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РЕФЕРАТ


Дана дипломна робота викладена на 75 сторінках друкованого тесту, містить 15 рисунків та 3 таблиці. Під час виконання роботи було опрацьовано 65 наукових джерел, з яких 55 є англомовними джерелами.
Об’єктом дослідження стали сучасні методики створення праймерів для молекулярно-генетичних досліджень соняшника.
Метою даної роботи була розробка пар праймерів для проведення молекулярно-генетичного аналізу мутантів соняшника для визначення рівня експресії певних генів у вихідної лінії та двох її мутантних форм.
Для досягнення визначеної мети було поставлені такі завдання: 1. Виростити рослинний матеріал для проведення досліджень. 2. Отримати зразки РНК достатньої концентрації з рослинного матеріалу для проведення досліджень. 3. Розробити пари праймерів для використання під час QPCR аналізу. 4. Провести дослідження та проаналізувати експресію генів у вихідної лінії ЗЛ-95 та двох її мутантних форм tobacco та fan leaf.  6. Порівняти рівень експресії досліджуваних генів у вихідної форми та у мутантів. 7. Порівняти рівень експресії досліджуваних генів у двох мутантів соняшнику отриманих з лінії ЗЛ-95 (tobacco та fan leaf) між собою.
У результаті проведеної роботи було розроблено пари праймерів для 4 генів, які приймають участь в розвитку рослин. Виизначен рівень експресії цих генів у соняшника однорічного та порівняна ця експресія у вихідної лінії соняшника однорічного та двох його мутантних форм. Апробація отриманих результатів була проведена під час трьох міжнародних наукових конференцій. 
СОНЯШНИК ОДНОРІЧНИЙ, МУТАНТНІ ФОРМИ, ЕКСПРЕСІЯ ГЕНІВ, ПРАЙМЕР, МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ



ABSTRACT


This thesis has 75 printed text pages and contains 15 figures and 3 tables. 65 scientific sources, 55 of which were English-language, were processed during the work.
The object of the study was modern methods for creating primers for molecular genetic studies of sunflowers.
This work aimed to develop primer pairs for molecular genetic analysis of sunflower mutants, determining the level of expression of certain genes in the original line and its two mutant forms.
The following tasks were set to achieve the specified goal: 1. To grow plant material for research. 2. To obtain RNA samples of sufficient concentration from plant material for research. 3. To develop primer pairs for use during QPCR analysis. 4. To research and analyse gene expression in the original line ZL-95 and its two mutant forms, tobacco and fan leaf. 6. To compare the expression level of the studied genes in the original form and mutants. 7. Compare the expression level of the studied genes in two sunflower mutants obtained from the ZL-95 line (tobacco and fan leaf) with each other.
As a result of the work, primer pairs were developed for four genes that participate in plant development. The expression level of these genes in annual sunflower was determined, and this expression was compared with the original annual sunflower line and its two mutant forms. The results were validated during three international scientific conferences.
SUNFLOWER, MUTANT FORMS, GENE EXPRESSION, PRIMER, MOLECULAR GENETIC RESEARCH
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ВСТУП


Соняшник однорічний – це одна з найвижливіших культур у сільському господарстві України. Наша країна кілька років поспіль впевнено займає перше місце з експорту соняшника та соняшникової олії в світі, а тому дослідження соняшника є дуже актуальним.
Розширення генетичної міндивості будь-якої культури може здійснюватись кількома шляхами, серед яких індукований мутагенез займає одне з провідних місць. Отримання нових форм та ліній сприяє поліпшенню певних якостей та ознак сільськогосподарських культур і тому є дуже важливим для селекціонерів.
Експресію генів можна виявити кількома шляхами, один з яких засновується на використанні РНК. Чим більше РНК синтезується на певній ділянці ДНК, тим більше продуктів цього гену утворюється в клітині. Якщо побудувати відповідні праймери, то можна «знайти» РНК яка б відповідала цим праймерам та визначити її кількість у досліджуваному рослинному матеріалі. Це буде показником активності даного визначеного гену у певному рослинному матеріалі (не всі гени обов’язково експресуються в усіх частинах рослин навіть при їх наявності). Так само як і на різних етапах розвитку рівень експресії генів може змінюватись. 
Дослідники, коли займаються новими видами рослин, намагаються використовувати знання накопичені раніше і на інших культурах, а тому розробляють праймери для визначення активності генів по аналогії з генами інших, вже відносно добре вивчених, культур. В нашій роботі у якості модельної послідовності генів для прозробки праймерів використовувався геном арабідопсісу, як модельного і найбільш вивченного об’єкту у генетиці рослин. 
Такі новітні технології дозволяють краще ідентифікувати зміни які відбуваються у генетичному апараті рослин під час індукованого мутагенезу.
Метою даної роботи була розробка пар праймерів для проведення молекулярно-генетичного аналізу мутантів соняшника для визначення рівня експресії певних генів у вихідної лінії та двох її мутантних форм.
Згідно цієї мети було встановлено наступні завдання:
1. Виростити рослинний матеріал для проведення досліджень.
2. Отримати зразки РНК достатньої концентрації з рослинного матеріалу для проведення досліджень.
3. Розробити пари праймерів для використання під час QPCR аналізу.
4. Провести дослідження та проаналізувати експресію генів у вихідної лінії ЗЛ-95 та двох її мутантних форм tobacco та fan leaf. 
6. Порівняти рівень експресії досліджуваних генів у вихідної форми та у мутантів.
7. Порівняти рівень експресії досліджуваних генів у двох мутантів соняшнику отриманих з лінії ЗЛ-95 (tobacco та fan leaf) між собою.
Апробація отриманих результатів:
1. Цвітенко В., Бойка О. А. РОЗШИРЕННЯ ГЕНЕТИЧНОЇ МІНЛИВОСТІ РОСЛИН – ЗАПОРУКА СТАЛОГО РОЗВИТКУ. Ways of Science Development in Modern Crisis Conditions: Proceedings of the 4th International Scientific and Practical Internet Conference, June 8-9, 2023. FOP Marenichenko V.V., Dnipro, Ukraine, 481 р. Дніпро: FOP Marenichenko V.V., 2023.  C. 419-420. 
2. Boika O., Tsvitenko V. HELIANTHUS ANNUUS: DIRECTIONS OF BREEDING. Сучасні проблеми біології, екології та хімії: Збірник матеріалів VІІ Міжнародної науково-практичної конференції Запоріжжя: Поліграфічний центр «CopyArt», 2024. C. 91-92. 
3. Цвітенко В. СОНЯШНИК – ВАЖЛИВА СІЛЬСЬКОГОСПОДАРСЬКА КУЛЬТУРА УКРАЇНИ. Збірник наукових праць студентів, аспірантів, докторантів і молодих вчених «Молода наука-2024»: у 5 т. / Запорізький національний університет.  Запоріжжя : ЗНУ, 2024. Т.1. С. 307. 



1. ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
0. [bookmark: _Toc177741827]Біологічні особливості соняшнику 
[bookmark: _Toc177741828]1.1.1 Систематичне положення

Царство Plantae – Рослини
Підцарство Tracheobionta – Судинні рослини
Відділ Spermatophyta – Насіннєві рослини
[bookmark: _Hlk174276512]Відділ Magnoliophyta – Квіткові рослини
Клас Magnoliopsida – Дводольні
Підклас Asteridae – Айстериди
Порядок Asterales – Айстроцвіті
Родина Asteraceae Bercht. & J. Presl – Родина Айстрових
Рід Helianthus L. – Соняшник
Вид Helianthus annuus L – Соняшник звичайний [1].
Соняшник звичайний (Helianthus annuus L.) є представником царства рослини. Входить до підцарства судинних рослини, що налічують приблизно 300000 видів рослин. Соняшник звичайний утворює насіння для свого розмноження та розповсюдження, саме тому він входить до відділу насіннєвих рослин. Належить до найрізноманітнішого відділу наземних рослин – квіткові рослини. Даний відділ включає в себе приблизно 13000 родів та 300000 видів рослин. Helianthus annuus L. є представником найбільшого класу рослин – дводольні рослини (включає в себе 200000 видів рослин) [2]. Підклас айстеридів є один з головних серед дводольних рослин. Порядок айстроцвітів переважно складаєься з трав’яних рослин до яких безпосередньо належить соняшник звичайний.  Входить до родини айстрових, що є однієї з найбільших серед трав’янистих рослин. Рід соняшник включає близько 70 видів однорічних та багаторічних трав’янистих рослин, серед яких і Helianthus annuus L – соняшник звичайний [3].
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1.1.2. Анатомо-морфологічні особливості Helianthus annuus L.


