 582 bp, концентрація – 779 pg/μl; доріжка Н1 (рис. 3.7 г): середня довжина дорівнює 549 bp, концентрація – 2390 pg/μl.
Узагальнені дані ДНК-бібліотеки наведені у табл. 3. 3. 

Таблиця 3.3 – Дані ДНК-бібліотеки льону олійного, які отримано за допомогою аналізу високочутливого D1000 DNA ScreenTape

	Генотип
	Розмір молекул на електрофорег-рамі, bp
	Розмір вибраної області, bp
	Концентрація, pg/μl
	Середній розмір, bp

	Zaporizhzhya
Linsum
	680
	203-1004
	1370
	579

	M-23
847
	561
44
	199-1009
	544
	597

	Solnechny
NPR
	1270
16
	199-997
	360
	682

	783
2153
	1851
	201-999
	1880
	485

	1090
Vodnyk
	1953
	201-999
	2340
	423

	Tsian
M-12
	-
	201-1000
	3540
	478

	M-24
286
	-
	200-998
	3300
	486

	847
M-80
	-
	200-998
	779
	582

	Sideral
L. grandiflorum
	-
	200-999
	2390
	549



На електрофореграмі нам вдалося визначити розмір молекули ДНК від граничних маркерів від 25 до 1500 bp, а також за допомогою програми ми визначили їх концентрацію та середню довжину молекул. 
Середній розмір фрагментів також варіював серед генотипів. Найбільшим середнім розміром фрагментів 682 bp характеризувався зразки NPR та Solnechny, що вказує на переважання великих фрагментів у цьому генотипі. А найменші значення середнього розміру фрагментів  423 bp виявлено у зразків 1090 та Vodnyk.
Більша частина генотипів знаходиться в межах від 582 bp до 682 bp, умовно поділяючи, це найбільші фрагменти. Середні значення варіюють від  486 bp до 579 bp. Найменші показники знаходяться в межах від 423 bp до 486 bp.
Найвища концентрація спостерігається у зразків Tsian та М-12, яка дорівнює 3540 pg/μl. Найменша у генотипах NPR та Solnechny, де концентрація становить 360 pg/μl.
Отже, представлені результати підтверджують ефективність застосування D1000 DNA ScreenTape для створення ДНК-бібліотеки та аналізу різних генотипів льону лійного. Ця методика дозволяє детально оцінити розміри молекул та концентрацію ДНК. 
Отримані дані дозволять провести ідентифікацію генотипів льону з колекцій різних установ, виявляти зміни у якісних показниках ДНК (як ті що  повязані з мутагенною обробкою),  відбору найбільш перспективних зразків для селекційної роботи та в перспективі повному дослідженню геному льону. 
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РОЗДІЛ 4. ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ


Моя робота – це дослідження генетики рослин, що поєднують елементи польової роботи, лабораторної роботи та аналізу даних. Польова робота передбачає збір зразків рослинної тканини або насіння з наземних середовищ. Лабораторна робота включає використання ростових камер і теплиць для вирощування експериментального матеріалу в контрольованих умовах навколишнього середовища та подальшу обробку рослинної тканини. В основному це включає виділення ДНК, підготовку бібліотек ДНК, ампліфікацію ДНК, спектрофотометрію та електрофорез. 
У цій роботі використовувалися висушені вегетативні частини рослин, які були зібрані в результаті польових досліджень.
Зразки висушеної рослинної тканини, можуть містити патогенні мікроорганізми рослин з потенційним впливом на сільське господарство. Щоб уникнути їх розповсюдження необхідно тримати зразки в герметичних контейнерах та мінімізувати контакт з навколишнім середовищем під час досліджень або роботи із зразками. Перед і після роботи із зразками ретельно дезінфікуйте робочу поверхню, обладнання та інструменти. Після проведення роботи усі інструменти треба стерилізувати або утилізувати. Зразки необхідно зберігати в контрольованих умовах [71].
При роботі в лабораторії необхідно дотримуватися вимог до лабораторного одягу.  
Халат має бути виготовлений із вогневитривалого або стійкого до хімічних речовин матеріалу, наприклад, з бавовни чи спеціальних тканин. Його довжина повинна покривати більшу частину тіла, або бути достатньо довгим, щоб покривати ноги і руки. Халат має щільно застібатися на ґудзики або кнопки. Пояс або шнурки повинні бути зав’язані. Халат необхідно залишати в лабораторії, щоб уникнути поширення забруднень [72].
Взуття повинно повністю закривати стопи та бути стійким до хімічних речовин, повинно мати нековзку підошву для зменшення ризику падінь [72].
Рукавички повинні відповідати типу виконуваної роботи (наприклад, нітрилові для роботи з хімікатами, латексні – дл біологічних досліджень). Рукавички слід постійно змінювати, особливо післ контакту з небезпечними речовинами. Перед зняттям рукавичок потрібно навчитися правильній техніці, щоб не торкатис забруднених частин [72].
Слід носити спеціальні захисні окуляри, стійкі до хімічних речовин, які захищають очі від можливих бризок або летких частинок. У випадку роботи з високотоксичними речовинами або реактивними, може бути необхідне використання повного захисного щитка для ообличчя [72]. 
Якщо робота передбачає використання летких хімічних речовин, біологічних патогенів або токсичних парів, необхідно носити респіраторні або спеціальні маски [72].
Необхідно збирати волосся , щоб уникнути можливості його потрапляння в обладнання або хімічні речовини. 
До індивідуального захисту в лабораторії відносять наступні категорії (таблиця 4.1):

