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	3. Вихідні дані до роботи: Вихідна лінія соняшника (Helianthus annuus L.) Zl95 та три мутантні форми, отримані шляхом хімічного мутагенезу ЕМС:  
   - Fanleaf (віялове жилкування листя);  
   - Brown-red (червоно-коричневе насіння);  
   - Tobacco (карликовий, тютюноподібний тип).  
Транскриптомні дані для кожної форми. Референтний геном соняшника (HanXRQr2) та анотовані послідовності генів. Програмне забезпечення для біоінформатичного аналізу.
	

	4. Зміст розрахунково-пояснювальної записки (перелік питань, які потрібно

	розробити): Аналіз генетичних особливостей соняшника та методів мутагенезу в селекції рослин. Характеристика вихідного матеріалу та схеми отримання мутантних форм соняшника. Опис молекулярно-генетичних методів, використаних у дослідженні. Біоінформатичний аналіз транскриптомних даних. Ідентифікація ключових диференційно експресованих генів-кандидатів та аналіз їх функцій. Експериментальна підтвердження змін експресії генів методом qPCR. Секвенування гену TPS10 та виявлення точкових мутацій у мутантних формах. Оцінка практичного значення результатів для селекції соняшника. Висновки щодо молекулярно-генетичних механізмів змін габітусу соняшника. 

	5. Перелік графічного матеріалу (з точним зазначенням обов’язкових креслень): 
Рисунок 1 –  Пагін лінії Zl95 (А) та його мутантних форм: (Б) мутант Fanleaf; (В) мутант Brown-red; (Г) мутант Tobacco. Насіння лінії Zl95 (А1) та його мутантних форм: (Б1) мутант Fanleaf; (В1) мутант Brown-red; (Г1) мутант Tobacco.
Рисунок 2 – HTML-файли які є результатом FastQC аналізу.
Рисунок 3 – Приклад FastQC звіту, файл демонструє результати по аналізу зразка Zl95.
Рисунок 4 – Частина коду яка забезпечує роботу інструмента Trimmomatic.
Рисунок 5 – Частина коду яка забезпечує роботу інструмента Kallisto.
Рисунок 6 –  Приклад таблиці кількісної експресії, яка показує кількість читань, що відповідають певним транскриптам, у кожному зразку.
Рисунок 7 – Вікно програми Rstudio з частиною коду який забезпечує адаптацію даних для подальшого статистичного аналізу.
Рисунок 8 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком    Brown-red. 
Рисунок 9 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf. 
Рисунок 10 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком Tobacco. 
Рисунок 11 – Вплив різних експериментальних умов на експресію генів між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf. 
Рисунок 12 – Візуалізації даних експресії топ-10 генів з найвищим значенням log2FoldChange між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf.
Рисунок 13 – Перелік розроблених пар праймерів для зразка Brown-red.
Рисунок 14 – Приклад виконання виділення РНК етап, де листки кожного зразка було заморожено в рідкому азоті та подріблено до стану пудри. 
Рисунок 15 – Спектрофотометричний аналіз зразків РНК.
Рисунок 16 – Спектрофотометричний аналіз зразків ДНК.
Рисунок 17 – А) Експресія генів у Brown-red відносно контролю Zl95; 
Б) Активація гену TPS10 у Brown-red відносно контролю Zl95.
Рисунок 18 – А) Експресія генів у Tobacco відносно контролю Zl95; 
Б) Пригнічення гену TZCP у Tobacco відносно контролю Zl95.
Рисунок 19 – Розділення продуктів ПЛР для всіх досліджуваних зразків ДНК, використовуючи специфічні праймери до гену TPS10. З лівого боку використання зразків прямого праймеру 5' → 3', з правого використання зразків зі зворотнім праймером 3' → 5'. 
Рисунок 20 – Вирізання смуг TPS10 під УФ-променями.
Рисунок 21 – Приклад тримінгу послідовності на зразку KP_Brown-redT3B45_TP55gF
Рисунок 22  – Зразок Brown-redT3B45 у програмі BioEdit.
Рисунок 23 – А) Зовнішній вигляд пошукового вікна ExPASy Translate Tool; Б) Приклад рамки зчитування яка відповідає функціональному гену TPS10.
Рисунок 24 – Мутації у зразку Brown-redT3B45.
Таблиця 1 – Перелік генів для кожного зразка, з якими в подальшому проводилася робота та їх функції.
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РЕФЕРАТ


В роботі 88 сторінок, 1 таблиця, 24 рисунки, використано 77 літературних джерел, із них 61 іноземною мовою.
Об’єктом дослідження є мутантні форми соняшника (Helianthus annuus L.) – вихідна лінія Zl95 та її мутанти зі зміненим габітусом: "Fanleaf" (віялове жилкування), "Brown-red" (червоно-коричневе насіння) та "Tobacco" (карликовий, тютюноподібний тип).
Предметом дослідження є молекулярно-генетичні зміни, асоційовані із зміненим фенотипом у мутантних форм соняшника.
Методи досліджень включали біоінформатичний аналіз транскриптомних даних, класичні молекулярно-біологічні методи, метод секвенування за Сенгером та подальший біоінформатичний аналіз.
Метою кваліфікаційної роботи є молекулярно-генетичний аналіз мутантних форм соняшника із зміненим габітусом, отриманих за допомогою хімічного мутагенезу ЕМС, для ідентифікації ключових генетичних змін, що обумовлюють їх фенотипові відмінності.
Теоретично та експериментально визначено:
1.  Ефективність хімічного мутагенезу ЕМС для створення широкого спектру мутантних форм соняшника зі зміненою морфологією.
2.  Специфічні транскриптомні профілі кожної мутантної форми: "Brown-red" – інтенсивна активація шляхів синтезу білка та фотосинтезу; "Fanleaf" – активація генів захисту та метаболізму вторинних сполук (терпени); "Tobacco" – проміжний профіль із акцентом на базові клітинні процеси.
3.  Ключові диференційно експресовані гени-кандидати, серед яких особливу увагу привернув ген терпенсинтази TPS10.
4.  Експериментальне підтвердження змін експресії гена TPS10 у мутанті "Brown-red" методом qPCR.
5.  Наявність конкретних точкових мутацій (переходи типу G→A, C→T, характерні для EMS), вставок та випадінь у гені TPS10 у досліджуваних мутантних лініях, що є потенційно каузативними для змінених фенотипів.
6.  Практичну цінність отриманих результатів для селекції, що полягає у можливості розробки молекулярних маркерів для цілеспрямованого відбору форм соняшника з оптимальним габітусом та покращеними адаптивними властивостями.
HELIANTHUS ANNUUS,  МУТАНТ, ГАБІТУС, ТРАНСКРИПТОМ, ЕКСПРЕСІЯ ГЕНУ, СЕКВЕНУВАННЯ, БІОІНФОРМАТИЧНИЙ АНАЛІЗ 


ABSTRACT


The thesis comprises 88 pages, 1 tables, 24 figures, and references 77 literature sources, of which 61 are in foreign languages.
The object of the research is mutant forms of sunflower (Helianthus annuus L.) – the initial line Zl95 and its mutants with altered habitus: "Fanleaf" (fan-shaped venation), "Brown-red" (Brown-red seed color), and "Tobacco" (dwarf, tobacco-like type).
The subject of the research is the molecular-genetic changes associated with the altered phenotype in the sunflower mutant forms.
Research methods included bioinformatic analysis of transcriptomic data, classical molecular-biological methods, Sanger sequencing, and subsequent bioinformatic analysis.
The aim of the qualification work is the molecular-genetic analysis of sunflower mutants with altered habitus, obtained through EMS chemical mutagenesis, to identify key genetic changes that determine their phenotypic differences.
The following was determined theoretically and experimentally:
1. The effectiveness of EMS chemical mutagenesis for creating a wide spectrum of sunflower mutant forms with altered morphology.
2. Specific transcriptomic profiles for each mutant form: "Brown-red" – intense activation of protein synthesis and photosynthesis pathways; "Fanleaf" – activation of defense genes and metabolism of secondary compounds (terpenes); "Tobacco" – an intermediate profile with an emphasis on basic cellular processes.
3. Key differentially expressed candidate genes, among which the terpene synthase gene TPS10 attracted particular attention.
4. Experimental confirmation of changes in TPS10 gene expression in the "Brown-red" mutant using qPCR.
5. The presence of specific point mutations (G→A, C→T transitions, characteristic of EMS) and indels in the TPS10 gene in the studied mutant lines, which are potentially causative for the altered phenotypes.
6. The practical value of the obtained results for breeding, which lies in the possibility of developing molecular markers for the targeted selection of sunflower forms with optimal habitus and improved adaptive traits.
HELIANTHUS ANNUUS, MUTANT, HABIT, TRANSCRIPTOME, GENE EXPRESSION, SEQUENCEING, BIOINFORMATIC ANALYSIS
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ВСТУП


Соняшник (Helianthus annuus L.) є однією з найважливіших олійних культур у світі та стратегічною культурою для агропромислового комплексу України. Генетичне різноманіття соняшника пропонує величезний потенціал для підвищення врожайності та розвитку стійкості до захворювань і стресів. 
Актуальність дослідження кваліфікаційної магістерської роботи полягає у необхідності розширення генетичної бази соняшника. Умови сучасного землеробства, зміни клімату та потреба у підвищенні продуктивності вимагають створення нових форм рослин з покращеними агрономічними ознаками, зокрема оптимальним габітусом. Застосування індукованого мутагенезу, а саме хімічного (етилметансульфонат, ЕМС), у поєднанні з сучасними молекулярно-генетичними методами аналізу, відкриває нові можливості для створення та вивчення мутантних ліній соняшника з цінними ознаками. Дослідження молекулярних механізмів, що лежать в основі зміненої морфології, є ключовим для розуміння регуляції росту та розвитку рослин і для подальшого цілеспрямованого використання таких мутантів у селекційних програмах.
Метою кваліфікаційної роботи є молекулярно-генетичний аналіз мутантних форм соняшника із зміненим габітусом, отриманих за допомогою хімічного мутагенезу ЕМС, для ідентифікації ключових генетичних змін, що обумовлюють їх фенотипові відмінності.
Для досягнення поставленої мети було сформовано та виконано такі завдання:
1.  Провести огляд наукової літератури щодо генетичних особливостей соняшника, методів мутагенезу в селекції та сучасних молекулярно-генетичних методів дослідження.
2.  Охарактеризувати вихідний матеріал (лінія Zl95) та отримані мутантні форми (Fanleaf, Brown-red, Tobacco) на морфологічному рівні.
3.  Застосувати комплекс молекулярно-генетичних методик (виділення ДНК/РНК, синтез кДНК, транскриптомний аналіз, qPCR, секвенування) для дослідження мутантних форм.
4.  Проаналізувати отримані транскриптомні дані, ідентифікувати диференційно експресовані гени, розробити специфічні праймери та провести секвенування ключових генів-кандидатів для виявлення каузативних мутацій.
Об’єктом дослідження є мутантні форми соняшника (Helianthus annuus L.), а саме вихідна лінія Zl95 та її мутантні форми із зміненим габітусом: "Fanleaf" (віялове жилкування), "Brown-red" (червоно-коричневе насіння) та "Tobacco" (карликовий, тютюноподібний тип).
Предметом дослідження є молекулярно-генетичні зміни, асоційовані із зміненим фенотипом у мутантних форм соняшника.
Методи дослідження включали біоінформатичний аналіз транскриптомних даних (FastQC, Trimmomatic, Kallisto, tximport, DESeq2, GSEA), класичні молекулярно-біологічні, а також метод секвенування за Сенгером та подальший біоінформатичний аналіз.
Наукова новизна дослідження полягає у комплексному застосуванні транскриптомного аналізу та цільового секвенування для вивчення мутантів соняшника, отриманих шляхом ЕМС-мутагенезу на зародках. Вперше для цих конкретних мутантних форм лінії Zl95 було проведено повногеномний аналіз експресії генів та ідентифіковано конкретні точкові мутації в гені терпенсинтази (TPS10), потенційно пов'язані із зміненим фенотипом.
Значення результатів наукового дослідження полягає в розширенні знань про генетичні механізми формування габітусу соняшника. Отримані дані про диференційно експресовані гени та конкретні мутації можуть служити основою для створення молекулярних маркерів у селекції, спрямованої на модифікацію архітектури рослини. Визначення ключових генів-кандидатів відкриває перспективи для подальшого функціонального аналізу за допомогою методів геномного редагування.
Основні положення та результати дослідження доповідалися та обговорювалися на наукових семінарах кафедри генетики та рослинних ресурсів Запорізького національного університету.
За матеріалами дослідження опубліковано 3 друковані праці: 
1. Постоєнко К. О., Лях В.О. Аналіз експресії РНК на прикладі соняшника (Helianthus annuus) та його мутантів. ХІ регіональна, і всеукраїнська науково-практична конференція, «Актуальні проблеми та перспективи розвитку природничих, медичних та фармацевтичних наук», 26 квітня 2025 року, м. Запоріжжя, Україна, С. 70-72.;
2. Постоєнко К. О. Методика аналізу RNA-seq даних на прикладі соняшника (Helianthus annuus) та його мутантів, Міжнародна науково-практична конференція здобувачів вищої освіти і молодих вчених «Актуальні проблеми розвитку сучасної науки: виклики та перспективи», 29 квітня 2025 року, м. Запоріжжя, Україна, С. 353-356.;
3. Постоєнко К. О. Ключові гени соняшнику та їх функції. IX Всеукраїнської студентської наукової  конференції, «Розвиток сучасної науки: актуальні питання теорії та практики», 21  листопада 2025 року м. Київ, Україна, С. 450-452.






1. ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Генетичні особливості соняшнику (Helianthus annuus L.)


Соняшник (Helianthus annuus L.) є опорою сільського господарства в Україні та в усьому світі, має вирішальне значення для продовольчої безпеки та виробництва харчової олії. Геном соняшнику є диплоїдним з базовим числом хромосом 17 і орієнтовним розміром геному 2871–3189 мільйонів пар основ. [1] Генетичне різноманіття соняшника пропонує величезний потенціал для підвищення врожайності та розвитку стійкості до захворювань і стресів. 

1.1.1 Структура та організація геному
Структура та організація геному соняшнику (Helianthus annuus L.) є ключовою для розуміння його еволюції, функціонування та селекційного потенціалу. Геном соняшнику належить до категорії великих та складних геномів дводольних рослин, і його дослідження вимагає застосування сучасних методів секвенування та біоінформатичного аналізу. Основним джерелом інформації служить референтний геном, секвенований за допомогою технологій нового покоління. Геном диплоїдний і складається з 17 пар хромосом. Багаторічні дикорослі види в секціях Ciliares та Atrorubentes можуть бути диплоїдними (2n=34), тетраплоїдними (2n=4х=68) або гексаплоїдними (2n=6х=102). У селекції дикорослі види використовувалися для отримання групового імунітету до хвороб шляхом міжвидової гібридизації. [2,3] Характерною рисою є високий вміст репетитивних ДНК-послідовностей, які можуть становити до 80-85% від загального обсягу геному. Переважну більшість репетитивних послідовностей складають мобільні генетичні елементи, які називаються транспозонами. Найпоширенішими серед них є ретротранспозони, зокрема типу Long Terminal Repeat. LTR-ретротранспозони розмножуються за механізмом "копіювання-та-вставлення" через проміжну стадію РНК. За мільйони років еволюції вони накопичилися в геномі в величезній кількості, формуючи його розмір і структуру. Ці елементи не лише збільшують розмір геному, але й є потужними драйверами його еволюції: їхня активність може призводити до мутацій, змін в експресії генів та масштабних хромосомних перебудов. Попри домінування репетитивної ДНК, в геномі соняшнику анотовано приблизно 57 000 – 70 000 генів, що кодують білки. Ця кількість є вищою за середню для рослин, що частково пояснюється його палеополіплоїдним походженням. Після подвоєння геному багато генів-копій були втрачені в процесі диплоїдізації, але значна їх частина зберіглася, формуючи сімейства паралогічних генів. Ці сімейства часто відіграють ключову роль у формуванні складних ознак та адаптацій. [4,5] 
Як було зазначено, геном соняшнику є палеополіплоїдним. Аналіз референтного геному виявив сліди щонайменше однієї події цілого подвоєння геному (whole-genome duplication, WGD), яка сталася десятки мільйонів років тому. Ця подія наклала свій відбиток на організацію геному. Таким чином геном містить численні ділянки хромосом, де гени зберігають однойменний порядок, успадкований від спільного предка після подвоєння. При цьому паралоги, маються на увазі гени, що походять від спільного предка в результаті подвоєння, часто розподілені по різних хромосомах, але їх зв'язок можна простежити за допомогою порівняльного геномного аналізу. Ця подія подвоєння надала великий генетичний матеріал для природного добору та подальшої еволюції нових функцій. [5,6] 