Соняшник звичайний (Helianthus annuus L.) – це однорічна трав’яниста рослина. Стебло прямостояче, шорстке, вкрите волосками, висотою від 160 до 180 см. Зовнішній вигляд соняшника однорічного представлено на рисунку 1.1.
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Рисінок 1.1 – Зовнішній вигляд соняшника однорічного

Розташування листя – чергове. Лист соняшнику складається з пластинки та черешку який з’єднує його з стеблом  Черешкове листя має розміри в межах 2 – 20 см, зубчастого типу. Нижнє листя лопатеве, розмірами 10 – 40 см. Основне листя клиноподібне з пилчастими краями, абаксіальні грані шиповидні із залозистими крапками [4]. В процесі розвитку соняшнику після появи із грунту сходів сім’ядолей, відкривається перша пара справжніх листків. Листя утворюється супротивними супротивними парами, що чергуються. по п’ять. Далі з’являються по п’ять протилежних пар з яких розвивається коротша форма чергування філатаксії. Кількість листків на одній рослині може сягати 70. На кількість листків, їх форму та розташування безпосередньо впливають фактори навколишнього середовища [6].
Суцвіття соняшнику гетерогамне, називається габітусом або головкою. Зовнішній завиток габітусу утворюють жовті зигоморфні квіти які є безплідними. Актиноморфні трубчасті квіти, які є репродуктивними, розташовані в центрі габітусу. Центральні квіти бордового кольору, розташовані дугами, що радіально відходять від центру суцвіття в чіткі ліворуч і праворуч поворотні спіральні ряди. Жовте коло на краю габітусу утворене не репродуктивними  променевими язичковими квітками. Зигоморфні променеві квітки утворені з 3-5 подовжених пелюсток, що зрослися між собою, утворюючи стрічкоподібну структуру, що закінчується короткою трубкою віночка, розташованою над рудиментарною зав’яззю з рудиментарним рильцем або без нього. Адаксіальний епідерміс всіх променевих квіток містить всі конічні клітини, а абаксіальний епідерміс складається лише з плоских клітин [5]. 
Соняшник звичайний має горішкоподібний плід – сім’янку, що складається з ядра та перикарпій, що називаються оболонкою насіння. Сім’янка дозріває від перефирії завитка до центру. В процесі дозрівання насіння засохша чашечка, трубка віночка, пильовик, рильце та стрижень поступово відпадаються  від місця їх прикріплення. На периферії габітусу сім’янки найбільшого розміру, зі зміщенням до центру розміри сім’янок зменшуються.  Довжина насіння коливається в рамках від 7 до 25 мм, а їх ширина – від 4 до 13 мм. Маса 100 насінин соняшнику звичайного зазвичай коливається від 4 до 20 г , а маса однієї сім’янки може становити від до 400 мг. Форма насіння можу бути лінійною, яйцеподібною або майже круглою. Великі сім’янки мають товстіший перикарпій та дрібніші ядра, а дрібні сім’янки – тонший перикарпій та більше ядро, а також більший вміст олії [6].
Коренева система  складається зі стрижневого кореня що досягає довжини 1 м. Від головного кореня розгалуджуються бічні вторинні корені довжиною 10-30 см [7].
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1. Стадія прорастання 
Після висадження насіння соняшнику в грунт починається його проростання, при цьому температуру грунту повинна становити не менше 10℃. Насіння вбирає в себе воду з грунту, що розм’якшує його перикарпій, і згодом він тріскається,  сплячий ембріон соняшнику пробуджується. Починає формуватися коренева система та сім’ядолі.  Сім’ядолі з’являються на поверхні грунту через 2 дні після висадки. Між сім’ядольними листками знаходиться точка росту, що дає початок розвитку справжнім листкам, рослина переходить на наступну стадію [8, 9].
1. Вегетативна стадія 
Сім’ядолі розширюються, змінюють колір на зелений. Ріст стебла сповільнюється, збільшується ріст кореневої маси. Стадія вегетації визначається кількістю справжніх листків (V1, V2 …Vn) розмір яких більше ніж 4 см.  Стадію розвитку соняшника можна визначити підрахувавши рубці від опалого листя, виключенням є місце прикріплення сім’ядолей [8].
1. Репродуктивна стадія 
Репродуктивна стадія розвитку соняшнику звичайного включає в себе 9 етапів (R1 – R9).
Стадія R1: припиняється формування листя і починається етап формування головки квітки з верхньої бруньки. На цьому етапи незрілі приквітки мають форму багатокінцевої зірки.
Стадія R2: над листом, що найближче прикріплений до стебла,  відбувається подовження незрілих бруньок на 0.5-2 см. На цій стадії відбувається диференціювання квіток і визначається кількість насіння. При підвищенні температури швидкість деференціювання квіток прискорююється а тривалість цього переоду зменшується. Ріст коренів триває. Тривалість стадії R2 становить 17-30 днів. 
Стадія R3: недозрілі бруньки збільшують свої розміри більш ніж на 2 см.
Стадія R4: починає відкриватися суцвіття, можна побачити недозрілі променеві квіти.
Стадія R5: є початковою стадією цвітіння соняшнику. Променеві квітки розгортаються, шийка стебла нахиляється. Залежно від відсотку площі головки що цвіте або завершила своє цвітіння стадію Стадія R5 можна розділити на підстадії: R5.1 (10%), R5.9 (90%) тощо. Стадія R5 триватиме до тих пір, поки повністю не розкриються всі пелюстки і на зовнішньому завитку суцвіття не з’явиться пилок.
Стадія R6: після запилення, променеві квіти в’януть і стадію цвітіння закінчується.
Стадія R7: запліднені сім’язачатки перетворюються на насіння. Для того, щоб захистити насіння, головка соняшника поступово починає опускатися. Поступово насіння стає зрілим, а головка соняшнику змінює свій колір на жовтий та твердне.  
Стадія R8: приквітки залишаються зеленими, а потилиця соняшнику повністю стає жовтою. Вологість насіння зменшується до 50%.
Стадія R9: приквітки стають жовтими та коричневими, ця стадія є фізіологічною зрілістю соняшника звичайного. Вологість насіння знижується приблизно до 30%. Далі потилиця та стебло соняшнику повністю висихають і вологість насіння становить приблизно 15% [8, 10].
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Cоняшник звичайний (Helianthus annuus L.) у всьому світі є однією з найбільш вирощуваних олійних культур. Насіння соняшнику звичайного є олійним – чорне з тонкою оболонкою (лігнін і целюлозолітичні матеріали), що щільно прилягає до ядра і займає приблизно 20% від загальної маси насінини. В насінні соняшнику містяться харчові волокна, ненасичені жирні кислоти, антиоксиданти, флавоноїди (кверцетин, лютеолвн, апігенін, кемпферол), амінокислоти, білки (приблизно 20%), вітаміни (Е, В, фолати і ніацини) і мінерали (кальцій, мідь, залізо, магній, марганець, селен, фосфор, калій, натрій і цинк). Амінокислотний склад соняшникового насіння включає: глутамінову, аспарагінову кислоти, аргінін, фенілаланін, тирозин, лейцин, метіонін і цистеїн [11].
Соняшник звичайний в своєму насінні містить високий вміст олії (35-42%). Насіння соняшнику багате на лінолеву кислоту (55-70%) і бідне на олеїнову кислоту (20-25%). Також соняшникове насіння є джерелом поліненасичених жирних кислот (31%). Окрім того, у своєму складі насіння соняшнику містить важливі метаболіти фенольних сполук – флавоноїди. Ізофлавон є важливим фітоестрогеном і його вміст в насінні соняшнику становить 534 нг/г. Загальний вміст флавоноїдів в насінні соняшнику становить 25 мг/г. Іншими важливими компонентами соняшникового насіння є фенольні кислоти. 5- O -кофеоілхінова кислота (5-CQA) та її ізомери 3- та 4-CQA також є важливими складовими насіння соняшника і становлять від 62,1% до 92,9% загального фенольного вмісту. Загальний вміст фенолу в ядрі становить від 3938,8 до 4175,9 мг/100 г сухої речовини. 
Токофероли є ще однією важливою складовою насіння соняшнику. Приблизний вміст токоферолу в насінні соняшнику становить  669,1 мг/кг, що складається з альфа-токоферолу (92,4%), бета-токоферолу (5,6%) і гамма-токоферолу (2,0%) [12].
Таблиця 1.1 – Хімічний склад насіння соняшнику та його біологічна дія [11, 12]

	Біологічна дія 
	Хімічна речовина

	Антиоксидатні ефекти
	Токоферол, L-аскорбінова кислота, антиоксидантні ферменти каталаз, глутатіондегідрогеназа, гваяколпероксидаза, глутатіонредуктаза, каротиноїди

	Антимікробна дія 
	дубильні речовини, сапоніни, глікозиди, алкалоїди, фенольні сполуки

	Антидіабетична дія 
	хлорогенова кислота, глікозиди, фітостерини, кавова кислота, хінна кислота

	Антигіпертензивна дія 
	11S глобулінові пептиди

	Протизапальна дія 
	α-токоферол, тритерпенові глікозиди, геліантозиди

	Загоєння ран 
	лінолева кислота, арахідонова кислота



Насіння соняшнику надзвичайно багате на біологічні активні речовини, які необхідні для нормального росту, розвитку та функціонування організму людини. Так олеїнова кислота здатна зменшувати ризик розвитку холестерину та раку грудей, а лінолева кислота зменшує ризик розвитку ішемічних хвороб серця. Інші хімічні речовини насіння соняшнику звичайного та їх вплив на організм представлені в таблиці 1.1.
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0. Вплив екологічних чинників на ріст і розвиток соняшника однорічного