Таблиця 4.1 – індивідуальний захист в лабораторії
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При роботі екстракції нуклеїнових кислот фенолом застосовують наступну інструкцію, яка буде відповідати правилам техніки безпеки у лабораторії [73]:
1. Зберіть розчини, необхідні для процедури. Декантуйте відповідну кількість фенолу: хлороформу: ізоамілового спирту у відповідну закриту ємність у витяжній шафі, щоб обмежити можливі розлиття на стенд. Перенесіть цю ємність на лавку.
2. Додайте рівний об’єм 10 мМ розчину Tris pH8, насиченого фенолу: хлороформу: ізоамілового спирту (25:24:1 об’єм/об’єм) або розчину тризолу до водного зразка ДНК у 1,5-мл пробірці Епендорфа. Щоб звести до мінімуму ймовірність витоку, початкові об’єми зразків не повинні перевищувати 0,5 мл, а пробірки Епендорфа слід ретельно закривати.
3. Коротко перемішайте та центрифугуйте в мікроцентрифузі  1 хв..
4. Виконайте наступний крок у витяжній шафі, щоб мінімізувати ризик проливання з контейнерів для збору відходів. За допомогою піпетки та наконечників фільтра, щоб уникнути утворення аерозолю, видаліть і збережіть водну фазу та викиньте нижню (вмісну фенол) фазу в пляшку для відходів фенолу у витяжній шафі, а наконечники та трубки – у забруднені фенолом пластикові відходи. контейнер у витяжній шафі, герметизуючи кришки труб перед викиданням. Цей крок повторюється.
5. Видалену чисту ДНК згодом додатково очищають осадженням етанолом з використанням 3М NaOAc pH5,2 і 100% EtOH.
У разі попадання в очі бризків: слід промити великою кількістю води протягом 15 хвилин, після чого звернутися до лікаря. Якщо подразнення очей не зникає, зверніться за невідкладною допомогою.
У разі проковтування:  промийте рот водою, якщо людина знаходиться у свідомості. Не викликати блювоту. Зверніться до зареєстрованого спеціаліста з надання першої допомоги (список біля дверей лабораторії). Слід зателефонувати у відповідний відділ, щоб повідомити про наближення постраждалого, щоб вони були готові заздалегідь надати необхідну допомогу.
При вдиханні: при вдиханні винести на свіже повітря. Якщо не дихає дайте штучне дихання. Якщо дихання утруднене, дайте кисень.
У ході досліджень з використанням електрофорезу та інших електричних приладів слід дотримуватися наступних правил [73]:
1. Компетентний і досвідчений персонал навчає всіх користувачів налагодженню електрообладнання.
2. Переносне електрообладнання слід використовувати лише відповідно до інструкцій виробника, за його прямим призначенням і в середовищі, для якого воно було розроблено та виготовлено.
3. Усі користувачі повинні бути навчені проводити візуальні перевірки електрообладнання – будь-які елементи, визначені як потенційно несправні, слід вилучити з використання до перевірки або ремонту. До них відноситься, якщо вилка або роз’єм пошкоджені, якщо кабель було відремонтовано стрічкою, він не закріплений, або видно внутрішні дроти тощо, а також якщо присутні сліди опіків або плями (вказують на перегрів). Забезпечити щорічне тестування PAT.
4. Користувачі повинні вживати заходів для того, щоб електрообладнання було сухим. Це може включати забезпечення сухих рук/рукавичок, використання належної лабораторної практики для зменшення ризику розливу, розгляд використання обладнання на іншому рівні, ніж рідини (тобто шляхом розміщення блоку живлення на полиці) і використання лише відповідного місця, схваленого виробником, наприклад, використання електричного обладнання в середовищі, де є конденсат, може становити значні ризики.
5. При використанні електрообладнання в холодильних камерах розетки повинні покриватися мінімальним стандартом IP67. У холодильній камері можна використовувати лише обладнання, дозволене виробником для використання в холодильній камері. Кришки розеток повинні закриватися – це може означати, що елементи з трансформаторами несумісні з використанням у холодному приміщенні.
6. Будь-які перевірки або ремонт будь-якого елемента повинні виконуватися механічною чи електричною майстернею або інженером за контрактом на технічне обслуговування.
7. По можливості використовуйте трансілюмінатор, який міститься в герметичній коробці, напр. система документації гелю.
Якщо необхідно використовувати відкрите джерело ультрафіолетового випромінювання, напр. якщо знімаєте пов’язки, ви повинні носити повну маску для обличчя або працювати за захисним екраном, переконатися, що оголена шкіра не піддається впливу, заправивши лабораторні халати в рукавички, і вплив мінімізувати, працюючи протягом найкоротшого можливого часу з увімкненим ультрафіолетовим світлом [74].
Також дотримувалася заходів безпеки при роботі з коп’ютером [74]:
1. вибирайте стілець і стіл з резулюванням висоти (стілець повинен мати підтримку спини, щоб зменшити навантаження на хребет); 
2. екран монітора повинен бути розташований на відстані 50-70 см від очей, а верхня частина екрану повинна бути на рівні рівня очей; 
3. робоче місце повинно мати дстатнє освітлення, яке не створює відблисків на екрані. Використовуйте природнє світло або штучне освітлення з помірною яскравістю;
4. клавіатура і мишка повинні бути на одному рівні, щоб руки були розслаблені, а лікті згиналися під кутом 90 градусів;
5. спина повинна бути рівною, плечі розслаблені, ноги стоять на підлозі або на підставці;
6. через кожні 30-60 хвилин роботи змінюйте положення або вставайте для короткої розминки;
7. періодично робіт вправи для розтягування рук, зап’ясть, шиї та спини, щоб уникнути перенапруги м’язів та сухожиль;
8. плануйте роботу таким чином, щоб виконувати завдання поступово, без перенавантажень.