1.1.2 Ключові гени та їх функції
Геном соняшнику має розмір 3,6 гігабази і, за оцінками, кодує більше 52 232 білок-кодуючих генів. Геном соняшнику містить 17 хромосом. Генетичні дослідження дозволили ідентифікувати низку ключових генів, що контролюють важливі господарські та біологічні ознаки. [6]
У геномі соняшнику ідентифіковано гомологи ключових регуляторних генів, відомих з Arabidopsis. До них належать гени циркадного годинника (HaLUX, HaELF3, HaELF4, HaLHY), гени ауксинового транспорту (HaPIN3, HaPIN4, HaPIN7), гени контролю часу цвітіння (HaFT1, HaFT2, HaFT4, HaBFT, HaTFL1, HaGA2OX2) та гени сегрегації хромосом (HaCENH3). Багато з цих генів представлені у вигляді кількох паралогів, що ускладнює їх функціональну характеристику. Важливою генетичною особливістю, що ускладнює селекцію та створення мутантних популяцій, є те, що соняшник є переважно перехреснозапильною рослиною, на відміну від самозапильних видів, таких як пшениця чи рис. [7]
Особливу увагу слід приділити генам одомашнення та архітектури рослини. Дослідження показало, що ключові гени, пов'язані з часом цвітіння, були значно сформовані останньою загально геномною дуплікацією. Це свідчить про те, що навіть давні ортологи можуть залишатися залученими до тих самих регуляторних мереж протягом десятків мільйонів років. Для вивчення генетики цвітіння дослідники ідентифікували 485 ортологів та паралогів соняшнику, які відповідають 270 відомим генам цвітіння A. thaliana. Цей інтегративний підхід виявив нові ключові кандидатні гени, зокрема нововідкритий ін-паралог AGL24, який безпосередньо локалізується з SNP, асоційованими з часом цвітіння, а також нові паралоги FT.  [6] Гени родини flowering locus T (FT), зокрема HaFT1, є центральними регуляторами цього процесу. Одомашнення призвело до добору алелів HaFT1, які змінюють час цвітіння, що, в свою чергу, впливає на тривалість вегетативного росту і, як наслідок, на кінцевий розмір кошика. Процес одомашнення трансформував дикий, сильно розгалужений соняшник у сучасну одностеблову рослину з великим суцвіттям та насінням, що не осипається. Селекція була спрямована на пригнічення бічних гілок на користь одного великого кошика. Ключову роль у цьому відіграють гени родини branched1 (BRC1). Експресія цих генів у бічних бруньках пригнічує їх ріст, що призводить до сильного апікального домінування. Гени родини TCP (зокрема, HaCYC2c та інші) визначають тип суцвіття: дикі форми мають променеві квітки по колу, тоді як у культурних форм ці гени можуть бути мутовані, що призводить до появи махрових суцвіть, де всі або більшість квіток є трубчастими. Втрата здатності до осипання є фундаментальною ознакою одомашнення. Ця ознака контролюється генами, що відповідають за формування віддільного шару біля основи сім'янки. Мутації в генах, що порушують формування цього шару, призводять до того, що насіння міцно тримається в кошику до збору врожаю. [8,9]
Іншою найважливішою групою генів є ті, що контролюють метаболізм олії, що є основною метою селекції. Була реконструйована метаболічна мережа, що ідентифікувала 429 генів, залучених до 12 шляхів синтезу олії, включаючи всі 40 генів, які вже були описані в літературі. Порівняльний аналіз ліній олійного та кондитерського типу показав, що гени цієї мережі зазнали сильного добору. Серед них були ідентифіковані ключові кандидатні гени, що впливають на якість та вміст олії, зокрема ген FAD2-1, який, як відомо, перебував під добором у процесі після одомашнення, та ген HPPD, що локалізується з QTL для токоферолу, попередника вітаміну Е. HaFAD2-1 безперечно, найважливіший ген, що контролює якість олії. Він кодує фермент, який перетворює олеїнову кислоту на лінолеву кислоту. У звичайних сортів цей ген активний, тому олеїнова кислота швидко перетворюється, і в олії накопичується лінолева кислота. Високо олеїнові сорти несуть мутації, які інактивують або пригнічують ген HaFAD2-1. Через це перетворення блокується, і в насінні накопичується вихідна речовина – олеїнова кислота, досягаючи 80-90% замість звичайних 20-30%. Ліноленова кислота синтезується за участю ферменту ω-3 жирнокислотної десатуризи, кодованого генами FAD3. Шляхи синтезу олеїнової та лінолевої кислот регулюються генами FAD2 та SAD (стеароїл-ACP-десатуразою). Варіації в цих генах лежать в основі відмінностей між різними типами соняшнику: звичайним високо лінолевим, високо олеїновим та проміжними типами. Крім того, було виявлено нового сильного кандидата для покращення загального вмісту олії – ген із супер родини PAP2, який бере участь у біосинтезі попередників жирних кислот. [10,11]
Забезпечення стабільних врожаїв вимагає генетичної стійкості до патогенів, тому в нагоді стають знання про гени стійкості до хвороб та паразитів. Більшість ключових генів стійкості були перенесені з диких видів Helianthus. Соняшник має розгалужену систему генів, що забезпечують стійкість до абіотичних стресових чинників, таких як посуха та засолення. Це включає гени транскрипційних факторів родини NAC, AREB/ABF, а також гени, що кодують білки LEA (Late Embryogenesis Abundant) та осмотини. До біотичних стресових чинників належать гени резистентності, часто з класу NBS-LRR (Nucleotide-Binding Site–Leucine-Rich Repeat), що забезпечують імунітет до специфічних рас грибкових патогенів та паразитичних бур'янів. У соняшнику є важлива родина генів WRKY, які відіграють центральну роль у різноманітних процесах регуляції та відповідях на численні стреси. Гени Pl (Plasmopara) являють собою групу домінантних генів, що забезпечують стійкість до несправжньої борошнистої роси (Plasmopara halstedii). Ідентифіковано понад 30 різних генів Pl. Оскільки патоген постійно створює нові, вірулентніші раси, селекціонери змушені вести гонку озброєнь, постійно ідентифікуючи та впроваджуючи нові гени Pl у комерційні гібриди. Гени групи Or (Orobanche) контролюють стійкість до вовчка (Orobanche cumana) – небезпечної паразитичної рослини, що присмоктується до коренів соняшнику. Ідентифіковано кілька генів (Or1 - Or7 та новіші), кожен з яких забезпечує стійкість до певних рас вовчка. Стійкість до таких хвороб, як біла гниль (склеротиніоз), є значно складнішою і контролюється не одним геном, а багатьма ділянками в геномі, кожна з яких робить невеликий внесок у загальну стійкість. Також у дослідженні згадується використання Bt-генів (з Bacillus thuringiensis), які кодують інсектицидні білки та вводяться в геном соняшнику методами генної трансформації для забезпечення стійкості до комах-шкідників. [12,13,14,15]
Окрім вже згаданих генів, важливу роль у життєдіяльності соняшнику відіграють гени терпенсинтази (TPS). Ця родина генів кодує ферменти, які синтезують терпени – велику та різноманітну групу природних сполук, що виконують численні функції. Багато терпенів є фітоалексинами або мають антимікробні та антифунгальні властивості, безпосередньо захищаючи рослину від патогенів і травоїдних комах. Окремі терпени беруть участь у міжклітинній комунікації та сигнальних шляхах у відповідь на пошкодження. У соняшнику, як і в інших рослин, родина TPS є середньорозмірною і, ймовірно, також розширилася внаслідок подій поліплоїдії та дуплікації генів. Це призвело до появи паралогів з дивергентними функціями, що дозволило соняшнику продукувати широкий спектр терпенових сполук для адаптації до різних екологічних умов. Дослідження експресії генів TPS у соняшнику показують, що вони часто індукуються під дією біотичних стресових факторів, таких як ураження патогенами або комахами, що підтверджує їх роль у імунній відповіді. [16, 17, 18]


1.1.3 Походження та еволюція
З точки зору генетики, сучасний H. annuus є алогексаплоїдом. Це означає, що геном сучасного соняшнику і його близьких диких родичів не сформувався шляхом поступового накопичення мутацій в одній ізольованій лінії. Натомість, він є генетичним мозаїком, результатом схрещування двох різних, хоча і споріднених, видів-предків триби Heliantheae мільйони років тому. Після цієї події геном зазнав численних диплоїдізацій та структурних змін, що призвело до його сучасної диплоїдної форми, яка, проте, зберігає сліди палеополіплоїдного походження. 
Соняшник є членом родини Айстрових (Asteraceae). Рослини роду Helianthus виникли на південному заході США в крейдяний період приблизно 50 мільйонів років тому. Диплоїдний однорічний дикий H. annuus існує протягом останніх 500 000 – мільйона років. Дослідження вказують, що доместикація соняшника була відносно легкою, оскільки більшість ознак, що відрізняють дику рослину від культурної, є поліморфними ознаками. Основні мутації, необхідні для доместикації, зосереджені в двох генах, які виявляють домінантний контроль розгалуження і розташовані в одній групі зчеплення. Мутантні алелі призводять до рослин, що продукують лише один стебло з однією квіткою. [19]
Тривала доісторична еволюція соняшнику розпочалася у східній частині Північноамериканського континенту. Археологічні дані свідчать, що корінні американці використовували як дикий, так і одомашнений соняшник у їжу. Процес одомашнення культурного соняшнику (Helianthus annuus var. macrocarpus) розпочався у східній Північній Америці понад 4800 років тому, хоча деякі дослідники припускали, що це могло відбутися в Мексиці. Сучасні молекулярні аналізи підтверджують північноамериканське походження і показують, що розмір насіння був найважливішою ознакою, яка зазнала відбору під час раннього одомашнення. До Європи соняшник привезли іспанці. Перші надійні відомості датуються 1510 роком, коли насіння, отримане іспанською експедицією, було висіяне в ботанічному саду Мадрида. Вперше рослину описав Додоней у 1568 році. Протягом тривалого часу в Європі соняшник використовували переважно як незвичайну декоративну рослину. Найпопулярніша версія пов'язує його появу з царем Петром Великим, який міг привезти його з Європи. Більш практична версія полягає в тому, що німецькі колоністи завезли його до Поволжя наприкінці XVII або на початку XVIII століття. В Україні соняшник швидко став популярною городньою культурою, а звичка вживати смажене насіння поширилася всюди. У 1829 році селянин Дмитро І. Бокарєв у слободі Олексіївка вперше почав виробляти олію з насіння соняшнику. Вже у 1865 році запрацював перший завод з паровим двигуном. До 1880-х років завдяки народній селекції вже існували місцеві сорти, деякі з яких мали стійкість до вовчка (Orobanche cumana) та соняшникової молі (Homoeosoma nebulella). Наукова селекція почалася в 1910 році. До того часу існували два типи місцевих сортів: олійний, характеризувався дрібним насінням, тонкою лузгою, олійністю 20-30% і кондитерський, з великим насінням, товстою лузгою, олійністю 15-20%. Василь Степанович Пустовойт здійснив справжній прорив, створивши сучасні сорти олійного типу з високим вмістом олії, до 52% замість 30-32% раніше. Він розробив метод резервів – форму рекурентного відбору з оцінкою потомства та подальшим перехресним запиленням кращих сімей. Це дозволило соняшнику стати однією з найважливіших олійних культур у світі. [20,21,22] Наступним революційним кроком в еволюції культури стало відкриття цитоплазматичної чоловічої стерильності (ЦЧС-pet). ЇЇ відкрив французький вчений П. Леклерк у 1969 році при схрещуванні культурного соняшнику з диким H. petiolaris. Це та подальше виявлення гена відновлення фертильності (Rf) М. Кінманом у 1970 році зробило значний вклад в еволюцію культури. Що дозволило розробити гібриди F1 з високою однорідністю та врожайністю, які швидко замінили сорти відкритого запилення (OP-сорти) на полях усього світу. [23]


1.2 Морфологічні ознаки габітусу соняшника та їх агрономічне значення


Морфологічні ознаки габітусу соняшника є ключовими факторами, що визначають його продуктивність, адаптаційний потенціал та придатність для вирощування в різних агроекологічних умовах. Дослідження демонструють, що ці ознаки формуються під впливом як генетичних чинників, так і зовнішнього середовища, зокрема освітлення, що має безпосередній вплив на морфогенез рослини. Соняшник культурний олійний (Helianthus annuus L.) – це однорічна рослина, морфологічна будова якої визначає її високу адаптивність до умов вирощування та технологічність. Габітус соняшника, що включає особливості кореневої системи, стебла, листкового апарату та суцвіття, має вирішальне значення для формування врожаю та стійкості до стресових факторів. [3,21]
Коренева система соняшника стрижнева і характеризується потужним розвитком, що є ключовим фактором його посухостійкості. Вона складається з головного стрижневого кореня, який розвивається із зародкового корінця і здатний проникати в ґрунт вертикально на глибину 2–3 метри, а іноді й більше. Від головного кореня відходять міцні бічні розгалуження, що утворюють кілька ярусів. Перший ярус розміщується горизонтально близько до поверхні, а потім заглиблюється, тоді як другий ярус відходить глибше і утворює густе сплетіння корінців. Така будова дозволяє рослині ефективно використовувати вологу та поживні речовини з глибоких горизонтів ґрунту (150–250 см), що є критично важливим у посушливих регіонах степу та лісостепу. Крім того, соняшник здатний утворювати стеблові корінці від підсім'ядольного коліна у вологому шарі ґрунту, що покращує живлення рослини. [24]
Стебло культурного соняшника прямостояче, дерев'янисте, округле або ребристе, вкрите жорсткими волосками і заповнене губчастою тканиною. У висококультурних сортів та гібридів воно, як правило, нерозгалужене, закінчується одним суцвіттям. Це є важливою агрономічною ознакою, оскільки розгалуженість, яка часто присутня у диких видів або як атавізм, призводить до нерівномірного дозрівання врожаю. Висота рослин варіює від 0,4 до 3 метрів і більше, але для олійних сортів оптимальною вважається висота 1,2–1,5 метра. Висота стебла та його товщина мають пряме відношення до стійкості до вилягання. Товсте стебло біля основи, діаметром до 7 см забезпечує міцність рослини. У селекції існують мутантні форми з карликовим габітусом висота яких становить 50-60 см або навіть 30 см, що досягається за рахунок сильного вкорочення міжвузлів. Такі форми мають високу стійкість до вилягання, що дозволяє загущувати посіви та підвищувати врожайність за інтенсивних технологій. Також зустрічаються фасційовані стебла, що збільшують площу листків і кількість квіток. [24,25]
Листки соняшника прості, черешкові, великі, вкриті жорсткими волосками. Розташування листків змінюється від супротивного, нижні 2-3 пари, до почергового. Листкова поверхня є основною фотосинтетичною фабрикою рослини. Динаміка наростання листкової площі тісно корелює з накопиченням сухої речовини. Агрономічне значення має архітектоніка розміщення листків. Наприклад, мутантні форми з вертикальним розміщенням листків або зміненим жилкуванням краще поглинають сонячне світло в загущених посівах, що підвищує ефективність фотосинтезу. Існують також форми з гофрованим, торочкуватим краєм листка або зміненою формою листкової пластинки, що є важливими маркерами для селекції. [25,26]
Генеративним органом є багатоквітковий кошик діаметром від 10 до 40 см і більше. Кошик складається з крайових язичкових квіток, зазвичай безплідних, що слугують для приваблення комах, та серединних трубчастих квіток, двостатевих, що утворюють насіння. Важливою агрономічною ознакою є нахил кошика. У більшості сортів під час дозрівання верхня частина стебла з кошиком нахиляється вниз. Це захищає насіння від сонячних опіків та пошкодження птахами, а також запобігає накопиченню вологи в кошику, що зменшує ризик розвитку гнилей. Цвітіння кошика розтягнуте у часі, загалом 7–10 діб, і відбувається від периферії до центру. Ця особливість вимагає наявності комах-запилювачів для перехресного запилення, хоча сучасні гібриди часто є самофертильними. [27]
Плід соняшника – сім'янка, що складається з ядра та шкірястого оплодня. Ядро становить 70–90% маси сім'янки і містить запас поживних речовин, а саме олію та білок. [6,7]
Критично важливою анатомічною ознакою є наявність панцирного фітомеланінового шару клітин між гіподермою та склеренхімою лушпиння. Цей шар містить до 70% вуглецю і є дуже міцним, що захищає сім'янку від пошкодження гусінню соняшникової молі. Відсутність цього шару у деяких сортів робить їх вразливими до шкідників. Співвідношення ядра і лушпиння є важливим показником технологічної якості: чим тонше лушпиння, тим вищий вихід олії. Розмір насіння є ще однією ключовою морфологічною ознакою, яка має історичне та агрономічне значення. Археологічні знахідки свідчать, що доместикація соняшника супроводжувалася збільшенням розмірів сім'янок. Наприклад, знахідки з печери Куева-дель-Гальйо в Мексиці демонструють, що доместиковані форми вже в давнину мали статистично значно більші розміри насіння порівняно з дикими популяціями. Ця ознака залишається важливою в сучасній селекції, оскільки розмір насіння часто корелює з врожайністю та якістю олії. [21,27]
Однією з найважливіших морфологічних ознак на ранніх етапах розвитку є довжина гіпокотилю. Експериментальні дані свідчать, що ця ознака суттєво залежить від якості освітлення. Проростки, вирощені під природним світлом у темний час доби, демонструють значно більшу довжину гіпокотилю з характерним білуватим забарвленням, що є проявом етіольованого фенотипу. Навпаки, проростки, додатково освітлювані світлодіодами вночі, мають коротші гіпокотилі. Цей ефект є спектрально-залежним: біле світло, близьке за спектром до природного, сприяє більшому подовженню гіпокотилю порівняно з червоним та синім світлом. Ці морфологічні зміни мають пряме агрономічне значення для контролю якості паростків соняшника, які є цінним джерелом білків, вітамінів, мінералів та біологічно активних сполук. Можливість регулювати довжину гіпокотилю за допомогою світлового режиму відкриває перспективи для оптимізації виробництва паростків із заданими характеристиками в умовах контрольованого середовища. [28]
Особливу увагу заслуговує явище геліотропізму – здатність суцвіть соняшника відстежувати рух сонця протягом дня. Цей процес регулюється циркадним годинником рослини та фототропними сигнальними шляхами з участю транспортерів ауксину (HaPIN3, HaPIN4, HaPIN7). Геліотропізм має важливе агрономічне значення, оскільки забезпечує оптимізацію поглинання сонячної енергії, що позитивно впливає на продуктивність фотосинтезу та, відповідно, на врожайність. [27,7]
Ще однією ключовою ознакою є час цвітіння, який визначає перехід від вегетативного до репродуктивного розвитку. Можливість селекції генотипів з різним терміном цвітіння дозволяє адаптувати сорти до конкретних кліматичних умов та зони вирощування, що є важливим елементом стійкого землеробства в умовах кліматичних змін. [8,9]
Морфологічні ознаки габітусу соняшника, такі як довжина гіпокотилю, висота рослини, розгалуженість, діаметр кошика, розмір насіння та особливості геліотропізму, мають фундаментальне агрономічне значення. Вони безпосередньо впливають на продуктивність, адаптацію до умов середовища та придатність до механізованої обробки. Розуміння генетичних та фізіологічних механізмів, що контролюють ці ознаки, дозволяє створювати сорти та гібриди соняшника з оптимальними характеристиками для різних зон вирощування, що є важливим чинником забезпечення продовольчої безпеки та сталого розвитку агровиробництва. [19, 29, 30]