Helianthus annuus L. добре росте та розвивається в степових, вологих та напівпосушливих районах, що включають в себе чагарники, ліси та луги. Найкраще для соняшнику звичайного підходить чорнозем, лучно-чорноземні та темно-каштанові грунти з рН 6,0-7,0. Проте соняшник звичайний здатний добре рости та розвиватись на піщаних, мулистих та глинистих грунтах в нейтральною лужністю. Також в посушливі періоди соняшник добре росте на дренованих грунтах, з середньою або легкою текстурою, низькою солоністю не більше 4 дсм/м, вмістом води не менше 16%, об’ємною щільністю 1.4 г/см3, температурою грунту 13.3°С/м, глибина грунту повинна становити 50-150см [13]. 
Для проростання і подальшого розвитку соняшнику необхідна волога. Для росту коренів та пагонів соняшника йому необхідний діапазон вологи 8.2-11.4%. При недостатній кількості вологи, рослина соняшнику отримує водний стрес, що негативно впливає на рівень врожайності насіння на вмісту олії в ньому, проте в насінні збільшується вміст протеїну. Дифіцит води стає причиною зменшення висоти рослини, діаметру стебла та головки а також кількість насінин в головці та індекс насіння. Відсутністю поливу та дощів знижують в насінні вміст олеїнової, лінолевої, ліноленової та пальмітинової кислот [14]. Найкращим межами рівня опадів для нормального росту та розвитку соняшнику є 300-1600 мм [13].
Температура є не менш важливим екологічним фактором для росту соняшнику як профіль грунту та його вологість. Для проростання та розвитку соняшнику найкраще підходять температурні рамки від 15 до 35 °C. Дослідження встановили що насіння соняшнику що проростало при температурі 25 °C, продемонстрували найкращу схожість, і в своєму складі продемонстрували вищий вміст α-токоферолу, стигмастеролу, лейцину, проліну, метіоніну, глутаміну в порівнянні з насінням що проростало при температурі 35 °C. Температурний стрес провокує у соняшнику збільшення діаметру головки та стерильної площі головки, але при цьому кількість насіння на його маса зменшуються. Також концентрація олії в насінні зменшується приблизно на 6%. Відмічається зниження вмісту лінолевої кислоти, та підвищення концентрації пальмітинової, стеаринової та олеїнової кислот [14].
Зі збільшенням температури в повітрі знижується інтенсивність фотосинтезу та підвищується рівень вуглекислого газу. При підвищенні температури та рівня вуглекислого газу зменшується провідність продихів та мезофілу соняшнику. Підвищена концентрація вуглекислого газу підвищує експресію генів, що відповідають за поділ клітин, ріст та властивості клітинної стінки. Підвищений рівень вуглекислого газу в повітрі підсилює інтенсивність фотосинтезу соняшника, тим самим, збільшується урожайність зерна. При відвищенні концентрації CO 2 у зерні знижується концентрація макро- та мікроелементів (азоту, фосфору, калію та заліза). Температурний стрес і як його наслідок збільшення рівня вуглекислого газу негативно впливає на біосинтез пігментів (каротиноїди та флавоноїди) та зміну сигналів, які квіти використовуються для залучення запилювачів. Висока температура повітря та надлишок вуглекислого газу в повітрі можу спровокувати зниження якості пилку, безплідність пилку або передчасну загибель ембріонів, що негативно впливає на врожайність та продуктивність соняшнику соняшнику [15].
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Helianthus annuus L (Соняшник звичайний) має 17 хромосом (n=17). Геном соняшнику відносно великий за різними оцінками він складає 3,5 Гб [16] чи 2871–3189 мільйонів пар основ (2,9 Гб) [17]. Окрім ядра ДНК міститься у двох органелах – мітохондріях та хлоропластах. Гени органел теж частково ідентифіковані. В хромосомному наборі соняшнику знаходяться 332 скаффолди (серії контигів, розташованих у правильному порядку, але не обов’язково з’єднаних в одну безперервну ділянку послідовності). Кількість контигів (наборів сегментів або послідовностей ДНК, які перекриваються таким чином, що забезпечує безперервне представлення геномної області) в геномі соняшнику становить 2,712 Мб з них контиги N50 складають 2 Гб, а контиги L50 – 448. Відсток пар гуанін-цитозин складає 38.5%. В геномі соняшнику звичайного налічується 83587 генів (рис 1.2), в яких 71248 відповідають за кодування білку, а функція 12339 генів є не визначеною [18]. 

[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, Шрифт, логотип
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Рисунок 1.2 – Розподіл генів соняшнику звичайного за функціями



Таблиця 1.2 – Хромосомний набір соняшника звичайного [18]

	№ хромосоми
	Назва хромосоми
	Розмір (bp)
	Вміст GC (%)

	1
	CM007890.2
	149 502 186
	38,5

	2
	CM007891.2
	174800439
	38,5

	3
	CM007892.2
	176 490 873
	38,5

	4
	CM007893.2
	208 320 189
	39

	5
	CM007894.2
	178 169 690
	38,5

	6
	CM007895.2
	148 147 350
	38,5

	7
	CM007896.2
	149 542 083
	38,5

	8
	CM007897.2
	167 167 940
	38,5

	9
	CM007898.2
	189 665 024
	38,5

	10
	CM007899.2
	181 411 567
	38,5

	11
	CM007900.2
	189 830 405
	38,5

	12
	CM007901.2
	163 781 230
	38,5

	13
	CM007902.2
	173 487 274
	38,5

	14
	CM007903.2
	173 346 949
	38,5

	15
	CM007904.2
	175 671 323
	38,5

	16
	CM007905.2
	206 736 614
	38,5

	17
	CM007906.2
	195 042 445
	38,5



Наразі вчени мають дані про геном не лише тільки соняшника однорічного (який найчастіше культиву людина), але й його диких родичів, що дозволяє шукати кандидатів для залучення в схрещування з метож отримання нових форм та передачу корисних ознак однорічному соняшнику. Молекулярно-генетичні дослідження соняшника знаходяться на стадії активного вивчення та розширення вже існуючих баз даних щодо геному соняшника. 


[bookmark: _Toc177741835]1.2.2 Генетична структура геному соняшника однорічного 


Helianthus annuus L. в своєму геномі містить 83587 генів, проте не всі гени є вивченими. На даний час дослідженна тільки незначна кількість генів соняшнику (встановлено їх розташування та функцію), частина цих генів, що виконують функцію кодування білку представлена в таблиці 1.3. 

Таблиця 1.3 – Генетична структура соняшнику звичайного [18]

	Символ гена
	Опис гена
	Хромосома
	Кількість екзонів
	Функція

	LOC110939706
(ASD1)
	альфа-L-арабінофуранозидаза 1
	7
	18
	забезпечує активність альфа-L-арабінофуранозидази

	LOC110877998
	L-галактозодегідрогеназа
	9
(цитоплазма)
	6
	активує L-галактозодегідрогеназу, бере участь у процесі біосинтезу L-аскорбінової кислоти

	LOC110908491
	хітиназа V класу
	9
	8
	забезпечує зв'язування АТФ, хітину та активність протеїкінази, бере участь у вуглеводному обміні та фосфорилюванні білка






Продовження таблиці 1.3
	Символ гена
	Опис гена
	Хромосома
	Кількість екзонів
	Функція

	LOC110935053
(M3OM1)
	транс-ресвератрол ді-О-метилтрансфераза
	4
	2
	забезпечує активність О-метилтрансферази, S-аденозилметіонін-залежну активність метилтрансферази та димерезації білка, бере участь у метилюванні

	LOC110938841
	Серин/
треонін-протеїнкіназа SD2-5, подібна до S-рецептора лектину G-типу
	5
	4
	забезпечує зв'язування АТФ та активність протеїнкінази, бере участь у фосфорилюванні білка

	LOC110877055
	кофеоїл-CoA O-метилтрансфераза At4g26220
	9
	5
	забезпечує активність О-метилтрансферази, S-аденозилметіонін-залежну активність метилтрансферази

	LOC110878322
	Каталітична субодиниця тРНК (аденін(58)-N(1))-метилтрансферази TRMT61A
	9
(ядро)
	3
	бере участь у метилюванні тРНК




Кінець таблиці 1.3
	Символ гена
	Опис гена
	Хромосома
	Кількість екзонів
	Функція

	LOC110922965
	гомолог анаморсину
	17
(цитоплазма)
	9
	забезпечує S-аденозилметіонін-залежну активність метилтрансферази та зв'язування залізо-сірчаних кластерів

	LOC110937023
	передбачувана S-аденозил-L-метіонін-залежна метилтрансфераза
	4
	7
	забезпечує активність метилтрансферази, бере участь у метилюванні

	LOC110937555
	біфункціональна фукокіназа/фукозопірофосфорилаза
	4
	7
	забезпечує зв'язування АТФ та активність фукокінази, бере участь у захисті GDP-L-фукози

	LOC110889397
	метилтрансфераза PMT5
	17  (цитоплазма)
	14
	забезпечує активність метилтрансферази

	LOC110936938
	протеїнкіназа PINOID
	4 (цитоплазма, ядро та плазматична мембрана)
	2
	забезпечує зв'язування АТФ, активність протеїн серин/треонін кінази, бере участь у фосфорилюванні білка




[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, программное обеспечение, Значок на компьютере
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Рисунок 1.3 – Хромосоми соняшника однорічного [18]

Як можна побачити на рисунку 1.3 хромосоми соняшника однорічного не дуже відрізняються одна від одною за розмірами, а тому без застосування диференціального забарвлення важко ідентифікуються [18]. 


1. [bookmark: _Toc177741836]Цитоплазматична чоловіча стерильність соняшника однорічного


[bookmark: _Hlk175163877]В сучасній літературі описано понад 70 типів цитоплазматичної чоловічої стерильності соняшнику. Проте домінуючим залишається ЦЧС- PET1, отриманий від схрещування H. petiolaris × H. Annuus. Виникнення ЦЧС- PET1 на молекулярному рівні спричинений появою відкритої рамки зчитування ( orfH522 ) у 3'-фланкуючій області мітохондріального гена atpA. Під час спільної експресії цих генів в клітинах тапетуму виникає їх пепердчасна загибель (апоптоз). Домінантні ядерні гени Rf  провокують відновлення фертильності за рахунок специфічних для пильовиків скорочень котранскрипту orfH522 і atpA [19].
Карта мітохондріального геному соняшнику з чоловічою цитоплазматичною стерильністю та фертильністю описує тристоронню організацію мітохондріального геному як фертильного (300 Кб) та стерильного (305 Кб) фенотипів через рекомбінацію по одній прямій 12 Кб. Встановлено, що область між генами, що кодують субодиницю F-АТФ-ази (atpA) та субодиницю апоцитохрому b (cob) комплексу bc містить вставку розміром 5 Кб сегменту ДНК та інверсію в мтДНК.
Картографування та секвенування мітохондріального геному соняшнику з чоловічою цитоплазматичною стерильністю та нормальною цитоплазмою продемонстровано на рисунку 1.4.