ВИСНОВКИ


1. Відпрацьовано методику вирощування рослин льону олійного в умовах теплиці та штучного освітлення в два терміни для отримання необхідної кількості рослинного матеріалу, потрібного при проведенні молекулярно-генетичних дослідженнь.
2. За допомогою методу MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit, встановлено, що концентрація ДНК у зразках рослинного матеріалу з молодих листків льону суттєво перевищувала концентрацію ДНК у зразках із сім’ядольних листків. Після вакуумного центрифугування було досягнуто істотного підвищення концентрації ДНК.
3. Методом спектрофотометрії з використанням набору QuantiFluor dsDNA для створення ДНК-бібліотеки проаналізовано 17 зразків льону, які мали показники концентрації від 37,8 ng/µL до 83,0 ng/µL.
4. Розроблено схему створення ДНК-бібліотеки льону, яка включає 7 кроків. Найтривалішим є етап зв’язування з адаптером (16 годин). Загальний час для одного зразка займає близько 18 год.
5. Підготовано ДНК-бібліотеку льону олійного з використоанням набору матеріалів KAPA HyperPlus Kit, який включає автоматизовані етапи фрагментації ДНК, адаптації та ампліфікації.
6. За допомогою аналізу високочутливого D1000 DNA ScreenTape, встановлено, що найвища концентрація молекул ДНК 3540 pg/μl спостерігалася у зразків Tsian та М-12, а найменша 360 pg/μl у зразків NPR та Solnechny.
7. З’ясовано, що за результатами елекрофореграми довжина фрагментів молекул ДНК льону варіювала від 16 до 1953 bp. 
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8. За результатами досліджень визначено середню довжину фрагментів ДНК льону. Найбільший середній розмір 682 bp був у у зразків NPR та Solnechny, а найменший 423 bp у зразків 1090 та Vodnyk.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ


Результати проведеної роботи забезпечують використання методів MagMaxTM Plant DNA Izolation Kit, електрофорезу та спектрофотометрії з використанням набору QuantiFluor dsDNA для подальшого створення та доповнення ДНК-бібліотеки льону олійного. 
Підготовлену бібліотеку в одній пробірці рекомендується використовувати для подальших молекулярно-генетичних досліджень льону олійного. 
Отримані в ході досліджень результати можна використовувати при викладанні дисциплін «Основи класичної генетики», «Генетика», «Індукований мутагенез», «Великий практикум з генетики».
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