1.3 Методи мутагенезу в селекції рослин


Селекція рослин, у своїй основі, є процесом управління генетичною мінливістю. Протягом тисячоліть ця мінливість обмежувалася природними варіаціями та рекомбінацією під час гібридизації. Однак на початку 20-го століття вчені усвідомили, що еволюцію можна прискорити. [31,32]      Мутагенез – це процес штучного індукування змін у генетичному матеріалі організму. У селекції рослин цей підхід використовується для цілеспрямованого створення нової генетичної варіабельності, яка є сировиною для добору. Завдяки мутагенезу було створено тисячі комерційно успішних сортів, включаючи сорти рису, ячменю та пшениці, з покращеною врожайністю, стійкістю до хвороб або зміненими агрономічними характеристиками. Методи мутагенезу еволюціонували від відносно грубих та випадкових підходів до високоточних технологій генетичного редагування. [33,34] Індукований мутагенез поділяється на два основні типи: фізичний та хімічний. 
Фізичний мутагенез передбачає використання різних видів іонізуючих випромінювань, таких як гамма-промені, рентгенівські промені, нейтрони та ультрафіолетове випромінювання. Найпоширенішим методом є опромінення насіння або вегетативних частин рослин. Наприклад, гамма-опромінення широко застосовується для створення мутантних ліній із підвищеною продуктивністю, стійкістю до хвороб або стресових умов. Відомим прикладом є виведення сортів пшениці, які мають вкорочену соломину, що збільшує стійкість до вилягання, або сортів рису з підвищеною врожайністю. Ультрафіолетове випромінювання також використовується, хоча його проникаюча здатність нижча, що обмежує застосування переважно поверхневими тканинами. Фізичні мутагени використовують енергію для пошкодження ДНК. Найпоширенішим методом є іонізуюче випромінювання. Насіння, живці або цілі рослини опромінюють гамма-випромінюванням у спеціальних установках, гамма-полях або камерах, з використанням джерел, таких як Кобальт-60 (⁶⁰Co) або Цезій-137 (¹³⁷Cs). Рентгенівські промені, швидкі та теплові нейтрони також використовуються, хоча нейтрони є менш поширеними через складність обладнання. Іонізуюче випромінювання спричиняє дволанцюгові розриви ДНК та інші серйозні пошкодження. Клітинні системи репарації ДНК намагаються зшити ці розриви, але часто роблять це з помилками. Це призводить до великих делецій, інверсій та транслокацій. Фізичний мутагенез є ефективним для створення нок-аут мутацій, де ген повністю вимикається через його втрату, але він є дуже руйнівним для геному. [35,36,37]
Хімічний мутагенез передбачає обробку рослин або їх насіння хімічними речовинами, які здатні взаємодіяти з ДНК і викликати мутації. Серед найефективніших хімічних мутагенів виділяють алкілюючі сполуки, такі як етилметансульфонат (ЕМС) та нітрозометилсечовина (НМС). Ці речовини вступають у реакцію з нуклеотидами ДНК, що призводить до точкових мутацій, таких як заміни основ або делеції. ЕМС, наприклад, широко використовується через його високу ефективність у індукції мутацій, особливо у зернових культур. Інші хімічні мутагени включають аналоги основ, які вбудовуються в ДНК під час реплікації та порушують її функціонування. Перевагою хімічного мутагенезу є можливість точно контролювати концентрацію мутагена та час експозиції, що дозволяє керувати частотою мутацій. EMС зазвичай додає етилову групу до гуаніну (G), змушуючи його помилково спаровуватися з тиміном (T) замість цитозину (C) під час реплікації ДНК. Це призводить до високої частоти G:C →A:T переходів. Азид натрію (NaN₃) також широко використовується і є ефективним для створення точкових мутацій, особливо у зернових, як-от ячмінь та рис. Диетилсульфат (DES) та диметилсульфат (DMS) частіше за все використовувалися для створення нових мутантних ліній декоративних рослин, наприклад, нагідок лікарських (Calendula officinalis L.). Насіння обробляли DES у концентраціях 0,04% та 0,08% або DMS у концентраціях 0,025% та 0,05% для вивчення індукованої фенотипічної та цитогенетичної мінливості. На відміну від радіації, хімічні мутагени рідко спричиняють великі хромосомні перебудови. Їхня цінність полягає у здатності створювати точкові мутації, які можуть призвести до зміни функції білка або його вкорочення, а не до повного видалення. Це дозволяє селекціонерам створювати цілі алельні серії – набір різних версій одного гена з різним ступенем активності. [38,39]
Окрім традиційних методів, сучасна селекція все частіше використовує молекулярні підходи, такі як сайт-спрямований мутагенез, який дозволяє вносити зміни в конкретні гени. Головним недоліком класичних методів є їхня випадковість, що вимагає скринінгу мільйонів рослин. Сучасні методи дозволяють або легше ідентифікувати мутацію, або спрямовувати її у конкретне місце геному. Інсерційний мутагенез метод використовує біологічні елементи, які встрибують у геном і руйнують гени. T-DNA мутагенез використовує природну здатність бактерії Agrobacterium tumefaciens вставляти частину своєї плазміди (T-DNA) в геном рослини. Вчені озброюють цю T-DNA маркерними генами і дозволяють їй випадково інтегруватися в геном. Якщо T-DNA потрапляє всередину гена, вона вимикає його. Транспозонний мутагенез при цьому використовує стрибаючі гени. Перевага цього методу полягає в тому, що вставлена ДНК (T-DNA або транспозон) слугує міткою. Це дозволяє вченим легко ідентифікувати, який саме ген був нокаутований, що значно прискорює дослідження. [40,9]
Технологія секвенування наступного покоління (NGS) є потужним інструментом для швидкого пошуку мутацій, згенерованих хімічними мутагенами. Однак NGS є менш ефективним для ідентифікації мутацій, викликаних швидкими нейтронами або T-DNA вставками, через технічні труднощі з виявленням інсерцій та делецій. [41]
Пошук індукованих локальних уражень у геномі TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) цей метод є не стільки мутагенезом, скільки методом скринінгу після хімічного мутагенезу. Він дозволяє швидко перевірити тисячі мутантних рослин на наявність точкових мутацій у конкретному гені, який цікавить дослідника. Це поєднує високу частоту мутацій від EMS із високопродуктивним скринінгом для виявлення точкових мутацій у конкретних генах. TILLING by sequencing − вдосконалена версія методу TILLING, яка замінює традиційне травлення ендонуклеазами на секвенування (NGS). Цей підхід дозволяє швидко аналізувати велику кількість ампліконів та виявляти рідкісні мутації, одразу визначаючи природу генетичної зміни. [7,41]
Геномне редагування, а саме спрямований мутагенез, це вершина еволюції мутагенезу, що дозволяє вносити зміни з хірургічною точністю. Системи CRISPR-Cas технологія, запозичена з імунної системи бактерій, стала революцією в селекції. Система використовує напрямну РНК, яка запрограмована на пошук унікальної, специфічної послідовності ДНК у геномі. Коли gRNA знаходить свою мішень, пов'язаний з нею фермент Cas9 розрізає ДНК у цьому точному місці. Репарація та мутація, коли після розрізу клітина намагається відремонтувати ДНК. Негомологічне з'єднання кінців NHEJ являє собою  найпоширеніший, але неточний шлях репарації. Клітина зшиває розрив, але часто робить помилки – додає або видаляє кілька пар основ. Ці невеликі зміни зазвичай призводять до зсуву рамки зчитування і є достатніми для повного вимикання цільового гена. Гомологічно-спрямована репарація HDR, якщо разом із CRISPR-Cas9 надати клітині ремонтний шаблон, клітина може використати його для репарації. Це дозволяє не просто вимкнути ген, а редагувати його – наприклад, замінити один алель на інший. [42,43]
Мутагенез має значний потенціал для вирішення глобальних проблем, таких як забезпечення продовольчої безпеки, адаптація сільськогосподарських культур до змін клімату та поліпшення їхніх харчових якостей. Однак обмеженнями є те, що більшість мутацій є шкідливими, що вимагає масштабного скринінгу для виявлення корисних змін. Крім того, небажані мутації можуть призвести до негативних наслідків, таких зниження продуктивності або життєздатності рослин. Тому важливим етапом є ретельна оцінка та відбір мутантних ліній. 

1.3.1 Хімічний мутагенез етилметансульфонатом (ЕМС): механізми дії та застосування

Хімічний мутагенез є ефективним інструментом сучасної селекції рослин для створення генетичної мінливості. Етилметансульфонат (ЕМС) як представник алкілюючих сполук забезпечує високу частоту точкових мутацій, що значно перевищує природний рівень. Його механізм дії полягає в алкілюванні нуклеотидних основ ДНК, зокрема гуаніну в положенні O⁶, що призводить до утворення O⁶-етилгуаніну. Під час реплікації ця модифікована основа спарюється з тиміном замість цитозину, викликаючи перехід пар основ G:C → A:T. ЕМС також може алкілювати інші позиції, спричиняючи розриви ДНК або утворення апуринових ділянок. Важливим аспектом є те, що ЕМС проявляє високу специфічність до гуаніну, однак може також впливати на інші основи, зокрема аденін. Це призводить до широкого спектру мутацій, включно із замінами основ, делеціями та інсерціями. Ефективність ЕМС залежить від низки факторів, зокрема концентрації, тривалості обробки, температури та типу тканини. Найчастіше обробці піддаються насінини, пилок або клітинні суспензії, що забезпечує рівномірне проникнення мутагена. [44,45]
Ефективність мутагенезу залежить від концентрації ЕМС, тривалості обробки, температури та типу тканини. Типовий протокол включає замочування насіння у розчині ЕМС 0.1–1.0% протягом 2–24 годин з подальшим ретельним промиванням для припинення дії мутагена. Оптимальні умови визначаються індивідуально для кожної культури: для зернових ефективними є концентрації 0.5–1.0 mM, тоді як для бобових – 0.1–0.5 mM.
Етилметансульфонат є одним з найефективніших та найпоширеніших хімічних мутагенів, що використовуються в селекції рослин, зокрема соняшнику. Його застосування має ряд ключових переваг, які роблять його цінним інструментом для створення нових джерел генетичної мінливості. Переваги методу включають високу частоту мутацій, технологічну доступність та широкий спектр мутаційних змін. ЕМС індукує різноманітні мутації, що призводить до широкого спектру фенотипових проявів, включаючи зміни архітектури рослин, термінів дозрівання, вмісту олії та стійкості до стресових факторів. Наприклад, у пшениці отримано лінії з підвищеною посухостійкістю, у сої – мутанти з підвищеним вмістом олії та білка, а у томатів – форми з покращеним вмістом лікопену. [46]
Однак, поряд із цими перевагами, метод ЕМС має низку суттєвих обмежень, які необхідно враховувати при плануванні експерименту. Більшість індукованих мутацій є шкідливими або летальними, тому для виявлення корисних генотипів необхідно створювати великі популяції. Випадковий характер мутагенезу призводить до накопичення нетипових мутацій, що вимагає тривалих беккросів для їх усунення. Процес скринінгу потребує значних трудових, часових та матеріальних ресурсів. [47]
Таким чином, незважаючи на свою потужність та доступність, метод мутагенезу за допомогою ЕМС є своєрідним інструментом грубої сили в генетиці. Його успішне застосування вимагає чіткого планування, значних ресурсів для скринінгу та глибокого аналізу для подолання обмежень, пов'язаних із випадковістю та переважанням шкідливих змін. Проте він залишається незамінним джерелом створення нової генетичної варіабельності, особливо для таких культур як соняшник, де потрібно покращувати комплексні ознаки.


1.4 Сучасні молекулярно-генетичні методи дослідження рослин


Сучасна селекція соняшнику базується на двох ключових генетичних явищах: гетерозисі та цитоплазматичній чоловічій стерильності (ЦЧС). Гетерозис, термін який ввів Г. Шелл, визначається як відхилення гібриду від адитивного ефекту батьків. У практичній селекції використовуються генетичні оцінки, такі як Загальна комбінаційна здатність (ЗКЗ), що відображає середню цінність лінії в усіх гібридних комбінаціях і зумовлена переважно адитивною дією генів, та Специфічна комбінаційна здатність (СКЗ), яка показує цінність у конкретній комбінації схрещування через неадитивну дію генів. [2]
Використання ЦЧС, відкритої П. Леклерком (1969), та генів відновлення фертильності (Rf), виявлених М. Кінманом (1970), стало революцією в селекції. Ця система включає материнську лінію (А-лінія), яка має стерильну цитоплазму (S) і рецесивні ядерні гени (rfrf), що робить її пилок нефертильним; лінію-закріплювач (В-лінія), що використовується для розмноження А-лінії, оскільки має нормальну цитоплазму (N), але ті ж рецесивні гени (N rfrf); та лінію-відновник (R-лінія), яка є батьківською формою і несе домінантні ядерні гени відновлення фертильності (RfRf). Промисловий гібрид F1, отриманий від схрещування (А x R), має генотип S Rfrf і є фертильним завдяки домінантному гену Rf. Для отримання цих генетично однорідних батьківських ліній (А, В та R) застосовують інбридинг. Цей процес, що триває 6–9 поколінь (І6–І9), починається з самозапилення рослин (І0) за допомогою ізоляторів. У поколіннях І1 та І2 спостерігається розщеплення ознак та інбредна депресія, що дозволяє проводити добір і вибраковувати слабкі генотипи. Щодо генетики окремих ознак, у тексті детально описано біосинтез жирних кислот, який контролюється ферментами: 16:0 (Пальмітинова) → 18:0 (Стеаринова) → 18:1 (Олеїнова, фермент десатураза ∆ 9) → 18:2 (Лінолева, фермент десатураза ∆ 12) → 18:3 (Ліноленова, фермент десатураза ∆ 15). 
Завдяки селекції та мутагенезу створено форми з різним генетичним контролем, що призвело до появи високо олеїнових, високо пальмітинових, високо стеаринових та високо лінолевих типів. Стійкість до хвороб, отримана здебільшого шляхом міжвидової гібридизації, контролюється домінантними генами у лініях-відновниках. Крім того, в емпіричній селекції використовувалися мутації, що призвели до появи панцирних форм з фітомеланіновим шаром, які забезпечили стійкість до соняшникової вогнівки. [23,14] 
Оскільки існуюча генетична варіабельність соняшнику вважається майже вичерпаною, індукований мутагенез став надійним методом її розширення. Дослідження показали, що використання незрілих зародків для мутагенної обробки призводить до ширшої генетичної мінливості, збільшуючи частоту мутацій удвічі та розширюючи їхній спектр. Реакція на мутагени є генотип-специфічною, що вказує на вирішальну роль генотипу в індукції мутацій. Вік зародка також має значення: наприклад, мутації, що спричиняють порушення розвитку генеративних структур, спостерігалися лише при обробці 14-16-денних зародків. Дослідження генетичного контролю індукованих мутацій показали, що хлорофільні мутації є ядерними, рецесивними та моногенними, хоча один тип продемонстрував пластомну локалізацію. Інші морфологічні мутації мають складніший контроль: віялове жилкування листка контролюється двома неалельними рецесивними генами (vf1 та vf2); форма насіння контролюється двома або трьома генами; тупий кінчик листка – двома локусами з дуплікатною взаємодією генів; а бахромчастий край листка є рецесивним і успадковується моногенно. [3,49,50] 
Стрімкий розвиток молекулярної генетики та біоінформатики значно розширив можливості дослідження рослинних геномів, надавши вченим потужний інструментарій для аналізу їх структури, функціонування та еволюції. Ці методи дозволяють дослідникам не лише розшифровувати структуру геномів, але й глибоко аналізувати функції генів, вивчати еволюційні зв’язки та проводити високоточну селекцію. 
1.4.1 Секвенування нового покоління (NGS) та геномний аналіз

Технології секвенування нового покоління NGS стали фундаментом для більшості сучасних генетичних досліджень. Вони забезпечують високу пропускну здатність та точність аналізу ДНК і РНК. Біоінформатичний аналіз став невід'ємною складовою сучасних геномних досліджень. Для комплексної характеристики генів застосовуються методи пошуку в усьому геномі за допомогою прихованих марковських моделей, структурний аналіз екзон-інтронної організації, дослідження консервативних мотивів білків та філогенетичний аналіз для класифікації генів і встановлення їх еволюційного походження. Особливу увагу приділяють аналізу cis-регуляторних елементів у промоторних ділянках, що дозволяє розкривати механізми регуляції експресії генів. [51] 
Секвенування довгих прочитань (Long-read sequencing). Для створення високоякісних референсних геномів складних культур, таких як соняшник (Helianthus annuus), використовують технологію секвенування однієї молекули в реальному часі (SMRT) від PacBio. Цей метод дозволяє отримувати довгі читання, що критично важливо для збирання геномів з великою кількістю повторюваних елементів, таких як ретротранспозони. [52] 
Повногеномне ресеквенування (WGS) − цей метод використовують для картування генів з високою щільністю. Секвенування батьківських ліній та популяцій нащадків на платформах Illumina дозволяє виявляти мільйони варіацій, таких як однонуклеотидні поліморфізми (SNP) та інсерції/делеції (InDel). Це дає змогу значно звузити генетичні інтервали при пошуку генів-кандидатів, наприклад, генів стійкості до хвороб. [51] 
Філогеографічний аналіз використовується для аналізу різноманітності послідовностей у культурних та диких популяцій. Це дозволяє реконструювати еволюційну історію, процеси одомашнення та демографічні зміни, використовуючи такі інструменти, як SNPhylo для філогенетичних дерев та Аdmixture для аналізу структури популяцій. [53] 
1.4.2 Інтегровані підходи молекулярної біології рослин  

Сучасна біологія рослин використовує комплекс молекулярно-генетичних методів для вивчення структури та функцій геному. Транскриптомний аналіз, зокрема RNA-Seq, дозволяє досліджувати експресію генів у різних органах та за різних умов стресу, встановлюючи функції генів-кандидатів. Для валідації даних RNA-Seq застосовують qRT-PCR, а cDNA мікроматриці залишаються корисним інструментом для масштабного аналізу експресії.
Методи виявлення мутацій включають TILLING by sequencing, який поєднує хімічний мутагенез з високопродуктивним секвенуванням для ідентифікації точкових мутацій у цільових генах. Технологія Bulk Segregant Analysis дозволяє швидко виявляти каузативні мутації шляхом порівняння геномів мутантних та вихідних ліній. Для генотипування використовують KASP-аналіз, що забезпечує точне виявлення SNP-маркерів, а метод ISSR дозволяє оцінювати генетичну різноманітність без попереднього знання послідовності геному. [51,41,42] 
Біоінформатичні підходи передбачають повногеномну ідентифікацію генних родин за допомогою прихованих марковських моделей та BLAST-аналізу, а також дослідження упередженості кодонів для розуміння еволюційних механізмів. Молекулярна цитогенетика, зокрема метод FISH, забезпечує фізичну візуалізацію генетичного матеріалу на хромосомах для каріотипування та виявлення хромосомних перебудов.
Інтеграція цих методів формує потужний інструментарій для переходу від опису ознак до розуміння їх молекулярних механізмів, що особливо актуально для створення нових сортів сільськогосподарських культур у контексті забезпечення продовольчої безпеки та адаптації до змін клімату.