[image: Изображение выглядит как диаграмма, линия, Технический чертеж
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Рисунок 1.4 – Картографування та секвенування мітохондріального геному Helianthus annuus L.

З рисунку 1.4 можна побачити, що розміри рестрикційних фрагментів відповідають розщепленню EcoRI. У фертильного та стерильного соняшнику ген на комплементарному ланцюзі до atpA знаходиться на тому самомму місці. В обох лініях соняшнику можна побачити інвертований повтор 265 bp, відображений у вигляді чорних прямокутників. Рекомбінація між цими двома повторами мтала причиною геномної фнверсії, в геномі соняшника з ЦЧС. Також в геномі стерильного соняшника знаходиться вставка вставка послідовності приблизно 2,3 kb поруч із 3'-кінцем гена atpA. Вертикальні лінії на рисунку з’єднують гомологічні сайти рестрикції в двох геномах[20].
[bookmark: _Toc177741837]1.2.4 Методи генетичного аналізу соняшника 


Соняшник є однією з найважливіших олійних культур у світі. Він відіграє кльочову роль у розвитку сільського господарства та харчової промисловості. В останні десятиліття інтерес до досліджень геному соняшнику значно збільшився, що дає нові можливості для його генетичного аналізу та селекції. 
Використання різних генетичних методів дослідження геному соняшнику дає змогу глибше вивчати архітектуру важливих ознак соняшнику, таких як його врожайність, стійкість до хвороб та факторів зовнішнього середовища, а також вміст та якість олії.  Наразі існує велика кількість методів дослідження геному соняшнику, до них належать: секвенування, картування геному, електрофорез, ПЛР, спектрофотометрія та біоінформатичний аналіз. 
Секвенування ДНК є загальною лабораторною методикою визначення точної послідовності нуклеотидів або основ в молекулі ДНК. Встановлення послідовності пар основ в молекулі ДНК є запорукою для розуміння функціонування генів та всього геному. Сучасні генетичні дослідження соняшнику налічуються кілька методів секвенування ДНК. Кожен з методів має свої особливості та активну область досліджень геноміки. Іншими словами, можна сказати, що секвенування – це процес читання ДНК, що дає можливість розширити доступ до геному соняшнику [21].
Найпоширенішим на найвідомішим методом секвенування ДНК є метод Сенгера або обриву ланцюга. Особливістю даного методу є те, що він спрямований не на весь ланцюг ДНК, а лише на конкретну ділянку матричної ДНК, за допомогою олігонуклеотидного праймера. Для визначення послідовності основ, в методі Сенгера використовують хінічні анали нуклеотидів. Аналоги основ ДНК називаються дідезоксирибонуклеотидами (ddNTP), а їх особливстю є відсутність 3'-гідроксильної група яка необхідна для 5'-3'-подовження полінуклеотидного ланцюга ДНК. Під час змішування ddNTP, помічених іншим кольором для кожної основи і мДНК в керованій полімеразній реакції, утворюються ланцюги кожної можливої довжини. Далі отримані продукти секвенування розділяють за допомогою електрофорезу до однонуклеотидних послідовностей. Фрагменти з кінцевими ланцюгами виявляються за їх флуоресцентними мітками, причому кожен колір ідентифікує один із кінцевих ddNTP [22].
Іншим різновидом секвенування ДНК є секвенування другого покоління. Технології такого секвенування можна розділити на дві категорії – секвенування шляхом гібридизації та секвенування шляхом синтезу. Секвенування шляхом гібридизації відбувається коли колекція олігонуклеотидних послідовностей, що перекриваються, збирають разом для визначення послідовності ДНК.  Під час секвенування за допомогою технології синтезу використовують ферменти такі як: полімеразу або лігазу. Ці ферменти ферменти еобхідні для включення нуклеотидів із флуоресцентною міткою, які потім ідентифікуються для визначення послідовності ДНК [23].
Картування геному належить до процесу візуального зображення розташування генів у хромосомах. Найефективнішим підходом до картування геному є його секвенування, а в подальшому використання компютерних програм для аналізу та візуалізації послідовностей розташування генів.  Пріоритетним під час процесу картування геному соняшника є визначення розташування генів які кодують білки [24]. Сучасна генетика виділяє 2 типи картування геному: генетичне та фізичне картування. Генетичне картування передбачає дослідження процесу переміщення генетичної інформації між хромосомами або між різними ділянками однієї хромосоми під час мейозу. Даний тип картування геному дозволяє детально вивчати процес кросинговеру. Фізичне картування дає розуміння фізичної відстані між послідовностями ДНК, кількості пар основ між ними [25].
Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) – це сучасна лабораторна методика ампліфікації нуклеїнових кислот, в основі якої лежать процеси денатурації та ренатурації ДНК або РНК за допомогою ферменту ДНК-полімерази I, ізоляту з Thermus aquaticus, відомого як ДНК Taq. Особливістю методу ПЛР є його вибіркове фокусування на маленькому сегменті ДНК [26].  
ПЛР складається з 3 етапів: денатурація, відпал та розширення. Першим кроком в проведенні ПЛР є нагрівання суміші до 94-95⁰C протягом від 15 до 30 секунд. Під дією високої температури відбувається розрив водних зв’язків двох ланцюгів мДНК. Ланцюги розділяються і в подальшому будуть слугувати шаблонами для створення нових копій.  Наступним кроком є відпал. Для цього реакційну суміш необхідно охолодити до температури, для того щоб дати праймерам можливість приєднатись до одноланцюгових мДНК шляхом утворення нових водневих зв’язків. Ланцюги ДНК комплементарні і йдуть у протилежних напрямкам (від одного кінця – 5'-кінець – до іншого – 3'-кінець). В результаті етапу відпалу утворюються два праймери: прямий та зворотній. Отримані праймері в подальшому слугуватимуть початком для синтезу нової молекули ДНК. Тривалість етапу відпалу становить приблизно 10-30 с. Завершальним в процесі ПЛР є етап розширення. Для цього реакційну суміщ необхідно нагріти на температури 72⁰C. Це дасть можливість утворення нової молекули ДНК за допомогою Taq-полімерази . під дієї високої температури фермент Taq-полімераза утворюється комплементарний ланцюг, який приєднується до праймера а потім сприяє додаванню основ ДНК в напрямку 5' → 3'. В результати цього утворюється дволанцюгова молекула ДНК. Етап розширення триває 60 с.  для того, щоб отримати велику кількість новосинтезованих копій ДНК всі 3 етапи потрібно повторити 20-40 разів [27].
Електрофорез ДНК на агарозному гелі є найпоширенішим та найефективнішим методом розділення фрагментів ДНК на фракції 100 bp до 25 Кб.  Для того, щоб розділити ДНК зв допомогою гель електрофорезу пофарбований розчин ДНК необхідно розмітити в лунки на агарозній пластинці, помістити пластинку в пристрій з буферним розчином та підключити до нього струм. Молекули ДНК та РНК мають фосфатний заряд що негативно заряджений, тому при дії електричного струму фрагменти ДНК та РНК будуть рухатись до позитивно зарядженого анода. Через рівномірне співвідношення заряду та маси молекули ДНК розділення під час гель електрофорезу відбувається так, що відстань, пройдена молекулою обернено пропорційна логарифму її молекулярної маси. Від концентрації агарозного гелю, напруги, конформації ДНК, розміру молекули, буферу та наявності фарбуючого елемента (бромистого етидію) залежить швидкість електрофорезу [28]


0. [bookmark: _Toc177741838]Мутагенез соняшника 
[bookmark: _Toc177741839]1.3.1 Поняття мутагенезу та мутації


Мутагенезом називається процес перебудови ДНК організму, що призводить виникнення мутацій. Мутації – це спадкові зміни генетичного матеріалу, що може негативно вплинути на функціонування та життєздатність організму, а також може спричинити фенотипові зміни організму. Мутагенез може бути спонтанним (природним) або індукованим, тобто спричиненим спеціально в умовах лабораторії. Перебудова генетичної інформації може позитивно вплинути на продуктивність рослин (підвищення урожайності, стійкості до хвороб та шкідників, покращення смакових якостей, а також фенотипові зміни у декоративних рослин).
Причиною виникнення мутацій стають помилки реплікації ДНК, пошкодження молекули ДНК та лабораторні методи спрямовані на точкові зміни геному рослини. Причини виникнення мутацій поділяють на 2 групи: ендогенні та екзогенні [29]. 
Ендогенні (внутрішні) причини виникнення мутацій організму:
· Помилки реплікації ДНК: геном організму включає в себе ДНК-полімерази високої та низької точності. Полімерази високої точності здатні здійснювати незначну кількість заміщень основ в клітині, які виправляються в процесі репарації. Проте, якщо до моменту реплікації не відбулося виправлення помилок і відбулася заміна пар основ, виникає мутація. 
· Помилки в механізмах відновлення ДНК:  в організмі відбуваються пошкодження ДНК. Проте існує група механізмів (DDR) які знаходять на виправляють ці помилки (процес репарації).  Процес реплікації ускладнений тим, що ДНК високої точності стикаються з труднощами з проходження пошкоджених (зшитих або полімерізованих основ), що стає причиною зупинки процесу реплікації. Це стає причиною розриву ланцюга ДНК, хромосомних перебудов та передчасного апоптозу.  При правильній роботв механізмів репарації всі помилки виправляються і реплікація ДНК йде правильно, а при пошкодженні чи помилковій роботі репарації – виникає мутація [29]. 
· Спонтанне дезамінування основ: відбувається під час втрати аміногрупи в основі. В результаті відбувається заміна нуклеотиду, що може спричинити зміну в будові ДНК та викликати мутації.
· Окислювальне пошкодження ДНК: активні форми кисню (АКФ), є побічним продуктом електротранспорного ланцюга. Надлишок АФК стає причиною пошкодження клітини та ДНК, викликає спонтанні мутації організму. Наразі описано близько 100 різних ушкоджень основ ДНК та модифікації 2-дезоксирибози, спричинених АФК.
· Метилювання основ: S-аденозилметіонін (SAM) є головним донором метилу під час процесу фізіологічного метилювання ДНК. В конфентрації 4x10-5M SAM здатний генерувати більше 4000 модифікацій метильованих основ в клітині протягом дня. Високомутагенні продукти такі як О6-метилгуанін та О4-метиламін призводять до мутацій G:C до A:T і T:A до C:G.
· Абазиційна (апуринові та апіримідинові сайти) виникають в результаті спонтанного гіролізу або розщеплення ДНК-глікозилазою. Апуринові та апіримідинові сайти нестабільні та видаляються ендонуклеазою. Якщо пошкодженні ділянки залишаться в геномі і не піддадуться процесу репарації, то вони стануть причиною виникнення мутацій. 
Екзогенні (зовнішні) причини виникнення мутацій: 
· Іонізуюче випромінювання: стає причиною
· пошкодження молекули ДНК (наприклад розрив ланцюга або радіоліз молекули води). Іонізуюче випромінювання часто стає причиною пошкодження нуклеотидних основ, що стає причиною мутагенезу організму. 
· Ультрафіолетове випромінювання: пошкоджує ланцюги ДНК через пряме та непряме перенесення енергії до молекул, що найближче розташовані. Піримідинові димери та піримідонові фотопродукти змінюють конформацію молекули ДНК, замінюючи C:G наT:A, T:A на C:G і тандем CC на TT. В результаті виникають перехідні мутації. 
· Алкілуючі агенти та ароматичні аміни: найпоширенішими є азотний імприт, метилметансульфонат, тилметансульфонат та N-етил-N-нітрозосечовина дуже спорідненні до азоту ( N3 аденіну і N7 гуаніну). Ці метильні продукти здатні розщеплювати N-глікозидні зв’язки, що стає причиною виникнення сайту безосновності. Також під вплив цих агентів виникає ураження позицій С8 гуаніну, що в свою чергу стає причиною зсуву рамки зчитування. 
· Зшивання: виникає при утворенні ковалентного зв’язку між парю нуклеотидів. Міжланцюгове зшивання перешкоджає реплікації ДНК, що стає причиною виникнення мутацій в організмі. 
· Інсерційний мутагенез: спричинений інтегрування екзогенної ДНК в ДНК господаря. Даний вид мутагенезу буває спонтанним (виникає в природних умовах) чи інтродукованим (ціленаправлено спричинений дослідником в умовах лабораторії). Найпоширенішою мутацією інсерційованого мутагенезу є зсув рамки зчитування [29, 30]. 
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Фізичний мутагенез є одним з найважливіших методів в сучасній генетиці. Він дозволяє збуджувати іони та молекули що в подальшому викликає спонтанні або бажані мутації в організмі. Це дозволяє збільшити стійкість соняшнику та інших рослин до хвороб, шкідників, та негативних факторів зовнішнього середовища, підвищити врожайність та продуктивність рослини а також змінити її фенотип ( форму, забарвлення та розмір насіння, пелюсток або всієї рослини повністю). До фізичний мутагенів належить іонізуюче випромінювання (ІО) та ультрафіолетове випромінювання (УФ). 
Іонізуюче випромінювання (ІО) – тип випромінювання що випромінюється радіоактивними речовинами, променями що проникають з космосу та спеціальними апаратами, що використовуються для індукованого мутагенезу. Основною характеристикою ІО є його висока енергія, що дає можливість роз’єднувати електрони від атомів. Основними типами ІО є високоенергетичне електромагнітне випромінювання (рентгенівські промені) та промені з меншою довжиною хвилі (гамма-промені). Джерелами іонізуючого випромінювання є: радон – 55%, зовнішні джерела – 15%, внутрішні – 11%, медичні 15%, побутові 3% та інші 1% [31]. 
До основних форм ІО належать: альфа-частинки, бета-частинки, гамма-промені та рентгенівські промені. Альфа-частинки є досить важкими, високоенергійними та  позитивно зарядженими. Процес альфа-випромінювання є небезпечним для здоров’я та життя людини, тварини та рослини. Основна частина альфа-випромінювання відбувається природним шляхом у навколишньому середовищі (наприклад, під час порушення цілісності грунту, мінеральних чи гірських порід). Бетта- частинки негативно зарядженні і мають вкрай негативний вплив на здоров’я та життєздатність організмів. Вони менші від альфа-частинок, тому здатні глибше прониками в тканини і тим самим викликати більше пошкодження тканин та спричиняти більш серйозні мутації.   Гамма-промені мають надвисоку енергію і здатні рухатися зі швидкістю світла. Ці промені здатні з легкістю проникати в тканини людини та рослини [32].
Ультрафіолетова світло – електромагнітне випромінювання, невидиме для людського ока та у великій кількості присутнє в електромагнітних хвилях, що випромінює сонце. УФ за спектром поділяють на УФ-А: 320–400 нм, УФ-B: 280–320 нм і УФ-С: 100–280 нм.  УФ здатне викликати пошкодження ДНК (пряме та непряме). Пряме пошкодження ДНК переважно складається з димеризованих піримідинів. Утворення димеру між двома сусідніми піримідинами залежить від УФ-поглинання основ ДНК і відбувається в діапазоні випромінювання УФ-B та УФ-С [33].
Ультрафіолетове та іонізуюче випромінювання мають суттєво різну енергію,  але індукують якісно подібний спектр пошкоджень ДНК, такі як заміну чи втрату основи, розрив міжланцюгових та внутрішньоланцюгових перезресних зв’язків, денатурацію на ділянках ДНК, виникнення лужно-лабільних сайтів, одно- та дволанцюгові розриви у фосфодіефіровому дезоксирибозному ланцюгу. Проте кількісне співвідношення між цими видами випромінювання значно відрізняється: іонізуюче випромінювання переважно сприяє одноланцюговим розривам ДНК, а УФ-С більш сприяє утворенню дипіримідин-циклобутанових димерів. З усіх перерахованих видів випромінювання іонізуюче випромінювання має найбільшу силу для пошкодження ДНК, це спричинено здатністю ІО відкладати в ДНК локалізовані об’єми енергії, що згодом спричиняє багаторазові пошкодження обох ланцюгів ДНК. УФ та ІО стають причиною заміни основ в молекулі ДНК, а також прокують включення в молекулу гідратованих або насичених кілець ( тимінгліколь і 8- гідроксигуанін) та кільця продуктів розщеплення (формамідопіримідини та залишки сечовини). Часто заміна основ стає причиною виникнення лабільного глікозидного зв’язку, в результаті основа втрачається і утворююється апуриновий або апіримідиновий сайт, що провокує виникнення мутацій [34]. 
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Хімічний мутагенез є іншим важливим напрямом в генетиці, біології та селекції рослин. Вивчення механізмів хімічного мутагенезу дає можливість створювати нові сорти рослин та покращувати властивості вже існуючих. В сучасній науці використання хімічних мутагенів набуває все більшого поширення та популярності [35]. 
Хімічні мутагени – це речовини, що здатні провокувати стійкі спадкові зміни в геномі організму. Через високу ефективність хімічні мутагени використовують для індукції мутацій як самостійно так і в додаток до фізичного мутагенезу. На відмінну від фізичного мутагенезу, хімічні агенти здатні викликати модифікацію лише в одній парі основ (однонуклеотидний поліморфізм). Основна частина хімічних мутагенів – це алкілюючі агенти, такі як: етиленімін, діетилсульфат, етилнітрозоуретан, етилметансульфонат і метилметансульфонат. Іншими, менш поширеними хімічними мутагенеми є: азид натрію, 5-бромурацил, 5-хлорурацил, 2-амінопурин і азотиста кислота. Всі ці ресовини володіють високою мутагенною активністю та здатні вимикати ген, провокувати зсув рамки зчитування а так викликати мутації спричинені переходом AT в GC і GC в AT. 
Найчастіше використовують етилматансульфонат (ЕМС), він спрямовано діє на високонуклеофільні центри (N7 гуаніну, N3–аденін) та меншою мірою впливає на атоми кисню  (O6–гуанін, O2–тимін). ЕМС провокує алкілювання гуаніну з подальшим утворенням O6 етилгуаніну що порушує його сполучення з тиміном. Під час реплікації ДНК-полімераза неправильно об’єдную тимін з O6 етилгуаніном, що призводить до випадкових мутацій переходу G/C до A/T. Алкілуючі мутагени провокують хромосомні аномалії, мейотичні та мітотичні порушення. 
Хімічний мутагенез показав свою високу ефективність в програмах мутаційної селекції. Ці речовини були залучені для створення варіацій рослин зі збільшеною врожайністю та стійкістю до хвороб, також хімічні мутагени здатні змінювати  фенотип рослини що може бути ефективно використаним в комерційних цілях [35].
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Біологічний мутагенез не є таким таким поширеним як фізичний та хімічний мутагенез і досить рідко використовується в мутаційний селекції. Проте його використання є досить ефективним і дає можливість селекціонерам ортимувати рослини з новими, бажаними характеристиками. 
Біологічні мутагени поділяють на 3 групи: 1.) транспозони та інсерційні послідовності (IS), 2.) віруси, 3.) Бактерії.
1. Транспозони та інсерційні послідовності (IS) являють собою одиниці ДНК, що здатні самостійно здійснювати переміщення та розмноження фрагменту ДНК. IS та транспозони постійно мігрують навколо молекули ДНК, саме тому їх називають стрибаючими генами. Після вбудови транспозону в хромосомну ДНК, функціональність генів порушується і виникає мутація. Транспозони бувають 3 типів. Перший тип – це реплікаційні транспозони, вони зберігають оригінальний локус і транслокують його копію. Другий тип – консервативні транспозони: вихідні транспозони транслюються самостійно.  Третій тип транспозонів – ретротранспозони: процес їх трансляції відбувається через проміжні РНК. 
1. Віруси – неклітинні інфекційні агенти, які здатні підтримувати свою життєдіяльність в організмі господаря. Потрапляння вірусної ДНК в геном може спровокувати порушення генетичної функції організму: спровокувати видалення або вставку, заміну основи.
1. Бактерії здатні виробляти АФК що здатна викликати запалення, пошкоджувати ДНК та перешкоджати її відновленню [36].
Таким чином, біологічний мутагенез відіграє важливу роль в селекції рослин. З його допомогою можна спровокувати появу нових корисних мутацій в рослині, а також це дає можливість підвищити генетичне різноманіття рослин і соняшнику зокрема. 
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З кожним роком попит на соняшникову олію збільшується, що провокує виникнення нових сортів та гібридів соняшнику. Для отримання більш вигідних сортів необхідно провести мутагенез таким чином, щоб активувати рецесивні гени відповідальні за синтез жирних кислот. Для цього використовують різні методи та підходи, але найкраще себе показав хімічний мутагенез. Найпоширенішим мутагеном який використовується є - етилметансульфонат (ЕМС) [37]. 
Першим етап хімічного мутагенезу насіння соняшнику було обрання оптимальної концентрації ЕМС, що дасть найбільшу щільність мутацій проте не буде провокувати стерильність та летальність у рослин. Було взято 100 насінин та оброблено їх розчином ЕМС у концентрації 0%, 0.5%, 0.6%, 0.75%, 1%, 2%, 3%. Результати проростання обробленого насіння н\показало такі результати : 78%, 54%, 50%, 44%, 38%, 3% та 0% відповідно. Найкраще себе продемонстрував 0.6% розчин ЕМС, тому ним було оброблено велику партію насіння (25000) та висаджено в горщики для отримання розсади. Рослини F1 продемонстрували летальність 50%, було отримано близько 12500 рослин. Далі всі рослини було пересаджено в горщики для їх подальшого росту та розвитку, проте лише 6500 рослин виявилися життєздатними  і лише 5000 рослин дали хороший набір насіння. Рослини F2 також дали хороший набір насіння (5000) з яких в подальшому було отримано F3.
Фенотипування рослин F2 показало що частина рослин отримала мутації, що спричинила їх карликовість. Частина рослин з карликовістю були використання для створення гібридів зі збільшеною врожайністю та вмістом олії в насінні. Також були помічені рослини зі збільшеним розміром квіток, що потенційно свідчить про їх більше врожайність та більший вміст олії. Були отримані і такі рослини мутанти: зі зрощеними квітами – 8 рослин, квіти-близнюки – 13 рослин та 3 – з вертикальними квітами. В популяції спостерігали і ексземпляри квіток з повною відсутністю дискових та променевих квіток (стерильні), квіти мали різний колір та давали насіння дрібного розміру. В цілому, 1.1% популяції, продемонстрував заміну однієї ознаки на іншу. Фото мутантів соняшнику отриманих при обробці насіння 0.6% розчином ЕМС продемонстровано на рисунку 1.5.
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Рисунок 1.5 –  Фенотипи мутантів соняшнику. A – рослина альбінос,  B- стерильна рослина,  C- зрощені рослини, D- квіти-близнюки [37] 