2 МАТЕРІАЛ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1 Характеристика вихідного матеріалу


Вихідним матеріалом для дослідження слугувала лінія соняшника ZL95 (Helianthus annuus L.) та три її мутантних форми зі зміненим габітусом, отримані в Інституті олійних культур НААН (м. Запоріжжя). Вихідна лінія ZL95 характеризується типовим для соняшника сітчастим жилкуванням листя. При сітчастому жилкуванні бічні жилки, не доходячи до краю листової пластинки, багаторазово розгалужуються, і їх численні відгалуження з'єднуються між собою, утворюючи мережу окремих петель. [47,2] 
Дослідження зосереджене на мутантних формах, отриманих з цих ліній.
Лінія ZL95 виявилася високо мутабельною під дією EMС, демонструючи широкий спектр мутацій із загальною частотою до 52.7% у поколінні М₃, а також стимуляцію ростових показників у поколінні М₁. Після обробки незрілих зародків цієї лінії спостерігалися мутації повної стерильності, які характеризуються порушенням розвитку чоловічих і жіночих генеративних структур. Також у цій лінії були виявлені мутанти зі зміненою висотою рослин, зокрема тютюноподібні рослини, які мали короткі міжвузля, округлі листки та зменшену кількість язичкових квіток. [3,47] 
Безпосереднім об'єктом впливу мутагену були незрілі зародки, які відрізнялися за віком, що є ключовим фактором у цій роботі. Були використані дві вікові групи:
1.  Молодші зародки віком 9-10 діб.
2.  Старші зародки віком 14-15 діб.
Після збору їх обробляли мутагеном етилметансульфонатом (EMS) у концентрації 0,02% протягом 16 годин.
Це підґрунтовується тим, що на різних стадіях розвитку в зародкві може бути активована різна експресія генів, що, в свою чергу, може впливати на спектр і частоту мутацій, індукованих мутагеном. Таким чином, вибір саме незрілих зародків різного віку як вихідного матеріалу був обумовлений прагненням розширити генетичну мінливість і дослідити залежність мутагенезу від стадії розвитку тканини. [47] 
Лінія соняшнику Zl95 продемонструвала значно вищу чутливість до мутагенної обробки, що виразилось у ширшому спектрі та вищій частоті виявлених мутацій в обох досліджуваних поколіннях (M₂ та M₃). Ця генетична відмінність підкреслює важливість вибору вихідного генотипу для ефективного мутагенезу. [54] 
[image: ][image: ]Загалом у Zl95 лінії можна виділити унікальні мутації, такі як dichotomous venation (віялове жилкування листа), tobacco-like plant (тютюноподібна рослина) та Brown-red seed (коричнево-червоне забарвлення насіння), з якими ми й працювали у подальшому дослідженні. [55]
Рисунок 2.1.1 –  Пагін лінії Zl95 (А) та його мутантних форм: (Б) мутант Fanleaf; (В) мутант Brown-red; (Г) мутант Tobacco. Насіння лінії Zl95 (А1) та його мутантних форм: (Б1) мутант Fanleaf; (В1) мутант Brown-red; (Г1) мутант Tobacco
Мутант Fanleaf (dichotomous venation) був виділений з лінії Zl95, він має модифіковане, так зване віялове (fan-nerved) жилкування. Його відмінною рисою є відсутність чітко вираженої центральної жилки. Основні жилки розташовані під більш гострим кутом одна до одної, ніж центральні та бічні жилки у контролю. Кут відходження жилок гостріший 30–35°, ніж у контролю 60–70°. Характерною рисою є опуклі жилки на верхній стороні листової пластинки, через що поверхня листа є шорсткою, а не гладенькою. Крім того, цей мутант мав деформовану корзинку, яка складалася з кількох маленьких деформованих голів. [47,56] Важливо відзначити, що ця мутація була виявлена не в першому мутантному поколінні (M₂), а лише в наступному, M₃ поколінні після обробки молодших зародків 9–10 діб лінії Zl95. Мутація контролюється двома неалельними рецесивними генами vf1 і vf2. Сама мутація розглядається як еволюційне перехідне ланка і супроводжується суттєвими біохімічними змінами – збільшенням вмісту лінолевої кислоти на 12.7-24.8% порівняно з контролем. [54,3]
Мутація Brown-red, яка стосувалася зміни забарвлення насіннєвої оболонки, була зафіксована в лінії Zl95. Коричнево-червоне забарвлення насіння – один із типів мутацій насіння, виявлений після обробки незрілих зародків. Насіння мутантів мало червоно-коричневе забарвлення оболонки, тоді як у контролю воно було чорним. [47]
Тютюноподібна рослина (Tobacco-like plant) – мутантний тип, також виявлена в M₃ після обробки молодших зародків Zl95. Вона проявлялася комплексом морфологічних змін, що впізнавалися вже на стадії сходів. Він характеризується короткими міжвузлями, округлими листками, широкими та округлими сім'ядолями, зменшеною кількістю язичкових квіток і зниженою висотою рослин порівняно з вихідною лінією, що робить її морфологічно схожою на тютюн. [54]


2.1.1 Схема отримання мутантних форм

Схема отримання мутантних форм соняшника базувалася на методі хімічного мутагенезу з використанням етилметансульфонату (EMS) та включала кілька етапів, що відрізнялися типом вихідного матеріалу та умовами обробки.
Найбільш складною була методика роботи з незрілими зародками. Після самозапилення, через 9–11 або 14–16 днів, насіння збирали з кошиків, виділяли зародки та обробляли їх 0.02% розчином EMS протягом 16 годин. Після цього зародки висівали на модифіковане середовище Мурасіге-Скуга MS і культивували in vitro в чашках Петрі до проростання. Здорові проростки згодом також пересадили в ґрунт.
У першому поколінні (M₁) оцінювали виживаність рослин, фенотипові відхилення, такі як деформації листя, хлорофільні химери та інші аномалії росту. Спадкові зміни, що проявлялися як стабільні мутації, реєстрували та відбирали в наступних поколіннях – M₂ та M₃. Саме в цих поколіннях проводили детальний аналіз спектра та частоти мутацій, які включали зміни кольору та форми листя, стебла, суцвіть, насіння, а також фізіологічні характеристики, такі як тривалість вегетаційного періоду. Для підтвердження спадковості та вивчення типу успадкування отриманих ознак проводили реципрочні схрещування мутантних форм з вихідними лініями та аналізували розщеплення в F₂. [54,47]
Таким чином, схема отримання мутантних форм поєднувала класичний мутагенез зрілого насіння з більш інноваційними підходами – обробкою незрілого насіння та зародків з подальшим культивуванням in vitro, що дозволило значно розширити спектр індукованої генетичної мінливості.


2.2 Молекулярно-генетичні методи аналізу
2.2.1 Методика виділення ДНК із листків соняшника


Виділення високоякісної ДНК із рослинного матеріалу є першочерговим та фундаментальним етапом для більшості молекулярно-генетичних досліджень, таких як ПЛР, секвенування та генотипування. Рослинні тканини, зокрема листя, містять велику кількість полісахаридів, поліфенолів та інших вторинних метаболітів, які можуть інгібувати подальші ферментативні реакції. Представлена нижче детальна методика описує послідовні дії для ефективного отримання чистої геномної ДНК з листків соняшника, що забезпечить успіх у подальших експериментах. Метод заснований на CTAB (цетилтриметиламоній бромід) екстракції, який ефективно лізує клітинні стінки рослин та зв'язує ДНК, допомагаючи відокремити її від полісахаридів, білків та інших забруднювачів.
Перший етап роботи це підготовка розчинів. Для CTAB буфер необхідно змішати 3 мл 10% CTAB, 2.8 мл 5 M NaCl, 0.4 мл 0.5 M EDTA, 1 мл 1 M Tris-Cl та 2.8 мл H₂O. Підготувати розчин Фенол:Хлороформ:Ізоваміловий спирт (25:24:1) та окремо розчин Хлороформ:Ізоваміловий спирт (24:1). Нам також знадобиться 3 M ацетат натрію (pH 5.2). Для цього потрібно розчинити 40.8 г тригідрату ацетату натрію в 80 мл H₂O, довести pH оцтовою кислотою. RNase A слід трохи розморозити на льоду. Процедура екстракції починається з підготовки обладнання та розчинів. Нагрійте водяну баню до 60°C, оскільки ця температура є оптимальною для ефективної роботи CTAB-буфера, який найкраще лізує клітинні стінки рослин саме при підвищеній температурі. Одночасно переконайтеся, що всі необхідні реагенти підготовлені та розташовані в зоні доступу, а робоче місце є чистим.
Якість виділення ДНК значною мірою залежить від якості підготовки рослинного матеріалу. Візьміть 2-3 листки заморозити рідким азотом у стерильній пробірці Eppendorf 1.5 мл, подрібнити в порошок мікропістилем з використанням рідкого азоту. Приготування лізуючої суміші та лізис клітин. Додайти 500 мкл CTAB-буфера попередньо ретельно перемішаних на вортекс із RNase A до кожного зразка. Інкубуйте при 60°C 1 годину, періодично перевертаючи їх для інтенсифікації процесу лизу.
Після інкубації витягніть пробірки з бані та охолодіть на льоду протягом 5 хвилин, що сприяє кращому поділу фаз на наступних етапах. Для депротеїнізації додайте 500 мкл суміші фенол:хлороформ:ізовамілового спирту, струсіть, центрифугуйте (14 000 об/хв, 10 хв). Після центрифугування дуже обережно, щоб не порушити міжфазний шар, перенесіть верхній водний шар у нову пробірку на 1.5 мл. Опційно повторити екстракцію хлороформом. 
Для осадження ДНК додайте 50 мкл 3 M Ацетату Натрію (pH 5.2) та перемішайте обережним перевертанням пробірки. Потім додайте 600 мкл 100% ізопропанолу кімнатної температури та перемішайте перевертанням до повного змішування. Інкубуйте при кімнатній температурі протягом 5-10 хвилин. Після інкубації центрифугуйте при ≥14 000 об/хв протягом 15 хвилин, після чого на дні пробірки має бути видно невеликий білуватий пелет ДНК. Для промивання пелету обережно злийте супернатант, додайте 500 мкл крижаного 70% етанолу, центрифугуйте при ≥14 000 об/хв протягом 15 хвилин за температури 4°C, знову злийте супернатант, проведіть коротке додаткове центрифугування протягом 30 секунд та видаліть залишковий етанол з дна пробірки за допомогою піпетки на 10 мкл.
Відкриті пробірки з пелетом ДНК просушіть на повітрі протягом 10-15 хвилин, бажано під ламінарним потоком, не пересушуючи пелет, оскільки це може ускладнити подальше розчинення ДНК. Для розчинення ДНК додайте 30-50 мкл води, вільної від нуклеаз, та проведіть краплею води вгору-вниз по стінці пробірки, де знаходився пелет, для кращого відмивання всієї ДНК. Залиште пробірки на ніч при 4°C для повного розчинення ДНК. Після повного розчинення зберігайте ДНК при -20°C або -80°C для довгострокового зберігання. [57]


2.2.2 Методика виділення загальної РНК із листків соняшника  

Соняшник, як і багато інших рослин, містить велику кількість полісахаридів, поліфенолів та ферментативних інгібіторів, які можуть погіршити якість виділеної РНК та утруднити подальші аналізи. Використання спеціалізованого набору Monarch Total RNA Miniprep Kit NEB #T2010 дозволяє ефективно подолати ці труднощі завдяки оптимізованим буферам, що забезпечують високий вихід чистої РНК. Метод ґрунтується на механічному руйнуванні клітинних стінок рослинної тканини з подальшим зв'язуванням РНК на силікагельній мембрані колонки. 
Перш ніж розпочати роботу, необхідно ретельно підготувати робоче місце та реагенти. Очистіть робочу поверхню засобом проти RNaz, працюйте в одноразових рукавичках. Приготуйте робочі розчини: розведіть 2X DNA/RNA Protection Reagent водою, вільною від нуклеаз (1:1); відновіть DNase I додавши 275 мкл такої ж води; додайте 100 мл 95% етанолу до концентрату RNA Wash Buffer.
Подрібніть 100 мг листя в рідкому азоті в порошок за технологією як при виділенні ДНК. Додайте 400 мкл 1X DNA/RNA Protection Reagent, гомогенізуйте бісерами та центрифугуйте. Супернатант перенесіть, додайте 400 мкл RNA Lysis Buffer. Лізат пропустіть через gDNA Removal Column. До фільтрату додайте рівний об'єм 95% етанолу, обережно перемішайте та нанесіть на RNA Purification Column. Після центрифугування промийте колонку 500 мкл RNA Wash Buffer. Нанесіть на мембрану суміш DNase I з буфером та інкубуйте 15 хв. Тричі промийте колонку RNA Wash Buffer. Для елюції додайте 50-100 мкл води, вільної від нуклеаз, на мембрану та центрифугуйте. Виділену РНК зберігають на льоду для негайного використання в експериментах. Для довгострокового зберігання оптимальною є температура -80°C. Чистоту оцінюють спектрофотометром (A260/A280≈2.0, A260/A230>2.0), інтактність – електрофорезом (чіткі смуги 28S та 18S рРНК із співвідношенням ~2:1). [58]
2.2.3 Методика вимірювання концентрації ДНК та РНК методом спектрофотометрії

Спектрофотометричний метод залишається основним швидким та доступним способом якісного та кількісного аналізу ДНК та РНК завдяки своїй простоті, швидкості та можливості використання мінімальних об'ємів зразка. 
Перед початком вимірювань необхідно дотримуватися строгих правил гігіени. Всі маніпуляції слід проводити в одноразових рукавичках, а для роботи з РНК використовувати спеціальний посуд та наконечники, вільні від RNase. Приготуйте правильний бланк (холосту пробу) – той самий розчинник, в якому знаходиться ваш зразок. 
Першим етапом роботи йде калібрування. Необхідно увімкнути прилад, обрати відповідний режим (ДНК-50 або РНК-40). Далі нанесіть 1-2 мкл бланка на вимірювальну поверхню, виконайте калібрування (Blank), після чого ретельно витріть поверхню. Для вимірювання зразка нанесіть 1-2 мкл вашого зразка ДНК/РНК та виконайте команду Measure. Запишіть необхідні результати, зазвичай це концентрацію та коефіцієнти чистоти A260/A280 і A260/A230. Перед наступним виміром слід ретельно витерти поверхню датчику. Для A260/A280 є ідеальним ~1.8 для ДНК та ~2.0 для РНК, але прийнятним вважається діапазон 1.7-2.0 ДНК та 1.9-2.1 РНК. Значення нижче вказують на забруднення білками/фенолом. Для A260/A230 є ідеальним 2.0-2.2, прийнятним вважається діапазон 1.8-2.4. Значення нижче 1.8 свідчать про забруднення гуанідином, полісахаридами або солями. [59]

2.2.4 Методика синтезу кДНК 

Синтез комплементарної ДНК (кДНК) представляє собою процес отримання двониткової ДНК на матриці зрілої мРНК за допомогою зворотної транскриптази RT. Метод дозволяє перетворити лабільну РНК на стабільну ДНК-копію для подальших досліджень. Використання системи Superscript IV із рекомбінантною зворотною транскриптазою забезпечує високий вихід кДНК навіть зі складних зразків РНК завдяки покращеній стабільності та процесивності ферменту. 
Слід працювати в умовах вільних від RNase, очистіть поверхню, використовуйте спеціальні наконечники та пробірки. На реакцію використовуйте 2-3 мкг тотальної РНК. Виберіть відповідний праймер Oligo(dT)20 для мРНК або випадкові гексамери для фрагментованої РНК. Підготуйте необхідні реагенти: буфер, DTT, інгібітор RNase та фермент.
Приготування суміші РНК та праймеру. У пробірку для ПЛР, вільну від нуклеаз, додають 2-3 мкг тотальної РНК, 1 мкл праймеру Oligo(dT)₂₀ (100 мкМ), 1 мкл суміші dNTP (10 мМ) та доводять загальний об'єм до 13 мкл водою, вільною від нуклеаз. Після цього проводять денатурацію та віджиг праймеру: інкубують суміш при 65°C протягом 5 хвилин для розпушення вторинних структур РНК, після чого негайно поміщають пробірку на лід щонайменше на 1 хвилину для швидкого охолодження та стабілізації комплексу праймер-матриця.
Під час процесу синтезу у пробірку для ПЛР додають РНК, праймер та dNTP. Загальний об'єм доведіть до 13 мкл водою, вільною від нуклеаз. Інкубують 5 хвилин при 65°C для денатурації, потім швидко охолодіть на льоду. Додають суміш для синтезу, що містить буфер, DTT, інгібітор RNase та фермент SuperScript™ IV. Загальний об'єм реакції – 20 мкл. Далі йде інкубація в термоциклері при 55°C протягом 30-50 хвилин для синтезу, потім 80°C протягом 10 хвилин для інактивації ферменту. За необхідністю отримання двониткової кДНК додайте RNase H та інкубуйте 20 хвилин при 37°C.
Проведіть контрольну реакцію без зворотної транскриптази (No-RT Control) для виявлення забруднення геномною ДНК. Якість кДНК перевірте ПЛР з праймерами до референсного гена. Готову кДНК зберігайте при -20°C, для довгострокового зберігання використовуйте -80°C. [60]


2.2.5 Методика розробки праймерів для qPCR на рослинних зразках

Розробка специфічних та ефективних праймерів є критично важливим етапом для успішного проведення кількісної полімеразної ланцюгової реакції (qPCR) у рослинних дослідженнях. Від якості праймерів безпосередньо залежать точність та відтворюваність результатів вивчення експресії генів. Запропонована методика описує системний підхід до дизайну праймерів для видів з недостатньо вивченими геномами, що ґрунтується на використанні модельного організму Arabidopsis thaliana як відправної точки для пошуку гомологічних генів у виді-мішені, з подальшим біоінформатичним аналізом та експериментальною перевіркою. 
Процес починається з відкриття бази даних TAIR та пошуку цільового гена Arabidopsis thaliana шляхом введення назви гена у пошукове поле з обранням опції "gene" у випадаючому меню. Після вибору правильного результату зі списку необхідно отримати кодуючу послідовність (CDS) гена: на сторінці гена слід натиснути "full length CDS", обрати "send to BLAST" та скопіювати повну послідовність для подальшого використання. Ця послідовність слугуватиме запитом для пошуку гомологічних генів у виді-мішені.
Для ідентифікації гомолога необхідно відкрити базу даних EnsemblPlants, вибрати вид-мішень та запустити BLAST-пошук шляхом вставлення послідовності Arabidopsis у поле "Sequence data", назвавши послідовність після символу >, обравши пошук проти ДНК, встановивши вид-мішень та обравши інструмент TBLASTX, який здійснює трансляцію в обох напрямках і є оптимальним для пошуку гомологів між різними видами. При інтерпретації результатів слід аналізувати топ-результати з високим Score та низьким E-value, перевіряти геномну локацію, оскільки декілька хітів можуть належати одному гену, та обрати найкращий кандидат за геномною локацією. Для експорту даних необхідно клацнути на обраний ген, перейти на вкладку "transcript" та експортувати дані у текстовому форматі.
Перевірка коректності ідентифікованого гомолога включає проведення зворотного BLAST: запуск нового BLAST з послідовністю гена-кандидата з налаштуваннями пошуку в базі даних ДНК за допомогою інструменту TBLASTX проти Arabidopsis thaliana, де підтвердженням правильності вибору є поява оригінальних генів Arabidopsis у топ-результатах. Додатково можна провести аналіз генних дерев: знайти ген у пошуку EnsemblPlants, перейти на вкладку "Gene tree", розгорнути відповідну філогенетичну гілку та підтвердити знаходження гена-мішені поруч з Arabidopsis-гомологом, що підтвердить еволюційну спорідненість генів.
Для дизайну праймерів необхідно відкрити інструмент Primer-BLAST, вставити послідовність гена-мішені та встановити основні налаштування: розмір продукту максимум 150 п.н. для ефективності qPCR, обов'язкове розташування праймерів так, щоб вони охоплювали екзонні з'єднання або інтрон з мінімальною довжиною інтрону 20 п.н. для рослин. Для забезпечення специфічності слід вказати базу даних Refseq representative genomes та організм-мішень, а в розширених параметрах встановити GC clamp: 1, Max Poly-X: 4 та Max GC in primer 3' end: 3.
При виборі праймерів необхідно дотримуватися пріоритетних параметрів: розмір продукту 80-150 п.н., різниця Tm праймерів не більше 2°C, розташування ближче до 3'-кінця гена та уникання послідовностей GG, GC, CC на 3'-кінці праймерів. Якісні характеристики повинні включати GC% в діапазоні 40-60%, мінімальну self-complementarity та відсутність димерів, що забезпечить високу ефективність та специфічність ампліфікації.
Після вибору оптимальних пар праймерів необхідно зберегти повну інформацію про них: послідовності (5'→3'), довжину продукту, Tm значення, GC% та позиції старту/стопу. Важливо враховувати, що для qPCR рекомендується використовувати 2-3 різні пари праймерів на ген для підтвердження результатів та забезпечення надійності отриманих даних. 