Дослідження генетичних змін в соняшнику проводили на генах FatA та SAD. Ці гени контролюють синтез коротко- та середньоланцбжкових жирних кислот. Ген SAD відповідальний за синтез стеаринової кислоти та пригнічує синтез олеїнової кислоти. Ген FatA є ізомером гену SAD та контролює довжину середньоланцьогових жирних кислот. Мутації генів SAD і FatA були виявлені в ампліфікованих мішенях за допомогою ендонуклеази ENDO1. Дослідження мутацій гену FatA показало наявність 12 незалежних точкових мутацій: 6 мутацій мовчання, 3 місенс-мутаціям, 1 стоп-кодону та 2 мутаціям промоторної області. Дослідження гену SAD дало наступний результат – наявність 14 незалежних точкових мутацій, з яких 8 мовчазних і 6 місенс-мутацій. Мутагенез ЕМС спровокував однонуклеотидні заміни в кодуючих та некодуючих областях. Частота мутацій спричинених ЕМС становить: 1 мутація на кожна 480 Кб [37]. 
Іншою відомою та дослідженою мутаціє соняшника є зміна його фенотипових показників, а саме карликовість рослини. Мутація dwarf2 (dw2) вплину на зріст соняшнику, та спровокувала його карликовість. Причина виникнення мутації dwarf2 – делеція в гені ент-кауренової кислоти оксидази 1 (HaKAO1). Даний ген відіграє вирішальну роль під час біосинтезу гіберелінів, які регулюють ріст рослини, подовження стебла та розвиток квіткових органів. Делеція в гені HaKAO1 провокує аномальний сплайсинг матричної РНК, що в подальшому стає причиною виникнення передчасного стоп-кодону. В результаті цього порушується нормальне функціонування гена, кількість та продуктивність гіберелінів різко знижується, що і стає причиною фенотипових змін соняшнику. 
Різке зниження рівня гіберелінів у мутантів соняшнику dwarf2 спричинене порушенням біосинтетичних шляхів, які провокують морфологічні зміни у соняшнику. Наслідками цього є: відсутність росту стебла, зменшення розміру листя та квіткових органів, порушення розвитку квітів ( ускладнює процес запилення), зменшення розміру квітів [38].  
Свою високу сільськогосподарську цінність соняшник отримав завдяки високому вмісту олії. Селекціонери та генетики виконують незліченну кількість методів для покрашення якості олії соняшнику а також на збільшення її вмісту в насінні. Для цього вчені часто використовують методи мутагенезу, особливо найпоширенішим є хімічний мутагенез, а найкращими мутагенами є - етилметансульфонат (EMS), що діє шляхом алкілювання нуклеотидів, що призводить до точкових мутацій, зазвичай у вигляді заміщення основ. Це може суттєво вплинути на вміст олеїнової кислоти, що є одним із ключових показників якості олії. Іншим агентом є диметилсульфат (DMS), він викликає мутації, які часто пов'язані з підвищенням вмісту мононенасичених жирних кислот. Натрієвий азид використовуються для покрашення вмісту жирних кислот. Він спричиняє точкові мутації, що впливають на профіль жирних кислот (підвишення вміст олеїнової кислоти).
Фізичні мутагени також широко використовуються для покрашення якості соняшникової олії. Зокрема, іонізуюче випромінювання таке як рентгенівські промені γ-промені провокують розриви хромосом та зміни структури у ДНК. Селекціонери використовують іонізуюче випромінювання для отримання нових сортів соняшнику з підвищеним вмістом олеїнової кислоти. 
Таким чином, всі вищеперераховані мутагени здатні викликати мутації, що є корисними в селекції. Так, точкові мутації в гені FAD2-1, що контролює конверсію олеїнової кислоти в лінолеву, здатне спричинити накопиченння олеїнової кислоти, що є дуже бажаним для покращення якості соняшникової олії. Інверсії та транслокації здатні змінювати експресію генів, що контролюють синтез жирних кислот. Це призводить до збільшення вмісту певних жирних кислот, а також впливає на вміст антиоксидантів. Як хімічні так і фізичні мутагени здатні провокувати поліплоїдність соняшнику, що забезпечую більше генетичну варіабельність [39].
Використання мутагенезу в селекції соняшнику є ефективним методом для створення нових сортів з поліпшеними агрономічними характеристиками. Мутагенез дозволяє отримувати генетичну варіативність, що сприяє розвитку стійкості до хвороб, посухи та інших стресових умов. Завдяки цьому підходу можна швидше адаптувати рослини до змінюваних кліматичних умов та підвищити їх урожайність. Однак важливо враховувати екологічні і соціальні аспекти використання мутагенезу, щоб забезпечити безпечність для навколишнього середовища та здоров’я людини.
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Соняшник має значне сільськогосподарське значення, вирізняючись не лише економічною цінністю, але й екологічною вигодою. Як одна з основних олійних культур у світі, соняшник особливо цінується за високий вміст олії, який зазвичай коливається від 40% до 50%. Ця олія є не лише основним продуктом у кулінарії, але також використовується для різноманітних промислових застосувань, включаючи косметику та біопаливо. Зростання глобального попиту на соняшникову олію відображає її важливість у харчовій промисловості та підкреслює роль цієї культури в підвищенні продовольчої безпеки [40].
З точки зору вирощування, соняшник адаптований до різних типів ґрунтів і кліматичних умов, процвітає на добре дренованих ґрунтах з помірною кількістю опадів. Їх здатність рости в різноманітних середовищах робить їх надійною культурою для фермерів, особливо в регіонах, де інші культури можуть мати проблеми. Крім того, соняшник позитивно впливає на здоров’я ґрунту. Їх розгалужені кореневі системи допомагають запобігти ерозії, покращити структуру ґрунту та покращити кругообіг поживних речовин, що робить їх корисним компонентом для сталої сільськогосподарської практики.
Соняшники також відіграють вирішальну роль у сприянні біорізноманіттю. Вони приваблюють таких запилювачів, як бджоли, які є життєво важливими для здоров’я багатьох сільськогосподарських систем. Ця підтримка запилення не тільки приносить користь соняшнику, але й підвищує продуктивність навколишніх культур, сприяючи загальній врожайності сільського господарства. Крім того, соняшник можна інтегрувати в системи сівозміни, що допомагає керувати родючістю ґрунту та зменшити тиск шкідників, сприяючи подальшому розвитку стійких методів землеробства.
Економічне значення соняшнику виходить за межі виробництва олії. Насіння широко споживають як закуски та використовують у різних продуктах харчування, забезпечуючи додатковий дохід для фермерів. Універсальність соняшникової продукції, включаючи корм для тварин і навіть декоративне використання, дозволяє фермерам диверсифікувати своє виробництво та адаптуватися до вимог ринку.
У міру розвитку сільськогосподарської практики потенціал генетично модифікованих сортів соняшнику обіцяє покращені властивості, такі як стійкість до хвороб і покращена якість олії. Ця інновація може ще більше стимулювати вирощування соняшнику, зробивши його ще більш привабливим варіантом для фермерів. Однак сільськогосподарський ландшафт стикається з проблемами, включаючи зміну клімату та коливання ринкових умов, що вимагає постійних досліджень і стратегій адаптації [41].
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Соняшник відіграє вирішальну роль в економіці України, суттєво впливаючи як на сільськогосподарське виробництво, так і на міжнародну торгівлю. Як один із провідних світових виробників та експортерів насіння соняшнику, Україна зарекомендувала себе як ключовий гравець на світовому ринку олійних культур. У 2022 році країна експортувала насіння соняшнику приблизно на 1,31 мільярда доларів, що зробило її найбільшим експортером у світі та восьмим найбільш експортованим продуктом у своєму сільськогосподарському секторі. Це визначне досягнення відображає зростаючий попит на українське насіння соняшнику, зокрема в сусідніх країнах, таких як Болгарія, Румунія, Туреччина та Угорщина. Стрімке зростання експорту на ці ринки свідчить про зростання глобальної залежності від української соняшникової продукції.
Економічний внесок вирощування соняшнику виходить за рамки простих експортних цифр. Завдяки врожайності від 2,61 до 3,22 тонни з гектара українські аграрії отримують переваги від сприятливих кліматичних умов і сучасних методів ведення сільського господарства. Така висока продуктивність не тільки підвищує прибутковість вирощування соняшнику, але й підтримує сільську економіку, забезпечуючи робочі місця та підтримуючи засоби до існування для багатьох фермерських сімей. Доходи, отримані від продажу насіння соняшнику, життєво важливі для місцевих громад, підсилюючи важливість цієї культури в соціально-економічній структурі країни [42].
Динаміка цін на соняшник в Україні ще більше підкреслює його економічне значення. Станом на вересень 2024 року ціна на насіння соняшнику становила близько 415 доларів за тонну. На цю ціну впливають різні фактори, зокрема якість врожаю, світовий попит на олійні культури та конкуренція з боку інших культур. Розуміння цих ринкових коливань має важливе значення для виробників, які прагнуть оптимізувати свою прибутковість. Здатність орієнтуватися в цих змінах дозволяє фермерам приймати обґрунтовані рішення щодо посадки та продажу свого врожаю.
Економічна складність України, як відображено в її Індексі економічної складності (ECI), демонструє помірний рівень складності сільськогосподарського експорту, де соняшник є центральним компонентом. Сектор соняшнику сприяє створенню сприятливого торгового балансу. У 2022 році Україна імпортувала насіння соняшнику лише на 148 мільйонів доларів, переважно з таких країн, як Франція та Туреччина. Цей різкий контраст між експортом та імпортом підкреслює силу української соняшникової галузі та її потенціал для подальшого зростання.
Ще одним критичним фактором, який впливає на торгівлю соняшником, є робочий стан «зернового коридору». Якщо цей коридор збережеться, він створить ефективні експортні маршрути, збільшить виробництво соняшникової олії та збільшить обсяги експорту насіння. Коридор не тільки підвищує ефективність торгівлі, але й стратегічно позиціонує Україну в міжнародному сільськогосподарському ландшафті. Виробники та трейдери отримують вигоду від цієї структури, що дозволяє їм використовувати високий попит на соняшникову продукцію на світових ринках [42, 43].
Таким чином, соняшник є життєво важливим компонентом економічного ландшафту України, виступаючи основним експортним продуктом, який збільшує доходи від сільського господарства та підтримує місцеву економіку. Його значення підкреслюється його внеском у динаміку світової торгівлі та стратегічним позиціонуванням України на ринку олійних культур. Постійні інвестиції у виробництво соняшнику разом із постійним аналізом ринку будуть важливими для збереження його економічного впливу та забезпечення того, щоб Україна залишалася ключовим гравцем на світовій сільськогосподарській арені.
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Соняшник отримав високу популярність через його властивості та універсальність у харчових продуктах. Насіння соняшнику багате на необхідні поживні речовини, що робить його цінним доповненням до різних дієт. Воно містять приблизно 19,69 г білка на 100 г насіння, що робить його важливим джерелом рослинного білка. Вміст жиру помітно високий – 53 г на 100 г, з переважанням ненасичених жирних кислот, зокрема олеїнової та лінолевої кислот, які мають вирішальне значення для підтримки здоров’я серця. Вуглеводи складають приблизно 18,72 г на 100 г, забезпечуючи додаткове джерело енергії.
Що стосується мінеральних речовин, то насіння соняшнику багате кальцієм, фосфором і залізом: 277 мг, 667,66 мг і 4,9 мг на 100 г відповідно. Цей вміст мінералів підтримує різні фізіологічні функції, включаючи здоров’я кісток і транспорт кисню в крові. Крім того, насіння соняшнику є чудовим джерелом вітаміну Е, потужного антиоксиданту, який допомагає захистити клітини від окисного пошкодження [44].
Борошно з насіння соняшнику можна ефективно використовувати в різноманітних харчових продуктах, підвищуючи їх харчовий профіль. Дослідження показали, що додавання борошна з насіння соняшнику підвищує енергетичний, білковий і мінеральний вміст порівняно з контрольними версіями. Додавання борошна з насіння соняшнику підвищує рівень білка та мінеральних речовин, зберігаючи прийнятний смак і консистенцію.
Універсальність насіння соняшнику робить його придатним інгредієнтом для підвищення поживної цінності різних харчових продуктів, узгоджуючи з уподобаннями споживачів здоровіші та функціональніші варіанти їжі. У міру того як розуміння їх поживних переваг продовжує зростати, насіння соняшнику будуть відігравати все більш важливу роль у сучасних дієтах [45].


1. [bookmark: _Toc177741850]Користь соняшникового насіння для здоров’я людини


Насіння соняшнику багате поживними речовинами, пропонуючи багате джерело необхідних вітамінів і мінералів, які відіграють життєвоважливу роль у різних функціях організму. Наприклад, у них особливо багато вітаміну Е, потужного антиоксиданту, який захищає клітини від окисного пошкодження, викликаного вільними радикалами. Ця властивість має вирішальне значення для зниження ризику хронічних захворювань, зокрема хвороб серця та деяких видів раку. Насправді, чверть склянки насіння соняшнику може забезпечити до 90% рекомендованої добової норми вітаміну Е, підкреслюючи їх важливість як дієтичного джерела.
Крім того, насіння соняшнику містить ряд вітамінів групи B, включаючи B1 (тіамін) і B5 (пантотенова кислота), які необхідні для енергетичного обміну та підтримки здорової шкіри та нервової системи. Ці вітаміни в поєднанні з такими важливими мінералами, як мідь, магній, селен і фосфор, сприяють загальному здоров’ю. Мідь життєвоважлива для формування червоних кров’яних тілець і підтримки здоров’я кісток і сполучних тканин, а магній підтримує роботу м’язів і нервів, допомагає регулювати артеріальний тиск і бере участь у понад 300 біохімічних реакціях в організмі [46].
Жири в насінні соняшнику переважно ненасичені, причому значну частку складають поліненасичені жирні кислоти, такі як лінолева кислота, жирна кислота омега-6. Відомо, що ці здорові жири покращують ліпідний профіль, підвищуючи рівень холестерину ліпопротеїнів високої щільності (ЛПВЩ), який часто називають «хорошим» холестерином, одночасно знижуючи рівень холестерину ліпопротеїнів низької щільності (ЛПНЩ) або «поганого» холестерину. Цей баланс необхідний для здоров’я серцево-судинної системи, оскільки підтримка здорового рівня холестерину може значно знизити ризик серцевих нападів та інсультів.
Крім серцево-судинних переваг, насіння соняшнику багате фітохімічними речовинами, такими як лігніни та фенольні кислоти. Доведено, що ці сполуки мають протизапальні властивості, які можуть допомогти пом’якшити артрит та інші запальні захворювання. Антиоксидантний ефект цих фітохімічних речовин додатково підтримує здоров’я серця, запобігаючи окислювальному стресу, який може призвести до пошкодження артерій і накопичення бляшок [47].
Харчові волокна, що містяться в насінні соняшнику, також відіграють вирішальну роль у здоров’ї травлення. Клітковина допомагає регулювати випорожнення, запобігає запорам і підтримує здоровий мікробіом кишечника. Крім того, високе споживання клітковини пов’язане з кращим контролем цукру в крові, що особливо корисно для людей з діабетом або тих, хто хоче підтримувати стабільний рівень енергії протягом дня.
Фолієва кислота, ще одна важлива поживна речовина, яка міститься в насінні соняшнику, необхідна для виробництва червоних кров’яних тілець і синтезу ДНК, що робить його критичним під час вагітності для розвитку плоду. Достатнє споживання фолієвої кислоти також може допомогти знизити рівень гомоцистеїну в крові, який є фактором ризику серцево-судинних захворювань [48-51].
Підсумовуючи, насіння соняшнику є джерелом поживних речовин, які пропонують широкий спектр переваг для здоров’я. Багатий вміст вітамінів, мінералів, корисних жирів і фітохімічних речовин не тільки підтримує здоров’я серцево-судинної системи, але й покращує загальне самопочуття. Включаючи насіння соняшнику в різноманітну та збалансовану дієту, люди можуть використовувати численні переваги насіння соняшнику, насолоджуючись їх чудовим смаком.