2.2.6 Методика проведення полімеразної ланцюгової реакції

Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) - це метод ферментативної ампліфікації специфічних ділянок ДНК in vitro. Метод базується на циклічному повторенні трьох етапів: денатурація, віджиг праймерів та синтез нової ДНК-ланцюга за допомогою ДНК-полімерази. Процес повторюється багаторазово, що призводить до експоненційного збільшення кількості цільової послідовності ДНК, яка може бути виявлена та проаналізована різними методами. 
Для реакції необхідні ДНК-матриця (10-100 нг геномної ДНК або 1-5 нг кДНК), специфічні праймери, ДНК-полімераза, dNTP, буфер для ПЛР (з MgCl₂) та стерильна вода. Щоб уникнути контамінації, слід очистити поверхню ДНК-дезінфектантом та при цьому використовуйте окремі набори піпеток для пре- та пост-ПЛР зон. 
Реакцію проводять у об'ємі 25 мкл. Готують основну суміш (Master Mix) без ДНК для всіх зразків одночасно, що забезпечує однакові умови. На одну реакцію додають: 2.5 мкл 10X буферу, 0.5 мкл dNTP (10 мM), по 1.0 мкл прямого та зворотного праймера (10 µM), 0.2 мкл ДНК-полімерази (5 U/µl), ДНК-матрицю та воду до 25 мкл. Суміш ретельно перемішують.
Програма ампліфікації в термоциклері:
1.  Початкова денатурація 94-95°C, 2-5 хв.
2.  25-35 циклів, кожен включає:
1) Денатурація 94°C, 30 с.
2) Віджиг праймерів температура визначається емпірично (зазвичай на 3-5°C нижче Tm), 30 с.
3) Елонгація 72°C (1 хв на 1 тис. пар основ).
3.  Фінальна елонгація 72°C, 5-10 хв.
4.  Зберігання 4-10°C.


Обов'язково включають позитивний контроль (відома ДНК), негативний контроль (вода замість матриці) та контроль праймерів (без матриці) для виявлення контамінації та неспецифічної ампліфікації. ПЛР-продукти аналізують електрофорезом у 1-2% агарозному гелі. Після фарбування етидій бромідом та візуалізації в УФ-світлі очікується чітка смуга очікуваного розміру та відсутність смуг у негативному контролі. [61]

2.2.7 Методика перевірки розподілу молекул ДНК/РНК методом електрофорезу в агарозному гелі

Електрофорез в агарозному гелі є одним з найпоширеніших та найважливіших методів аналізу в молекулярній біології, що дозволяє швидко та ефективно оцінити якість, кількість та розмір молекул нуклеїнових кислот. Метод заснований на розділенні фрагментів ДНК за розміром у пороватому середовищі (агарозному гелі) під дією електричного поля. Негативно заряджені молекули ДНК рухаються до позитивного електрода, причому менші фрагменти рухаються швидше за більші через менший опір пор гелю. Швидкість руху фрагментів обернено пропорційна логарифму їх молекулярної маси, що дозволяє не лише розділяти фрагменти за розміром, але й точно визначати їх довжину шляхом порівняння з маркерами молекулярної маси.
Концентрацію агарози обирають відповідно до розміру аналізованих фрагментів. Використовують 0,8-1,0% для великих фрагментів (0,5-10 тис. п.н.), 1,5-2,0% для середніх (0,1-1 тис. п.н.) та 2,5-3,0% для малих (50-500 п.н.). Агарозу розчиняють в буфері TAE або TBE нагріванням за стандартним методом. Розчин охолоджують до 50-60°C, додають фарбувач (наприклад, етидій бромід) та заливають в касету з гребінкою для формування лунок. Слід дати гелю затвердіти 20-30 хвилин.
На етапі підготовки та нанесення зразків необхідно змішати 5-10 мкл зразка ДНК/РНК або ПЛР-продукту з 1-2 мкл буфера для нанесення (містить барвник та гліцерол). Обов'язково в одну з лунок завантажують маркер молекулярної маси (ДНК-лага). Затверділий гель поміщають у камеру та заливають буфером так, щоб він покривав гель на 2-3 мм. Виймають гребінку, завантажують зразки у лунки. Далі підключають електроди (катод до лунок, анод – з протилежного боку) та проводять електрофорез при 80-120 V протягом 30-60 хвилин.
Після електрофорезу результати візуалізують за допомогою УФ-трансілюмінатора. Для високоякісної геномної ДНК очікується чітка смуга високої молекулярної маси (>10 кб), для РНК – чіткі смуги 28S та 18S рРНК у співвідношенні ~2:1, для ПЛР-продукту – одна смуга очікуваного розміру. Розмазані смуги або низькомолекулярне «сміття» свідчать про деградацію зразка. Обов'язково працюйте в рукавичках, оскільки етидій бромід є канцерогеном. Під час УФ-візуалізації використовуйте захисний щиток для очей. Не торкайтеся електродів під час роботи приладу. [61,62]

2.2.8 Методика полімеразної ланцюгової реакції в реальному часі

Полімеразна ланцюгова реакція в реальному часі (qPCR) є вдосконаленою версією ПЛР, що дозволяє моніторити накопичення ПЛР-продукту в реальному часі після кожного циклу ампліфікації. Кількісне визначення ґрунтується на вимірі флуоресценції, яка пропорційна кількості ампліфікованої ДНК. В основі методу лежить концепція порогового циклу (Ct) – точки, в якій флуоресцентний сигнал досягає заданого порогового значення, що корелює з початковою концентрацією цільової послідовності в зразку.
Для проведення qPCR необхідні ДНК-матриця (зразок досліджуваної ДНК або кДНК), праймери (специфічні послідовності для ампліфікації цільового гену), ДНК-полімераза (фермент для синтезу нових ланцюгів ДНК), dNTP (будівельні блоки для синтезу ДНК) та флуоресцентний детектор (речовина, що зв'язується з ДНК та випромінює сигнал). Існують два основних типи флуоресцентних детекторів: інтеркаляційні барвники (SYBR Green), які неспецифічно зв'язуються з двухнитковою ДНК та мають переваги у вигляді низької вартості та універсальності, але можуть детектувати неспецифічні продукти, та гібридизаційні зонди (TaqMan), які є специфічними флуоресцентними зондами з праймером і мають високу специфічність, але вищу вартість та складніший дизайн.
Реакцію проводять у об'ємі 20 мкл, використовуючи SYBR Green Supermix (містить полімеразу, буфер, dNTP та флуоресцентний барвник) або специфічні зонди (наприклад, TaqMan). На реакцію додають 10 мкл Supermix, по 0.8 мкл прямого та зворотного праймера (10 µM), 2 мкл ДНК-матриці (10-100 нг) та воду до 20 мкл. Рекомендовано використовувати основну суміш (Master Mix) для всіх зразків одночасно.
Програма ампліфікації в реальному часі:
1.  Початкова денатурація: 95°C, 3-5 хв.
2.  40-45 циклів, кожен включає:
1) Денатурація: 95°C, 10-30 с.
2) Віджиг/елонгація: 60°C, 30-60 с.
3.  Після ампліфікації обов'язково проводять аналіз кривої плавлення для перевірки специфічності: нагрівання від 60°C до 95°C з моніторингом зміни флуоресценції. Наявність єдиного піку підтверджує ампліфікацію лише цільового продукту.
Для достовірності включають негативний контроль без матриці (NTC) для виявлення контамінації, контроль якості виділення РНК (No-RT контроль) для виключення ампліфікації геномної ДНК, калібрувальну криву (для абсолютної кількісної оцінки) та референтні гени (для відносної кількісної оцінки). Для відносного кількісного аналізу експресії генів використовують метод ΔΔCt, нормалізуючи значення Ct цільового гена до референсного гена. Ефективність реакції має бути в діапазоні 90-110%. Для отримання надійних результатів необхідно ретельно оптимізувати умови реакції та використовувати відповідні контролі, що робить qPCR потужним, але вимогливим інструментом молекулярної діагностики та досліджень. [61,63]

2.3 Аналіз транскриптомних даних


Аналіз транскриптомних даних є потужним інструментом сучасної молекулярної біології, що дозволяє отримати комплексне уявлення про функціональний стан клітин та тканин шляхом вивчення всіх молекул РНК, що синтезуються в конкретний момент часу. Цей метод відкриває можливості для глибокого розуміння молекулярних механізмів розвитку захворювань, адаптації організмів до зовнішніх умов та регуляції біологічних процесів. З розвитком технологій секвенування нового покоління аналіз транскриптому став доступним інструментом для дослідників у різних галузях біології та медицини.
Транскриптом представляє собою повний набір усіх молекул РНК, що синтезуються в клітині, тканині чи організмі в певний момент часу та за конкретних умов. На відміну від статичного геному, транскриптом характеризується динамічністю та здатністю швидко змінюватися у відповідь на зовнішні та внутрішні чинники. Аналіз транскриптомних даних є сукупністю біоінформатичних методів для обробки, аналізу та інтерпретації даних, отриманих в результаті секвенування РНК або мікрочипових технологій. Основною метою такого аналізу є визначення рівнів експресії генів та інтерпретація їх біологічного значення.
Процес аналізу транскриптомних даних починається з етапу підготовки та контролю якості сирих даних, які надходять у форматі FASTQ і містять послідовності зчитів з секвенатора. На цьому етапі за допомогою інструментів FastQC та MultiQC проводиться оцінка якості секвенування, виявлення адаптерів, послідовностей з низькою якістю та можливих забруднень. Після оцінки якості часто проводиться обрізання адаптерів і низькоякісних ділянок за допомогою інструментів Trimmomatic або Cutadapt. Наступним кроком є вирівнювання зчитувань на референсний геном або транскриптом, що дозволяє визначити, до якої ділянки геному належить кожне зчитування. Для вирівнювання на геном використовують інструменти STAR, HISAT2 або TopHat2, тоді як для вирівнювання на транскриптом застосовують псевдовирівнювачі Kallisto або Salmon, які працюють значно швидше і все частіше використовуються в сучасних дослідженнях. Результатом цього етапу є файл у форматі BAM/SAM для вирівнювачів на геном або таблиця підрахунків для псевдовирівнювачів. Етап квантифікації передбачає підрахунок експресії генів шляхом визначення кількості зчитувань, що припадають на кожен ген або транскрипт. Для файлів BAM використовують інструменти featureCounts або HTSeq-count, тоді як інструменти типу Salmon чи Kallisto одразу видають таблицю підрахунків. Результатом цього етапу є матриця експресії, де рядки відповідають генам, стовпці - зразкам, а значення в комірках відображають кількість зчитувань для конкретного гена в конкретному зразку. Однією з найважливіших частин аналізу є статистична обробка даних та їх інтерпретація. Першим кроком є нормалізація даних, оскільки чисті підрахунки не можна порівнювати між зразками через різницю в глибині секвенування, довжині генів та інших факторах. Серед методів нормалізації найбільш популярним є TPM, який дозволяє порівнювати результати між різними експериментами, тоді як RPKM/FPKM вважаються застарілими. Також існують внутрішні методи нормалізації, що використовуються пакетами DESeq2 та edgeR для власних потреб при пошуку диференційно експресованих генів. Аналіз диференційної експресії спрямований на виявлення генів, рівень експресії яких статистично значуще відрізняється між двома або більше умовами. Для цього використовуються статистичні моделі, що враховують дисперсію даних і технічну мінливість. Найпопулярнішими інструментами для цього аналізу є DESeq2, який використовує негативну біноміальну модель, edgeR, що є схожим за функціоналом, та limma-voom, який є особливо ефективним для складних експериментальних дизайнів. Результатом аналізу є таблиця зі списком генів, що містить log2(Fold Change) - логарифм зміни експресії, p-value - ймовірність випадковості відмінності, та adj. p-value (FDR) - скориговане значення для множинних перевірок. Візуалізація та подальший аналіз включають PCA для оцінки загальної мінливості даних, теплові карти для візуалізації патернів експресії, вулканічні діаграми для поєднання значень Fold Change та p-value, а також функціональний аналіз GO/KEGG для виявлення біологічних процесів, шляхів та функцій клітин, перепредставлених серед значущих генів. [64-67]
Сучасний аналіз транскриптомних даних включає спеціалізовані методи, такі як одно-клітинний RNA-seq для аналізу транскриптому окремих клітин, аналіз ізоформ для виявлення сплайс-варіантів, аналіз малих РНК та long-read RNA-seq для секвенування повних транскриптів. Для проведення аналізу використовують мову програмування R з бібліотеками Bioconductor, Python з бібліотеками pandas, scikit-learn, scanpy, а також готові платформи з графічним інтерфейсом, такі як Galaxy та Partek Flow. Критично важливими для успішного аналізу є наявність біологічних реплік, достатня глибина секвенування та висока якість біологічних зразків. Аналіз транскриптомних даних знаходить застосування в медицині для пошуку біомаркерів захворювань, у базовій науці для вивчення регуляції генів та у біотехнологіях для поліпшення виробничих штамів бактерій, роблячи його незамінним інструментом сучасної біології.


3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА


В нашій роботі використовувалися транскриптомні зразки вихідної лінії соняшнику Zl95 та трьох її мутантів, отриманих в Інституті олійних культур НААН при обробці незрілих зародків різного віку хімічним мутагеном етилметансульфонатом.
Отримані транскриптомні зразки було відправлено на FastQС аналіз для отримання сирих секвенс-даних. FastQC є дуже популярним інструментом, який використовується для надання огляду основних показників контролю якості для необроблених даних секвенування наступного покоління. Результатом FastQC після аналізу файлу FASTQ зчитувань послідовності є HTML-файл, який можна переглядати у браузері. Він містить інформацію про отримані зчитування, їхню послідовність та якість. На додаток до графічних або спискових даних, наданих кожним модулем, призначається прапорець "Passed", "Warn" або "Fail". Але опиратися тільки на такі прапорці не слід, бо вони базуються на дуже конкретному наборі припущень і погано працюють з mRNA-Seq, small RNA-Seq, methyl-seq та іншими.
[image: ]
Рисунок 3.1 – HTML-файли які є результатом FastQC аналізу

[image: ]Рисунок 3.2 – Приклад FastQC звіту, файл демонструє результати по аналізу зразка Zl95

[image: ]Робота над аналізом починається з інструмента Trimmomatic. Він очищає сирі секвенс-дані (FastQ-файли), видаляючи низькоякісні зчитування та адаптери. Чисті дані є критично важливими для точності наступних етапів. Він дозволяє автоматично знаходити та видаляти залишки адаптерів, обрізати низькоякісні бази за допомогою ковзного вікна, а також видаляти короткі або неякісні зчитування, щоб забезпечити високу якість вхідних даних для подальшого аналізу. 
Рисунок 3.3 – Частина коду яка забезпечує роботу інструмента Trimmomatic

Kallisto використовує дані, очищені Trimmomatic, для кількісного визначення експресії транскриптів. Цей інструмент створює таблиці кількісної експресії, які показують кількість "читань", що відповідають певним транскриптам, у кожному зразку. Він використовує псевдовирівнювання, що дозволяє швидко оцінювати відповідність зчитувань до транскриптів без необхідності повного вирівнювання. Цей підхід значно зменшує час і обчислювальні ресурси, необхідні для аналізу RNA-seq даних, зберігаючи при цьому високу точність. Для роботи з Kallisto спочатку створюється індекс транскриптома з використанням FASTA-файлу, що містить послідовності транскриптів. Потім інструмент обробляє очищені FastQ-файли, отримані після попередньої обробки, і генерує таблиці кількісної експресії, які містять [image: ]інформацію про кількість зчитувань, що відповідають кожному транскрипту. 
Рисунок 3.4 – Частина коду яка забезпечує роботу інструмента Kallisto

[image: ]Інструмент також інтегрується з іншими програмами, такими як tximport для підготовки даних до статистичного аналізу у DESeq2. Kallisto забезпечує точність навіть у випадках, коли зчитування містять помилки, що робить його одним із найнадійніших інструментів для кількісного аналізу транскриптів. 
Рисунок 3.5 – Приклад таблиці кількісної експресії, яка показує кількість читань, що відповідають певним транскриптам, у кожному зразку
Слід зазначити, що при роботі з Trimmomatic та Kallisto було використано термінал програми MobaXterm. Більшість команд для роботи надавались через sh-файли, але були і ті, що вписувались окремо в термінал. Подальша робота проводилась в програмі Rstudio, яка має інший візуал та працює на базі R. В ній ми змогли не тільки продовжити аналізувати та обробляти наші дані, а також візуалізувати їх. [66,68,69]
[image: ]Tximport стає у нагоді після Kallisto. Дані, які генерує Kallisto, зазвичай представлені у вигляді, що потребує адаптації для подальшого статистичного аналізу. Tximport перетворює ці дані у формат, що відповідає вимогам DESeq2. 
Рисунок 3.6 – Вікно програми Rstudio з частиною коду який забезпечує адаптацію даних для подальшого статистичного аналізу

Tximport – це пакет, який використовується для імпорту та узагальнення даних кількісної експресії транскриптів, отриманих за допомогою інструментів. Пакет дозволяє враховувати довжину транскриптів, що може впливати на оцінки експресії, особливо у випадках диференційного використання ізоформ. Tximport також підтримує різні методи нормалізації, такі як масштабування TPM (transcripts per million) або довжини транскриптів, щоб забезпечити точність аналізу. Для роботи з tximport користувачі надають список файлів із результатами кількісного аналізу, а також таблицю відповідності між транскриптами та генами (tx2gene). Пакет генерує матриці, які містять дані про кількість зчитувань, рівні експресії та довжини транскриптів, що дозволяє легко інтегрувати ці дані у подальші аналітичні робочі потоки. 
DESeq2 приймає дані від tximport і проводить аналіз диференційної експресії. Цей інструмент дозволяє виявити гени, які змінюють свою експресію між мутантами та контрольними зразками. Ми порівнювали контрольні Zl95 та мутантні зразки, щоб визначити, які гени змінюють свою активність у мутантів соняшника. DESeq2 працює з матрицями кількості зчитувань, які представляють кількість фрагментів, що відповідають кожному гену в кожному зразку. Основний метод DESeq2 базується на використанні узагальнених лінійних моделей з негативним біноміальним розподілом, що дозволяє враховувати варіації між умовами та всередині умов. Пакет автоматично нормалізує дані, фільтрує низькоякісні зчитування, оцінює дисперсію, а також надає статистичні результати, такі як p-value і log2 fold-change. 
Значення ймовірності (p-value) – це статистичний показник, який використовується для оцінки рівня значущості результатів. У контексті аналізу диференційної експресії p-value показує ймовірність того, що спостережувані зміни у вираженні генів між двома умовами могли статися випадково. Зазвичай, якщо p-value менше 0.05, вважається, що зміни статистично значущі, тобто вони не є результатом випадковості. 
log2 fold-change – це міра, яка використовується для оцінки масштабу змін експресії генів між двома умовами. Значення обчислюється як логарифм за основою 2 від відношення рівнів експресії генів (тобто fold-change). Наприклад:
– log2 fold-change > 0 означає, що експресія гену підвищується в одній із умов порівняно з іншою.
– log2 fold-change < 0 свідчить про зниження експресії гену.
– Абсолютні значення показують величину змін, тобто чим більше значення, тим суттєвіші зміни.
Разом ці показники допомагають дослідникам визначати, які гени змінюють свою активність та наскільки ці зміни є значущими. Функції DESeq2 охоплюють візуалізацію результатів через MA-графіки, PCA-аналіз і теплові карти, що забезпечує глибоке розуміння змін генетичної активності.
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) - це метод для оцінки значущості заздалегідь визначених наборів генів у контексті змін експресії між біологічними умовами. Замість аналізу окремих генів він зосереджується на їх групах, пов'язаних із біологічними процесами або шляхами, які можуть бути збагачені в різних умовах. GSEA бере результати DESeq2 (наприклад, список генів із найзначущішими змінами експресії) і використовує їх для аналізу функціональних шляхів. Він визначає, чи є заздалегідь визначені набори генів статистично значущими у контексті змін експресії, виявляючи збагачені функціональні шляхи. GSEA ранжує гени за рівнями експресії і визначає, чи зосереджені гени із певного набору у верхній або нижній частині списку, показуючи зв’язок із фенотипічними змінами. 
Як продовження GSEA, Enrichment Analysis (Аналіз збагачення) зіставляє гени з біологічними термінами або шляхами, підсумовуючи зв'язок між генетичними змінами та функціями. Він створює додатковий рівень інтерпретації даних. Метод використовує бази даних, такі як Gene Ontology (GO) або KEGG, для створення зв'язків між списком генів, отриманих після диференційного аналізу експресії, і конкретними біологічними функціями. Цей метод допомагає виявляти збагачені функціональні категорії або шляхи, які можуть пояснити біологічні зміни у зразках в умовах мутації.
KEGG Pathway Analysis, аналіз шляхів за допомогою бази даних Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, який дозволяє ідентифікувати біологічні процеси, пов'язані з генами, що мають значущі зміни експресії. KEGG містить інформацію про взаємодії генів і метаболічні шляхи. Використовуючи дані про диференційно експресовані гени, KEGG Pathway Analysis ідентифікує шляхи, які можуть бути активовані або пригнічені в умовах експерименту. Наприклад, для соняшника можна з'ясувати, які метаболічні процеси або сигнальні шляхи змінюються в результаті мутації.
Visualization Tools використовуються для створення графіків, таких як MA-плоти, PCA-графіки, теплові карти та гістограми, щоб візуалізувати результати аналізу. Visualization Tools – це набір методів для графічного представлення результатів аналізу експресії генів. До популярних типів візуалізації належать MA-графіки, які показують log2 fold-change експресії генів, теплові карти (heatmaps), які відображають патерни експресії окремих генів або груп генів, PCA-графіки, що оцінюють кластеризацію зразків, а також точкові та стовпчикові діаграми для аналізу збагачення. Візуалізація допомагає швидко оцінити результати, знайти біологічні особливості в експресії та зробити висновки для подальших досліджень.
Ключовий перехід між цими методами полягає у тому, що результати одного етапу є основою для наступного. Відомості проходять шлях від очищення даних (Trimmomatic), через кількісне визначення експресії (Kallisto), до адаптації даних для аналізу (tximport) і проведення статистичного аналізу (DESeq2). Кожен із них виконує унікальну роль, але вони залежать один від одного, створюючи безперервний робочий потік. [70,71,72]
Надані нижче графіки відображають результати аналізу збагачення, показуючи топ-20 категорій (шляхів, процесів чи термінів), які мають найвищі показники. Застосований параметр  обмежує графік саме до 20 найважливіших категорій. Досліджуванні графіки містить інформацію про статистичну значимість (p-value), але можуть показувати також кількість генів, що входять у кожну категорію. Графік дозволяє наочно оцінити результати аналізу збагачення та порівняти різні категорії.  
[image: ]Рисунок 3.7 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком Brown-red

[image: ]Для зразка Brown-red спостерігається дуже чіткий сигнал збагачення, пов'язаний з основними клітинними процесами синтезу білків та функціонування хлоропластів. Домінуючими категоріями є "translation" (трансляція), "cytosolic large ribosomal subunit" (велика рибосомна субодиниця), "chloroplast" (хлоропласт) та "photosystem" (фотосистема). Кількість генів у цих категоріях дуже висока (до 150), а значення p.adjust надзвичайно низькі (порядку 10⁻¹⁰), що свідчить про надзвичайно високу статистичну значимість. Це чітко вказує на те, що в даному зразку диференційна експресія головним чином зачепила гени, пов'язані з апаратом синтезу білків та фотосинтезом. Такий профіль може відповідати сильній відповіді на умови, що впливають на загальний метаболізм, ріст або адаптацію рослинної клітини.
Рисунок 3.8 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf 
[image: ]Зразок Fanleaf демонструє зовсім інший профіль збагачення. Тут переважають функції, пов'язані з метаболізмом вторинних сполук, захистом та транспортом. Ключові категорії включають "defense response to other organism" (захистна відповідь на інші організми), "terpene synthase activity" (активність терпенсинтази), "beta-glucosidase activity" (активність бета-глюкозидази) та "carbohydrate transport" (транспорт вуглеводів). Кількість генів у категоріях значно менша (максимум до 40), а значення p.adjust хоча і значущі (близько 0.01-0.03), але набагато менш строгі, ніж у зразку Brown-red. Цей профіль характерний для активації специфічних шляхів захисту, метаболізму ліпідів/ізопреноїдів та перебудови клітинних стінок. Він може відображати реакцію на біотичний стрес (наприклад, патогенну атаку) або сигнали, що регулюють синтез захисних сполук.
Рисунок 3.9 – Порівняння значущості факторів між вихідною лінією Zl95 та зразком Tobacco

Профіль зразка Tobacco є проміжним, але більше схожим на Brown-red, ніж на Fanleaf. Знову домінують категорії, пов'язані з "translation", рибосомними субодиницями, "chloroplast thylakoid membrane" та "photosynthesis". Однак крім них з'являються додаткові категорії, такі як "small GTPase binding", "GTP binding" та "small-subunit processome", що вказують на задіяність у регуляції сигнальних шляхів та процесингу рибосомної РНК. Хоча кількість генів у найбільших категоріях також висока (близько 150), загальний список більш різноманітний, що може свідчити про більш широку або менш специфічну відповідь клітини порівняно з інтенсивним і сфокусованим сигналом у Brown-red.
[image: ]Аналіз отриманих графіків Volcano plot дозволяє порівняти вплив різних експериментальних умов на експресію генів, спираючись на розподіл значень log2FoldChange (масштаб зміни) та -log(padj) (статистична значущість). Найбільш виражену біологічну відповідь демонструє графік вихідної лінії Zl95 та зразка Fanleaf. На цьому графіку спостерігається найбільша кількість диференційно експресованих генів (червоні точки), які симетрично розподілені як у бік підвищення, так і зниження експресії. Крім того, значення по осі Y тут досягають найвищих показників (близько 40), що свідчить про надзвичайно високу статистичну значущість виявлених змін та вказує на те, що умова викликає масивну перебудову транскриптома.
 Рисунок 3.10 – Вплив різних експериментальних умов на експресію генів між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf

Часто теплова карта (heatmap) є ідеальним способом представлення варіацій експресії в кількох генах на панелі з одним зображенням. Теплової карти використовують для візуалізації даних експресії топ-10 генів з найвищим значенням log2FoldChange на основі значущих результатів диференційного аналізу. Аналіз вибирає гени зі значеннями padj, які мають значущість менше 0.05. Таким чином, обираються тільки статистично значущі гени. Аналіз теплових карт для топ-диференційно експресованих генів демонструє чітке розмежування між досліджуваними умовами. На графіках візуалізовано Z-score, де фіолетово-сині відтінки відповідають зниженій експресії (відносно середнього значення по ряду), а червоні – підвищеній.
[image: ]Найбільш виражену та однорідну картину демонструє графік вихідної лінії Zl95 та зразка Fanleaf. Тут спостерігається ідеальний поділ на два кластери: група зразків fanleaf (три повторності) показує стабільно низький рівень експресії обраних генів, тоді як група Zl95 (три повторності) демонструє рівномірно високу експресію. Відсутність "шуму" між повторностями свідчить про високу якість даних та сильну біологічну відмінність між умовами Fanleaf та ZL95.
Рисунок 3.11 – Візуалізації даних експресії топ-10 генів з найвищим значенням log2FoldChange між вихідною лінією Zl95 та зразком Fanleaf

Загалом, використовуючи функції (ТОП10) в Р-студіо ми виявили найбільш експресовані гени та прийняли рішення продовжувати працювати саме з ними. 

Таблиця 3.1 – Перелік генів для кожного зразка, з якими в подальшому проводилася робота та їх функції
	Назва зразка
	Назви генів (локація у ДНК)
	Назви передбачуваних ізоформ генів
	Передбачувана функція генів

	Brown-red
	LOC110929414
	XM_022172565.2
	Невелика родина терпенових синтаз у хлоропласті

	
	LOC110930897
	XM_022174287.2

	Інгібітори цистеїнової протеїнази рослин/ Старіння та проростання насіння серед іншого, а також захист

	
	LOC110908237
	XR_002574319.2
	Клітинна стінка бета-галактозидази (BGAL)

	Tobacco
	LOC110885910
	XM_022133642.2
	Один з чотирьох гомологів Arabidopsis бактеріальних білків ymlg Хлоропласт

	
	LOC110890522
	XM_022138142.2
	Кодує білок, що містить SET-домен, який діє надлишково з ATX4/5 для регуляції метилювання гістонів H3-K4

	
	LOC110912727
	XM_022157528.2
	Білок ДНК-зв'язуючої родини цинкових пальців типу Dof

	
	LOC118480894
	XM_035975872.1
	Кодує CP47, субодиницю реакційного центру фотосистеми II. Хлоропласт

	Fanleaf
	LOC110911872
	XM_022156520.2
	Родина білків стійкості до хвороб (клас CC-NBS-LRR)

	
	LOC110916913
	XM_022161565.2
	Загальний білок цинкових пальців, пов'язаний з фактором транскрипції 2

	
	LOC110878348
	XR_002557839.2
	Полі(АДФ-рибоза) полімераза

	
	LOC110910318
	XR_002576004.2
	Білок родини целюлозосинтаз (IRX3)

	
	LOC110918809
	XR_002581553.2
	Фактор відповіді на ауксин



Для кожного зразка було обрана низка статистично цікавих генів, які потім ми вручну сортували за можливою значимістю та функціями. Для кожного транскрипту був знайдений гомолог у Arabidopsis thaliana, щоб полегшити подальшу роботу та знайти можливі функції. Таким чином було отобрано 12 зацікавивших нас своїми функціями транскриптомів. 

[image: ]На наступному етапі нашої роботи почалась розробка специфічних праймерів для подальшого проведення кількісної ПЛР (qPCR). Оскільки геном соняшника має складну організацію, використовувався системний підхід, базуючись на гомології з модельним об'єктом. Спочатку в базі даних TAIR було знайдено кодуючі послідовності (CDS) цільових генів Arabidopsis thaliana. Використовуючи ці послідовності як запит, провели пошук гомологів у геномі соняшника через базу EnsemblPlants, застосовуючи алгоритм TBLASTX для максимально точної ідентифікації. Щоб упевнитися в правильності вибору, було проведено зворотний BLAST та аналіз генних дерев. Безпосередній дизайн праймерів виконувався у програмі Primer-BLAST. Для забезпечення ефективності qPCR було встановлено критерії відбору праймерів для подальшого дослідження. При дизайні праймерів звертали увагу, щоб довжина амплікону була в межах 70–150 п.н., різниця температур плавлення (Tm) не більше 2°C та вміст GC на рівні 40–60% . Для забезпечення специфічності праймери розміщувались так, щоб вони перекривали екзон-екзонні з'єднання або включали інтрони, що дозволило б уникнути ампліфікації геномної ДНК. У результаті було отримано перелік валідованих пар праймерів для синтезу.
Рисунок 3.12 – Перелік розроблених пар праймерів для зразка Brown-red

Паралельно з продовженням роботи над дизайном праймерів було розпочато лабораторний етап робіт. У першу чергу із попередньо заморожених при температурі -70⸰ зразків було виділено РНК. В роботі були використані зразки ліній соняшника з різними фенотиповими проявами, а саме: Zl95 (E3, D4, A3), серія мутантів Tobacco (F4, F2, B4, A1), Fan leaf (A2, E4, B3) та Brown-red (T2 D1, T1 E1, T3 B4). Враховуючи, що тканини соняшника багаті на полісахариди та поліфеноли, які можуть інгібувати ферментативні реакції, було обрано методику з використанням набору Monarch Total RNA Miniprep Kit. Робота проводилася у суворих асептичних умовах, попередньо обробивши [image: ]поверхні та контактні інструменти засобом для видалення РНКаз.
Рисунок 3.13 – Приклад виконання виділення РНК етап, де листки кожного зразка було заморожено в рідкому азоті та подріблено до стану пудри

Процедура виділення РНК проходила за стандартним методом. Листки кожного зразка було заморожено в рідкому азоті та подріблено до стану пудри, після чого додавався лізуючий буфер. Надалі розчин прокручувався на колонці для видалення геномної ДНК. Критично важливим кроком стала обробка мембрани колонки ферментом DNase I безпосередньо під час очищення, що дозволило повністю позбутися залишків ДНК. Після серії промивань буферами чиста РНК елююїться водою, вільною від нуклеаз. Якість отриманих препаратів обов’язково перевіряється на спектрофотометрі, орієнтуючись на співвідношення поглинання A260/280 близько 2.0.
[image: ]Рисунок 3.14 – Спектрофотометричний аналіз зразків РНК

Після роботи над РНК, було проведено виділення геномної ДНК із відібраних зразків: Zl95 D4, Brown-red T3 B4, Fan leaf E4, Tobacco A1 та Tobacco F2. Для цього завдання використовували метод CTAB-екстракції, оскільки він найкраще підходить для роботи з рослинним матеріалом соняшника. Спочатку приготували лізуючу суміш на основі CTAB-буфера з додаванням RNase A для видалення РНК-домішок. Заморожені та подрібнені зразки інкубували у цьому буфері при 60°C протягом години, періодично перемішуючи для ефективного руйнування клітинних стінок. Наступним кроком була депротеїнізація. Потрібно було додати суміш фенол:хлороформ:ізоваміловий спирт, ретельно струсити до утворення емульсії та відцентрифугувати. Дуже обережно видаливши верхню водну фазу, було проведено повторну очистку хлороформом для видалення залишків фенолу. Фінальним етапом було осадження ДНК за допомогою ізопропанолу та ацетату натрію. Після центрифугування отримали осад (пелет) ДНК, який промили 70% етанолом, підсушили та розчинили у воді. Чистоту отриманої ДНК також підтверджували спектрофотометрично, отримавши зразки, придатні для подальшого генотипування. 

[image: ]Рисунок 3.15 – Спектрофотометричний аналіз зразків ДНК

Наступним кроком роботи був перехід від виділеної РНК до аналізу експресії генів. Для цього спочатку потрібно було отримати стабільну ДНК-копію транскриптому. Було проведено реакцію зворотної транскрипції, використовуючи систему Superscript IV, оскільки вона забезпечує високий вихід кДНК навіть зі складних рослинних зразків. Робота виконувалась у суворих асептичних умовах. Спочатку була підготовлена суміш, додавши до 2–3 мкг тотальної РНК праймер Oligo(dT)₂₀ та dNTP. Цю суміш інкубували 5 хвилин при 65°C для денатурації вторинних структур РНК і миттєво охолодили на льоду. Далі було додано реакційний мікс, що містив буфер, DTT, інгібітор РНКаз та саму ревертазу SuperScript IV. Синтез проводився у термоциклері за програмою: 10 хв при 23°C (для віджигу), 30–50 хв при 55°C (власне синтез) та 10 хв при 80°C (інактивація ферменту). Для очищення кДНК від залишків матриці додавали фермент RNase H і інкубували зразки ще 20 хв при 37°C.
Маючи готову кДНК, було розпочато етап кількісної ПЛР у реальному часі (qPCR) для оцінки рівнів експресії. Використовувався інтеркалярний барвник SYBR Green, який дозволяє моніторити накопичення продукту в реальному часі. Реакційну суміш готували з розрахунку 20 мкл на лунку: 10 мкл Master Mix, по 0.4 мкл прямого та зворотного праймерів та 2 мкл розведеної кДНК. Ампліфікацію проводили у дві спроби (біологічні та технічні повтори) за стандартним протоколом: початкова активація (95°C, 3 хв), потім 40 циклів денатурації, віджигу та елонгації/зчитування сигналу. Обов'язковим етапом був аналіз кривої плавлення (повільне нагрівання від 60°C до 95°C), щоб переконатися у специфічності продукту та відсутності димерів праймерів.
[image: ]За результатами qPCR можна сказати, що зразок Brown-red характеризується вираженою та специфічною перебудовою транскрипційної активності. Ключовою особливістю є значуща активація гену TPS10 (експресія підвищена у 2,12 рази), що може свідчити про посилення біосинтезу відповідних метаболітів. У групі генів спостерігається різноспрямована регуляція: ген BZBG демонструє помірну активацію (1,3 рази), тоді як BZMC виявився майже повністю пригніченим (зниження практично до нуля). Такий патерн вказує на те, що у фенотипі Brown-red відбувається не просто загальне підвищення або зниження активності, а складне перепрограмування метаболічних шляхів, де одні ланки посилюються, а інші блокуються.
Рисунок 3.16 – А)Експресія генів у Brown-red відносно контролю Zl95; 
Б) Активація гену TPS10 у Brown-red відносно контролю Zl95. Відмінності у експресії гену TPS10 суттєві при p ≤ 0,05

Транскрипційний профіль зразка Tobacco виявився найбільш стабільним і близьким до контрольного зразка Zl95. Більшість специфічних генів (TZDOF, TZCP) не показали статистично значущих змін в експресії, залишаючись на рівні фізіологічної норми. Незначне зниження показав ген TZUC (0,76 від норми), а найбільш помітним відхиленням стало падіння експресії гену YLMG2 (у 3 рази). В цілому, на відміну від інших груп, зразок Tobacco не демонструє радикальних змін у досліджуваних маркерах, за винятком специфічного дефіциту YLMG2. 
[image: ]Рисунок 3.17 – А)Експресія генів у Tobacco відносно контролю Zl95; 
Б) Пригнічення гену TZCP у Tobacco відносно контролю Zl95

Аналіз гену TPS10 показав найбільш цікаві та стабільні результати. Ми зафіксували чітку диференціацію в рівнях експресії цього гену між контролем та мутантною лінією. Враховуючи, що TPS10 (терпен-синтаза) є ключовим ферментом у біосинтезі захисних летких сполук, саме цей ген був обраний як пріоритетний для подальшого глибокого аналізу та секвенування.
Щоб виявити можливі мутації в послідовності гену TPS10, було розпочато підготовку до секвенування за методом Сенгера. Провели класичну ПЛР для всіх досліджуваних зразків ДНК, використовуючи специфічні праймери до гену TPS10. Реакційна суміш (25 мкл) складалася з буфера, dNTPs, Taq-полімерази та геномної ДНК. Програма термоциклера включала 35 циклів ампліфікації з температурою віджигу, розрахованою емпірично для цієї пари праймерів. Продукти ПЛР розділяли у 1.5% агарозному гелі з додаванням етидій броміду. Електрофорез проводився при напрузі 100 В протягом 40 хвилин до чіткого розділення смуг. Під ультрафіолетом було візуалізувано результати. Електрофорез проводився у декілька спроб, щоб отримати якомога точніші результати. У більшості зразків спостерігалися чіткі, інтенсивні смуги очікуваного розміру, що свідчило про успішну ампліфікацію специфічного продукту. 

[image: ]Рисунок 3.18 – Розділення продуктів ПЛР для всіх досліджуваних зразків ДНК, використовуючи специфічні праймери до гену TPS10. З лівого боку використання зразків прямого праймеру 5' → 3', з правого використання зразків зі зворотнім праймером 3' → 5' 

[image: ]Найбільш "чисті" та яскраві банди, що відповідали цільовому фрагменту TPS10, було обережно вирізано скальпелем прямо з гелю, намагаючись мінімізувати час дії УФ-променів, щоб не пошкодити ДНК. Вирізані шматочки гелю помістили у пробірки та підготували до відправки в сервісний центр секвенування, де було проведено очищення ДНК з гелю та власне реакцію Сенгера.
Рисунок 3.19 – Вирізання смуг TPS10 під УФ-променями


Після отримання файлів із результатами секвенування, було проведено наступний етап дослідження, а саме їх детальний аналіз. Отримавши "сирі" дані секвенування (файли у форматі .ab1) для ампліконів гену TPS10 з дослідних зразків (Zl95, Tobacco, Fan leaf, Brown-red), було розпочато їх комп'ютерну обробку та аналіз.
[image: ]Першим кроком була візуальна оцінка якості хроматограм.  Файли прямого (Forward) та зворотного (Reverse) зчитування імпортували у програму BioEdit. На цьому етапі аналізували чіткість піків флуоресценції. Якісними вважалися ділянки з високими, вузькими піками, що не перекриваються (низький рівень фонового шуму). "Брудні" кінці послідовностей, де сигнал був розмитим або недостовірним, вручну обрізали, залишаючи лише високоякісну частину ріду для подальшого аналізу. Зазвичай обрізалися перші 20–40 нуклеотидів та ділянки після 800–900 п.н. у кожному зразку.
Рисунок 3.20 – Приклад тримінгу послідовності на зразку KP_Brown-redT3B45_TP55gF

Щоб підтвердити, що отримані мною послідовності дійсно належать цільовому гену TPS10 соняшника, а не є продуктом неспецифічної ампліфікації, використовували інструмент NCBI BLASTn. Завантажували свої "очищені" нуклеотидні послідовності в базу даних та проводили вирівнювання (alignment) проти референсних геномів. Результат показав високий відсоток ідентичності з очікуваною мРНК Helianthus annuus, що підтвердило успішність ПЛР та секвенування.
[image: ]Пошук мутацій в BioEdit став ключови етап дослідження. Для пошуку мутацій було створено окремі проекти вирівнювання для кожного зразка. Як референс використовували послідовність >mRNA:HanXRQr2_Chr03g0105031 cdna:protein_coding, яка відповідає функціональному гену TPS10 у геномі соняшника. До референсу вирівнювали прямий (Forward) та зворотний (Reverse) читання кожного зразка використовуючи алгоритм ClustalW. Це дозволило отримати консенсусну послідовність для кожного мутанта. Уважно переглядаючи вирівнювання, шукали розбіжності між референсом та зразками: однонуклеотидні заміни (SNP) або вставки/випадіння (InDel). Для підтвердження кожної знайденої мутації поверталися до вихідних хроматограм, щоб переконатися, що заміна не є технічною помилкою секвенатора.
Рисунок 3.21  – Зразок Brown-redT3B45 у програмі BioEdit

Знайшовши мутації на рівні ДНК, потрібно було зрозуміти їхній біологічний ефект. Для цього використовували онлайн-інструмент ExPASy Translate Tool. Було трансльовано мутантні нуклеотидні послідовності в амінокислотні. Отримані білкові послідовності порівнювали із білком дикого типу. Це дозволило класифікувати знайдені мутації:
− Синонімічні − амінокислота не змінилася (не впливає на функцію).
− Міссенс-мутації − відбулася заміна однієї амінокислоти на іншу (може змінити активність ферменту TPS10).
− Нонсенс-мутації − з'явився стоп-кодон, що призводить до обриву синтезу білка (ймовірна втрата функції).
[image: ]Рисунок 3.22 – А) Зовнішній вигляд пошукового вікна ExPASy Translate Tool; Б) Приклад рамки зчитування яка відповідає функціональному гену TPS10

[image: ]Проведений біоінформатичний аналіз дозволив ідентифікувати специфічні точкові мутації в гені TPS10 у досліджуваних лініях. Зразок Brown-redT3B45 показав широкий спектр мутацій. Присутні як чіткі точкові заміни, так і інсерції/делеції (інделі). Зокрема, зафіксовано заміни G→A та C→T, які класифікуються як EMS-типові. Це підтверджує ефективність хімічного мутагенезу для цього зразка. Зразок містить перспективні EMS-індуковані мутації. Необхідно перевірити, чи призводять знайдені інделі до повної втрати функції білка, що могло б пояснити фенотип Brown-red.
Рисунок 3.23 – Мутації у зразку Brown-redT3B45
Аналіз зразка TobaccoAl3 виявився складним, тут спостерігається дуже мало чистого сигналу, характерного для EMS. Натомість можна побачити хаотичні пошкодження: комплексні заміни та множинні інделі. Велика кількість нетипових мутацій може вказувати на погану якість секвенування даного амплікону або на наявність складних переміщень або пошкоджень ДНК. Для цього зразка важко виділити одну каузативну мутацію, рекомендовано повторне секвенування або дизайн нових праймерів для цієї ділянки. У зразку TobaccoAl5 виявлено одну чітку EMS-типову мутацію у позиції 55-70. Проте, як і в попередньому зразку, тут присутні інделі та комплексні зміни у зворотних рідах. Точкова мутація A→G є цікавим кандидатом, якщо вона призводить до заміни амінокислоти. Однак наявність делецій може мати більш радикальний вплив на білок. Потрібно перевірити, чи знаходяться ці інделі в інтронах чи екзонах. Зразок TobaccoF25 (shortband) виглядає більш перспективним з точки зору пошуку класичних мутацій. Ми ідентифікували кілька EMS-типових замін, а також складні заміни, що включають переходи T→C. Також були присутні вставки. Зразок TobaccoF25 демонструє чіткий мутагенний ефект. Заміна G→A є сильним кандидатом на роль каузативної мутації. Ці вставки можуть пояснити зміну довжини ПЛР-продукту.
Узагальнюючи результати секвенування та біоінформатичного аналізу можна сказати, що у більшості зразків вдалося виявити канонічні для EMS транзиції, що підтверджує успішність проведення хімічного мутагенезу. Окрім точкових замін, ми виявили значну кількість інделів. Це може свідчити про більш серйозні пошкодження геному або особливості репарації в цих лініях. Наступним критичним кроком є трансляція цих послідовностей. Делеції та вставки, що не кратні 3, призведуть до зсуву рамки зчитування і, ймовірно, до нефункціонального білка TPS10. Точкові заміни можуть змінювати каталітичну активність ферменту. Зміни в гені TPS10 (особливо у зразках Brown-red та Tobacco) є сильними кандидатами на пояснення змінених фенотипів, оскільки порушення синтезу терпенів може впливати на захисні реакції та загальний метаболізм рослин.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ


Перед початком виконання практично-наукової роботи над кваліфікаційною роботою, науковим керівником якої був д.б.н., професор Лях В.О., був проведений інструктаж з охорони праці та з пожежної безпеки (за інструкцією № 276 та інструкцією з пожежної безпеки № 62).
Лабораторія – це окреме приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму не напружуючи механізми терморегуляції. Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою безпечної роботи. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкості переміщення повітря відповідно вимог ДCН 3.3.6.042 – 99. [73]
Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Необхідно забезпечувати постійний рух повітря, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та речовин неприємним запахом, вентиляції, що повинна відповідати CНіП 2.04.05-91. [74] Температура повітря повинна бути в оптимальному діапазоні 18-20 оC. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/c. Відносна вологість повітря 60-70%. Атмосферний тиск у лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.cт. [75] Важливе значення має освітленість робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам CНіП ІІ-4-79. [76]
Безпека у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДCТУ 2293-99 та інших діючих нормативних актів. При роботі необхідно використовувати колективні і індивідуальні зароби та заходи безпеки. Працювати необхідно у зручному одязі, який не стримує рухів, мати окремий рушник для витирання рук, індивідуальні окуляри для захисту від попадання різного хімічного та біологічного матеріалу в очі. Необхідно перевірити на справність прилади: цілісність дротів, заземлення (занулення) приладів. Впевнитись у наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. [77]
Враховуючи те, що для оформлення даної роботи  неможливо обійтись без комп’ютерної техніки, потрібно дотримуватися при роботі певних правил. До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати засоби захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги.
Під’єднання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. Площа, що припадає на працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 метрів, відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 метрів в ряду, і не менше 1,25 метрів між рядками. В приміщеннях, обладнаних відео терміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід надавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах +22 градусів +- 24 градусів і швидкість руху повітря не менше 0,2 метрів на секунду. [75]
Щоб запобігти впливу шкідливих променів не сідала ближче до екрану ніж 50–70 сантиметрів, це високочастотні електромагнітні випромінювання, що виникають в процесі одержання зображення на екрані монітору.
Враховуючи, що тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, через кожні 90 хвилин потріюно робити перерву. В цей час кімната провітрюється. Так як праця з комп’ютером є роботою з тривалим перебуванням в фіксованій позі, рекомендовано виконувати під час перерви фізичні вправи та вправи для очей. Не рідше одного разу на квартал необхідно очищати від пилу агрегати та вузли:
– заземлення електрообладнання необхідно здійснювати згідно з ГОСТ 12.1.030-81 ССБП «Електробезпека. Захисне заземлення, занулення»;
– вмикання і вимикання усієї електромережі лабораторії повинно виконуватись загальним рубильником;
– електроприлади, що експлуатуються, періодично оглядає людина, відповідальна за електричне господарство.
 Виробничі чинники, пов’язані з роботою на комп'ютері поділяються на дві категорії: психофізіологічні чинники та фізичні. Основними з негативних психофізіологічних є  напруження зорового апарату та посилення емоційного напруження від монотонної праці. Серед фізичних чинників можна виділити  дію електростатичного поля та зміну іонного складу повітря.
З метою запобігання нещасних випадків забороняється вмикати персональний комп'ютер при знятому корпусі.
В кінці робочого дня або у разі тривалої перерви у роботі (вихідні або святкові дні, на час відпустки тощо) вилку кабеля живлення персонального комп'ютера слід від'єднати від розетки електромережі. Персональний комп'ютер може бути підключений тільки до розетки, яка має заземлення. Персональний комп'ютер встановлюється на робочих місцях, на яких обладнанню забезпечується нормальне охолодження. Повітря з вентилятора охолодження персонального комп'ютера повинно мати вільний вихід. 
Забороняється пересувати ввімкнений системний блок. Не дозволяється розміщувати персональний комп'ютер у місцях, де він не захищений від: попадання на нього прямих сонячних променів, пилу, механічних ударів, вібрацій, коливань та інших зовнішніх впливів; впливу високочастотного випромінювання (поблизу трансформаторів, ліній високовольтних передач та ін.). Не допускається перекриття вентиляційних отворів монітора, що знаходяться на верхній та бокових панелях. Персональний комп'ютер повинен бути встановлений на міцній горизонтальній поверхні.
Забороняється встановлювати персональний комп'ютер у місцях, де існує небезпека потрапляння на нього води, а також поблизу опалювальних приладів. У разі короткої перерви в роботі необхідно зберегти всі змінені впродовж останнього часу документи та зробити блокування персонального комп'ютера. Не встановлюйте персональний комп'ютер поблизу опалювальних пристроїв, а також бережіть від прямих сонячних променів.
Утримуйте персональний комп'ютер в чистоті, не допускайте накопичення пилу на поверхні. Оберігайте персональний комп'ютер від різких струсів та вологості. Забороняється ставити на системний блок будь-які предмети.
Заходи пожежної безпеки під час проведення моєї дипломної роботи включають в себе пожежну безпеку під час роботи в лабораторії та під час експлуатації комп’ютерної техніки. Забезпечення пожежної безпеки в лабораторії визначається «Правилами пожежної безпеки в Україні»:
– у лабораторії на видному місці повинні бути справжні первинні засоби пожежогасіння: вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо в лабораторії; ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01 м3) з совком; покривало з вогнетривкого матеріалу;
– загорання у лабораторії слід відразу ліквідувати. У разі пожежі необхідно: повідомити пожежну охорону; вжити заходів щодо евакуації людей з приміщення; негайно вимкнути всі газові та електроприлади, а також  забрати всі вогненебезпечні речовини, потім перекрити доступ повітря до вогню, а місце пожежі засипати піском, накрити покривалом з вогнетривкого матеріалу або обробити вуглекислим газом з вогнегасника. [75]
Таким чином, знання правил охорони праці та пожежної безпеки дали мені змогу уникнути небезпечних ситуацій під час виконання кваліфікаційної роботи магістра.

ВИСНОВКИ


1.  У ході виконання кваліфікаційної роботи досягнуто поставленої мети шляхом комплексного молекулярно-генетичного аналізу мутантних форм соняшника. Огляд наукової літератури підтвердив високу ефективність хімічного мутагенезу ЕМС для створення нової генетичної мінливості та визначив сучасні NGS-методи як ключові інструменти для її вивчення.
2.  Транскриптомний аналіз виявив чіткі та специфічні профілі диференційної експресії генів для кожної мутантної форми. Зразок "Brown-red" продемонстрував інтенсивну активацію шляхів, пов'язаних із трансляцією, функціонуванням хлоропластів та фотосинтезом. У "Fanleaf" переважала експресія генів захисту, метаболізму вторинних сполук (терпенсинтази) та транспорту, що вказує на активовані механізми біотичного стресу. Профіль "Tobacco" був проміжним, з акцентом на процеси синтезу білка та фотосинтезу.
3.  На основі транскриптомного аналізу обрано ключові гени-кандидати, зокрема TPS10. Експериментально підтверджено зміни їх експресії методом qPCR. Секвенування за Сенгером амплікону гену TPS10 та подальший біоінформатичний аналіз дозволили ідентифікувати конкретні точкові мутації у досліджуваних зразках. Ці знахідки прямо вказують на каузативний генетичний дефект, який може пояснювати змінений фенотип.
4.  Отримані результати мають практичне значення для селекції соняшника. Ідентифікація мутацій у конкретних генах та пов'язаних з ними транскриптомних профілів надає цінну інформацію для створення молекулярних маркерів. Це дозволить у майбутньому прискорити процес відбору форм із бажаним габітусом та покращеними адаптивними властивостями, сприяючи розвитку ресурсо-ефективного та стійкого землеробства.



Подяки

Ця магістерська робота виконувалася під час стажування у Відділі Біонауки Даремського університету (Велика Британія). Ми щиро дякуємо співробітникам цього відділу Д-ру Адріану Бреннану та Д-ру Джо Хепворс за безцінні поради, професійні рекомендації та постійну підтримку, які відіграли ключову роль у успішному проведенні цього дослідження. 
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XM_022113054.2 621 358.492 4 0.797562
9 bash_history XM_022113056.2 1309  1043.64 © 0
@ S XM_022113058.2 749 484.206 © [
9 bashre XM_022113060.2 750 485.206 10 1.47319
XM_022113062.2 617 354.528 30 6.04859
XM_022113063.2 568 307.448 © [
B Xauthority XM_022113064.2 1440  1174.64 © [
XM_022113066.2 838 572.907 © [
XM_022113067.2 761 496.01 © [
XM_022113069.2 872 606.907 © [
XM_022113070.2 776 511.01 © [
XM_022113071.2 815 549.907 2 9.259971
XM_022113073.1 606 343.881 © [
XM_022113075.2 777 512.01 1 0.139607
XM_022113076.2 846 574.907 © [
XM_022113079.2 666 402.288 © [
XM_022113080.2 1090  824.639 2 0.17336
XM_022113081.2 6580  6314.64 © [
XM_022113082.2 1610  1344.64 © [
XM_022113083.2 6430  6164.64 © [
XM_022113084.2 1762  1436.64 © [
XM_022113085.2 1523  1257.64 © [
XM_022113086.2 6063  5797.64 © [
XM_022113087.2 916 650.842 4 0.439307
XM_022113090.2 1098  832.639 O [
XM_022113092.2 474 220.36 © [
XM_022113093.2 466 212.875 © [
XM_022113094.2 6078  5812.64 © [
XM_022113096.2 798 532.907 © [
XM_022113097.1 633 369.983 © [
XM_022113098.2 5430  5164.64 © [
. L | XM 022113099.1 1265  999.639 0 [
XM_022113101.2 1002  736.639 © [
E=l Remote monitoring XM_022113102.2 620 357.528 © [
XM 022113104.2 1890  1624.64 © [
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v
UNREGISTERED VERSION - Please support MobaXterm by subscrbing to the professional edition here: https://mobaxterm.mobatek.net [=]

N EEE RN =T





image8.png
© rsudio
o ome- @l corntionn ~ i - .
aon | @tz Eironmet Mooy | Connections Tt =
: soue A srn EP @ H T g - | Y 2rn - [
1 it CrequireCsiocunager”, quietly - wue)) Boli
2 s el packages ('8 fochanager ) bt
2 e
3 miacuanager exinpor” count matrix o
5 Tibrarygna” count_patrivi o
6 countnatria e pach_tise he (1361 %2 Users/apo/Deskcton/urhan, Sunfower /uspring
7 T Path s ti<-£(IC:/Users,/Kkapo/Deskton/ DurhanSunf lower /apping/L95-rep-3.15V" . "C/USSrs | i1l intl e Doeg] e e oeer gt 7
" users /o Oesk Lo/ urany St omer /o 100/ 0r own-red. tour, 'Cjosers/i | G L) e e o) o ’
in 15 ¢
2din the abundance dara
rend. table(F1le_path_11SE111, header - TRUF, sep - "\
12 S Cne Shumdancs data to the count fatr i
15 Count matrind < ching(count mscr i, datall, est counts"))
e Mo Prages | Welp Viewer  presoeion =0

1
15 headCeount_natr ixt)

17 rownames (countpatria) < datn[, "rarger a1 ewtoser | © Newescrie - | © Deee < nemame | @8 o
18 colnanes count patrixt) < gsub("l+/" ", file path listl) 6 et .
10 hesdicount matrixl) 0
21 contnatrix Te-chind(datall, “target id"), countmatrix) o o dike a0 e
7 CoTnanes (count_matr1xI1) < €("V2", coTnanes (count_matrix1)) Ty P
20 combined < read.geTinCic:/users/Kapo/oeskeop ouran/sunflouerConbned ", header- A5t & s
25 count matrixl 2: merge(combined count parrixi 1, by x- vl i e
2 . .
2 o O D combieon 26Ma s 20
E 5 bumn
Consete [—— 5 stac
R Ras & Lavewous
‘o/Desiceop,/Durhan/ Sunf lonar/napping/2L95 rep 2. Tsv", "C:/Users/Kkapo/Dasktop/Durhan/Sunt lower /aappin  ~ Lot M6 s 20 Tesem
e - -
s /Kapo/Des Lo/ Durhan,/Sun awer /waun na/brown-r ed, Loy [ MR s 7o
Beskton/burhanSunf lomer/mapp1na/Cobacco. v’ 5 mnpnli
2 For 10 115 merass by A9ME s 2008 sarom
277 rasan the sbundance cata N
Gatal < read table(tile path stili], header - TRUE, sep = "\t™) Mot metos -Copyipa sseks sz zzaom

"aad the Sbundance data o the count fats ix
Commatr xL e cbindCcount matr el datall,

oror in Filecrile,

et oD

EERE





image9.png
translation

ribosome

cytosolic large ribosomal
subunit

chloroplast

chloroplast thylakoid membrane

photosynthesis, light
harvesting in photosystem |

photosynthesis

plastoglobule

ribosomal large subunit
assembly

cytosolic small ribosomal
subunit

chloroplast stroma

ATP-dependent peptidase
activity

response to light stimulus

ATP-dependent protein
folding chaperone

rRNA binding

GTP binding

translation elongation
factor activity

photosystem 11
thylakoid

protein import into nucleus

o
o
S

Count

100

150

p.adjust

4.0e-10
8.0e-10
12609
1.6e-09




image10.png
ADP binding
defense response to other
organism

hydrolase activity
‘S-adenosylmethionine-dependent
methyliransferase activity
methylation

terpene synthase activity
sugar transmembrane

Rn CHEBORC procest
beta-glucosidase activity
ribosome binding
carbohydrate transport

p-adjust

001
002

003




image11.png
translation |
ribosome |
cytosolic large ribosomal subunit |
cytosolic small ribosomal subunit |
chloroplast thylakoid membrane |
chloroplast -
photosynthesis, light harvesting |
harvesting in photosystem |-
plastoglobule{
nucleus-|
ribosomal large subunit assembly |
rRNA binding |
translation elongation factor activity |
mRNA binding |
chloroplast stroma |
RNA helicase activity |
small GTPase binding |

protein import into nucleus
small-subunit processome |

GTP binding

150

p.adjust

30e-13
6.0e-13

9.0e-13




image12.png
40~ *

log2FoldChange




image13.png
LOC118484192 -
LOC118481925 -
LOC110922816 -
LOC110918809 - Z_score
@ LOC10916913 -
5
O Loct10e11872-
LOC110910318 -
LOC110890446 -
LOC110878348 -
LOC110870644 -

fanleaf  fanleaf2 fanleafd 2195  zI952 19513
Treatment





image14.png
)

uepHerka Tabnvs

Excel

Kaiowka Moctoenko

a

Qalin  [naswas Bcraska  PasMerka CTpaWMusl  ®opMynbl  [laWbie  Peuewauposakve  Bua  Cripaska & Mopenutbes
5; Calibri i VA A v 2 Meperocuts Texcr 06w N 1= E% W & =X % - a? p
Berasnms = = = 0 2 YorosHoe  @opwatuposats Crvu | BcrasuTs YaanuTs Gopwar Coptuposka Haiimt
Loy | XKk A~ E Sh=A= = | I OBteaunmT, v nomecure 8 ueHTpe BB %100 [ S0 50| popuamiponarine »  rakiaBnaty ™ sueer™ - - - €~ nowp > seiments v
byep obuena 15 Wwipugr ] BupagsnEake ] ncno ] Crann Auedikn Pegakmposatie A
G25 - S v
A B C D E F G H 1 K L M N O P Q R S T U \ w -
1 BZt10 (BrownRed) TZt10 (Tobacco)
2 |XM_022172565.2| TPS10 Tm BZBG [ YLMG2 [TZUC [ TZDOF TZCP
ATCTAA rcomne GTTCTC [59.05 [T2UCar [AGCTAC [60.24 [TZDOFaF ACAATT [57.76 [TZ0PaF BEEEe
[AGCATG cTeeac ACCTGG  TAATGC GGCATC CGGTTG
[TPS10qF (GATCAA |61.15 |BZMCqF 50 41 |BZBGqF TaTGTG [ TTTCCC [ TGGTTT ATCAGT GAGTAT
GGTGGT]| [AAC I TGGC [ TGC
3 o AC TTC
[AATACG [61.14 |TZUCQR [TCAGCA [59.65 [TZDOFaR RESEe
;ggﬁg [ CAGGCT (A::ﬁ?:: GGTCAC AGTATT [AAGATT
[TPS10gR cteTeT 58.91 |BZMCqR GGCATT |58 .49 |[BZBGGR ATACCC ATAAAG [ TCATGT AGGGTT
[CTGCTC [ TGCTGA [ TCTCGT
4 [CTAC
5 Product length 82
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Top10

Foroso

Haif6inbw Likagi renn

Hassv npaiivepis

CMNoA





image15.jpeg




image16.png
v uepHeTKa Tabuub - Excel Katiowka MoctoeHko o
®aiin  TnaBHas BcraBka  Pasmerka cTpaHuubl  ®opMynbl  [laHHble  PeueHsvpoeanve  Bua  Cnipaeka & Mogenntecs
il 5; Catior Jn A s | 2 Nepenocurs rercr b . i B B 8= EH 2 a0
K K Y B = = = [E osveanums vnovecrs s uepe v | €5 v % 00 <% % Ycnoeroe Qopmatuposats Ctunau | BcraButb YaanuTs Gopmat . CopTupoeka  Haiitit n
pag $OpMaTMpOBaHME ¥ KaK TaBAMLY ¥ AueeK v v v v M OUALTP ¥ BbIAEAMTE v

Bygpep obmena & WpngT ~ BeIpaBHiBaHIe ~ Uucno ~ Crm Aueiikn PeaakTMpoBaHme ~
021 - S v

F G H 1 J K L M N (o} P Q R S T u \ w X Y -

leTpuuHWii aHanis spaskis AHK CnextpodoTomeTpruHuMii aHanis 3paskis PHK
1
MokasHuk MokasHuk
KoHueHTpauis  KoHueHTpauji KoHueHTpaLis KoHUeHTpaLgii  CnissigHowWweHHs
PHK HyKNeiHOBUX PHK HYKNEIHOBUX  NOTAMHaHHA

3 ng/ul A260 Sample ID ng/ul A260 260/280
4 114.41 2.288 Tobacco F4 258.92 6.473 2,14
5 15.45 0.309 Tobacco B4 793.71 19.843 2,17
6 97.67 1.953 Tobacco A1 1236.16 30.904 2,16
7 1309.52 6.190 Tobacco F2 616.19 15.405 2,16
8 61.95 1.239 7195 E3 195.65 4.891 2,13
9 7195 A3 304.02 7.600 2,15
10 7195 D4 168.26 4.207 2,13
1 Fan leaf E4 400.83 10.021 2,11
12 Fan leaf A2 321.92 8.048 2,14
13 Fan leaf B3 355.82 8.896 2,11
14 Brown Red T2 B4 343.99 8.600 2,13
15 Brown Red T1E1 99.37 2.484 2,19
16 Brown Red T2 D1 358.75 8.969 2,13
17
18
19
20
21
22
23

| Top10 | Haiiinew uikasi rev | Hassv npaiimepis | CMOA €} < >
Toroso El e 1 + 100%

112025




image17.png
) uepHeTka TabaMub - Excel Kariouwka Mocroenko o
Qalin  [naswas Bcraska  PasMerka CTpaWMusl  ®opMynbl  [laWbie  Peuewauposakve  Bua  Cripaska & Mopenutbes
4 Calibri i VA A v 2 Meperocurs Texcr 06w N 1= E% W & =X z a? /O
198 0 g «
Berasnms WK 4o [ = = = [ Obmenminms w novecrms s uonpe ~ | G& ~ % w0 § 3 YorosHoe  @opwatuposats Crvu | BcrasuTs YaanuTs Gopwar _ Copwponka Haiimau
P4 $OpMaTMpOBaHME ¥ KaK TaBAMLY ¥ AueeK v v v v M OUALTP ¥ BbIAEAMTE v
Bygpep obmena & WpngT 1 BeIpaBHiBaHIe 1 Uncno 1 Crnm Aueiikn PeaakTMpoBaHme ~
D21 M S v
A B c D E F G H 1 J K L M N o P al~
[ ¥t anani is IHK, ki : A [
neTpOgoTOMeTPHHUh aiania 3pakia [IHK, aki Crextpodoromerprml anaria apaaria HK nepogotomer
;| 6o sianpaseno wa cexaenysans no Cenrepy puanvii ananis
o Toxasrn [~~~
Mokastik Mokastik Crissin
; " ; o Komuent
KoHueHTpauia  KoHueHTpai KoHueHTpauin  kouerTpauii  CrissiaHowenHs . owenra
! ! pauin  KoHueHTp
PHK HykneiHoBUx PHK HyxneiHOBUX | noCMMHaHHA e TP norumal
aui
> Kucnot Kucnot it Ha
Hkneivo L
3 |sample ID ng/ul A260 Sample ID ng/ul A260 260/280 Sample ID ng/ul  A260  260/280
4 (71954 31 2041 0.408 TobaccoAl  114.41 2.288 2,09 Tobacco F4 258.92 6473 2,14
5 719504 3D 3,80 0.076 TobaccoF2  15.45 0.309 2,31 Tobacco B4 793.71  19.843 2,17
6 |BrownRed 73843 5,68 0.114 7195 D4 97.67 1.953 2,01 Tobacco Al 123616  30.904 2,16
7 |Tobacco F23 17,04 0341 FanleafE4  300.52 6.190 1,99 Tobacco F2 61619 15405 2,16
8 |Tobacco A13 594 0.119 Brown Red T3 £61.95 1239 214 795 €3 10565 4891 2,13
9 |7195 D4 sH 8,06 0.161 7195 A3 30402 7.600 2,15
10 |2195 D4 5D 19,30 0.386 7195 D4 16826 4207 2,13
11 |Brown Red T384 5 29,62 0.592 Fan leaf E4 400.83 10021 2,11
12 |Tobacco F2 5H 2,75 0.055 Fan leaf A2 32192 8048 214
13 |Tobacco F2 5H 3,72 0.074 Fan leaf B3 355.82  8.8%6 2,11
14 |Tobacco F2 5D 732 0.146 BrownRedT2B4 343.99 8.600 2,13
15 Tobacco AL 5 5,77 0.115 BrownRed TIE1  99.37  2.484 2,19
16 BrownRedT2D1 358.75 8.969 2,13
17
18
19
20
21
22
23
[ Top10 | Haifinew uikasi reru | Hassw npaiiviepis | CNOA [ @ < y
Yiakure sueiicy 1 Haxuute BBOJ] wni exGepuTe "BCraguTs" E M - 1 + 100%

112025




image18.png
500000
400000
300000
200000
100000
0
70
&0
500
a0
300
20
100
o
100

Brown Red & ZL95

A

.

2

BZMC

mBrownred mZL95

Tobacco & /95

T200¢

Tobacco W95

T2uc

510

A

ez

150000

100000

50000

70

20

100

TPS10

510

mBrownred WZL95

TzCP

2o

mTobacco w2195




image19.png
025.04.30 14:
camn TETA] f’m mmy-‘; et
ENRAL T

9 '_’".

———

CF-SAT-POS Frz:0.100sec
4ks PAus DIA Laddec




image20.jpg




image21.jpeg
¥ Biokait Sequence Alignment Editor
Fie Edt Sequence Algnment View Accessory Applicaion RNA  Wodd WideWeb Options Window Help
® D

97261 Chromatogram: 1 Usekap!Desio!Duham Sunfowen BOS25ADS, 060525 1P BrownpdTIBs P53 b1

Sl

LU Gt rone e KP_BeowsBadTIB43 _TPSSgf Fi - Userkapo Dkt DachaofSnflower 60525 A8 040535 KP BroweXafTIB4S TS5 ] ‘

1 » B ©
CCCCGATTCTTCCTT TTTTATG TG AGAATATCG TATT

@ 8w i =B

o Solcion 861046 Seasence M Hore.
LD Pt Nibenng Moo Nerw

& 1D I3 G oo+ EENMEINIPEE 8

PO "

=
[FE_BrownRed1 [SCCCaNAR

Yacruna 3 Sxicua
[ —p— [ —

80 50 100
TATAAATACACACATGATAACAGTAACATACACAAA

0 @ n 0 ) 100 o 120
A4TGCTTAATTTAG TTTCCATC TTCCTC TATAAATACACACATG ATAACAG TAACATACACAAACC T TACACACCAG TT

oo cooan Lo u o
110
TACACA





image22.jpg
| & [Couetiew <[5 1B SRR [shade theshold 100% <] = [

= Selector:nul Sequence Mask: None St
R ot/ Sk Postion: Numbering Mask: None s at |1

& 1D IT 6o+ B RMEINIPHEE s Sm@E G L

AT i S e e

~l 110 120 130 140 150 160

B04 060525 KP BrownRedT3B45 TP55gR
mMRNA : HanXRQr2 Chr03g0105031 cdna:p3
IA02 060525 KP BrownRedT3B45 TP55gF





image23.png
Expasy pe—

e

Translate tool

— A ‘

L T —

ottt

e s R LD R RIAAPISE5. P R LT
B e e
et
LT e AT

prr—
S





image24.png
Kareropis | ID spaska “"m“““" 'W‘m"" © "‘::':)c ™ T;"_"_;‘::;"‘ Komkpersiswism | EMS-
(Category) | (setection) cleotide sequ uintiony | (Specific changes) | rumosa
References Mutations
[GATAACAATAA|GATAACAGTAA |  Jememn
628 |caTacaca catacac (Deletion) Length 19~ 18
[CAATGTCCGTGT|CAATGICCATGT | 3amisa
13412 rrecrre TTCCTTG (Replacement) St -
[ TCAAGCGCTGT |TCAAGGGCTGIC|  3amia X
Forward D525 | CACTGCAGAG |ACTGCCGAG (Replacement) €—Ga—cC Hi
mutations [ACTACAAAACT [ACTGCAAAACTC|  3amima
605620 Jeep et (Replacement) A—C
[ TTTACGCAACA |TTTATGCAGCAC|  3amima
25230 epatcc aaTcC (Replacement) C-TLa-C
[AAAATTTTAAG [AAGAACTIAAL X
13572 | oarac s Beraska (Insert)|  Length 17— 18 Hi
| TGAAGACTGGA |TCATCACTAGTA . K o
620650 [ATGGAATGGAT [ACTCATGONTTG | S | Coomamd o i
[TTcaACCTTAA [caceTTCCGCTA | Replacement) | (ki G—A,.C—T)
1131175 |FATCGAACAAT [TTTTATATACTA | Sauisa | Comams nsosassd swiem
17 |ATGAACAAAGA|TAAAAACGTATC| (Replacement) | (sxn G—A.C—T)
[ TAGATGGGACA |TAGGTAAATGAT
14761502 [TCAATGAGATC [AATGTACTCTAA |Beraska (fnsert)|  Length 26 — 27 Hi
Reverse cate cr
o | GCTTGGGCAGGT|GCTGTAACTAAL]
17181747 [TTATGCAAAGC [TCATCTCAGCCT |Beraska (fnsert)|  Length 29 — 30 Hi
ATAcCT TTasAT
[ATATGATGGGA [aacaGaTTGATC
940990 |ATATTGAATTTG|AAATCATTTAAT cement | G Mmosam i
TATGAGGCTTC [ACTATTT (Replacement)
ATCCATACTGG |TTACTIAGITGT -
995-1050 |ATCATGCTAGA [TCAGATTATATA Sawina Cxomamm MuoxGmE sy
acTTcacaac [ceaTaacaaTat| Replacement)





image1.png




image2.png
= Cpt
a -