2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1. Матеріал дослідження


Об’єктом для проведення досліджень було обрано соняшник однорічний Helianthus annua L.. Детально було досліджено три зразки соняшника: лінія ZL 95 з колекції Інституту олійних культур НААНУ (м. Запоріжжя) та дві його мутантні форми tоbacco, fan leaf. 
Лінія ZL 95 це самозапильна лінія селекції Інститута олійних культур НААН України, яка є компонентом вже створених комерційних гібридів та широко використовується для отримання нових вдалих комбінацій схрещувань. 
В М3 поколінні цієї лінії після обробки незрілих 9-10 денних зародків 0,02% водним розчином етилметансульфонату протягом 16 годин було знайдено обидві ці мутації. Мутантна форма tоbacco – табакоподібні рослини, та fan leaf – мутант з відозміненим жилкуванням. Обидві мутантні форми є досить рідкісними та зустрічались лише серед нащадків цієї самозапильної лінії ZL 95 [52, 53].
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Рисунок 2.1 – Мутантні форми соняшника: а) tаbacco; б) fan leaf

Зразки вирощувались згідно загальноприйнятої методики у теплиці Даремського університету (Великобританія) протягом лютого-березня 2024 року. Після чого з рослинного матеріалу було виділено РНК та ці зразки аналізувались на наявність та рівень експресії 5 обраних генів які приймають участь у розвитку рослин: AXR3, BP, DWF4, PRS та TCP4. Саме ці гени було обрано бо їх роль у розвитку рослин арабідопсіса встановлена і вони вже картовані для нього. 


2.2.  Методика розробки праймерів


Протокол із розробки праймерів qPCR, специфічних для соняшників, на основі генів, які ми ідентифікували в Arabidopsis.
1. Спочатку ми знаходимо потрібний ген Arabidopsis.
2. Далі ми знаходимо гомолог Sunflower (передбачуваний) (пошук BLAST).
3. Потім ми перевіряємо, що ген Sunflower виглядає як належний гомолог (зворотний пошук BLAST).
4. Нарешті, ми створюємо праймери для гена Sunflower (Primer-BLAST).
Детальний протокол розробки праймерів.
Перейдіть до інформаційного ресурсу Arabidopsis: https://www.arabidopsis.org/
Введіть назву або номер гена, який потрібно знайти, у вікні пошуку (переконайтеся, що у спадному списку поруч із ним вибрано «ген»).
Потім виберіть правильний результат пошуку.
Тепер ви повинні побачити повну сторінку про ген Arabidopsis. 
Щоб створити праймери, нам потрібна послідовність кДНК. 
Натисніть на «повнометражний CDS».
Нам не потрібна послідовність із усіма числами, тому натисніть «надіслати до BLAST».
Тепер скопіюйте всю цю послідовність. 
Ідентифікація потенційного гомолога Sunflower.
Тепер у нас є послідовність Arabidopsis, нам потрібно знайти версію Sunflower. Для цього ми шукатимемо геном соняшнику за допомогою послідовності Arabidopsis, використовуючи пошук «BLAST» (основний інструмент пошуку локального вирівнювання).
https://plants.ensembl.org/ На цьому веб-сайті є багато геномів рослин, і ви можете виконувати їх пошук BLAST. Виберіть Helianthus annuus у розділі «Всі геноми»: Тепер натисніть «BLAST», щоб запустити BLAST проти соняшників.
Натисніть «Нова робота». 
Вставте свою послідовність ДНК Arabidopsis у поле даних послідовності та введіть назву після > (все має бути одним словом і відразу після >, завдяки чому BLAST знає, що це частина імені, а не послідовність. В іншому випадку залиште пробіл після > порожнім).
Поставити прапорець Пошук за: ДНК.
Змініть панель інструментів пошуку на «TBLASTX».
Натисніть велику зелену кнопку RUN!
Натисніть на один із генів, які виникнуть, потім натисніть на посилання «розшифровка».
Натисніть «Експортувати дані». Тут ви можете просто натиснути «Далі».
Тепер у нас є можлива послідовність для нашого гена Sunflower, нам потрібно перевірити, чи вона правильна.
Поверніться на сторінку BLAST для Ensembl Plants і знову відкрийте «Нове завдання».
Введіть нову послідовність гена соняшнику в поле даних послідовності.
Поставити прапорець Пошук за: ДНК.
А потім виберіть «Текст».
Тепер збережіть ці дані в документі Word і закрийте це поле на екрані, натиснувши «галочку» у верхньому правому кут. 
Тепер у нас є наша послідовність, ми можемо створити праймери, які є специфічними для цієї послідовності, і які не націлені на решту геному. Ми будемо використовувати ці праймери для QPCR, тому вони мають бути дуже маленькими та дуже ретельно розробленими. Ми використовуватимемо Primer-BLAST, щоб розробити їх автоматично.
Перейдіть на Primer BLAST: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi (або погугліть).
Введіть свою послідовність гена Sunflower у поле послідовності:
Потім змініть розмір продукту ПЛР «Макс» на 150 (це для того, щоб кінцевий фрагмент QPCR був <150 bp, що є більш ефективним для QPCR).
Прокрутіть сторінку вниз і змініть «Базу даних» на репрезентативні геноми Refseq (це означає, що Primer-BLAST перевірить увесь геном на наявність нецільових збігів). 
У полі «Організм» напишіть Helianthus annuus для пошуку геному соняшнику.
Потім натисніть синій заголовок «Додаткові параметри» внизу
У спадному меню «Додаткові параметри»:
· Змініть «GC clamp» на 1
· Змініть «Max Poly-X» на 4
· Змініть «Макс. GC у кінці праймера 3» на 3
Натисніть «Отримати праймери».
Програма спочатку перевірить, чи розпізнає якусь вашу послідовність. Оскільки ми попросили його перевірити послідовність соняшника, це має бути, тому поставитеипрапорець і натисніть «Надіслати».
Тепер ми повинні вибрати 1 або 2 пари праймерів. 
В ідеалі нам потрібні праймери 
1. Розташовані близько один до одного (краще для ефективності QPCRР)
2. Мають дуже схожі значення Tm (це значення плавлення праймера – якщо вони мають однакову Tms, вони, швидше за все, добре працюватимуть разом).
3. Знаходяться на 3’-кінці гена. (коли ми робимо кДНК, ми будемо використовувати хвіст polyA на 3'-кінці транскрипту, щоб запустити реакцію: тому послідовність на 3'-кінці генів, швидше за все, буде краще транскрибуватися.
4. Краще віддати перевагу праймерам без GG, GC або CC наприкінці (вони з більшою ймовірністю злипнуться разом і створять «праймерні димери»). Праймери перераховуються програмою від кращого до гіршого – ми можемо не погодитися точно, але найкраще брати праймери ближче до верхньої частини списку. 


2.3. Методика вилучення РНК з рослинного матеріалу


Для отримання РНК та підготовки його для проведення досліджень було використано міні-набір RNeasy Plant Mini Kit (кат. № 74903 і 74904) [54]. 
Проби для дослідження готують наступним чином:
1. Подрібніть максимум 100 мг рослинного матеріалу згідно з протоколом – Розбивання за допомогою ступки та товкачика. Негайно помістіть тканину в рідкий азот. Ретельно подрібніть. Злийте тканинний порошок і рідкий азот у вільну від РНКаз, охолоджену рідким азотом мікроцентрифужну пробірку на 2 мл. Дайте рідкому азоту випаруватися, але не дозволяйте тканині розморозитися. Негайно перейдіть до кроку 2.
2. Додайте 450 мкл буфера RLT або буфера RLC до максимум 100 мг тканинного порошку. Енергійно збовтуйте.
3. Перенесіть лізат у обертову колонку QIAshredder (бузковий), поміщену в пробірку для збору на 2 мл. Центрифугувати протягом 2 хвилин на повній швидкості. Перемістіть проточний супернатант у нову мікроцентрифужну пробірку, не порушуючи осад клітинних уламків.
4. Додайте 0,5 об’єму етанолу (96–100%) до очищеного лізату та негайно перемішайте піпеткою. Не центрифугувати. Негайно перейдіть до кроку 5.
5. Перенесіть зразок (зазвичай 650 мкл) разом із будь-яким осадом у спінову колонку RNeasy Mini (рожева) у пробірці для збору на 2 мл. Закрийте кришку та центрифугуйте протягом 15 с при ≥8000 x g (≥10 000 об/хв). Викиньте протікання.
6. Додайте 700 мкл буфера RW1 до спінової колонки RNeasy. Закрийте кришку та центрифугуйте протягом 15 с при ≥8000 x g. Викиньте протікання.
7. Додайте 500 мкл буфера RPE до обертової колонки RNeasy. Закрийте кришку та центрифугуйте протягом 15 с при ≥8000 x g. Викиньте протікання.
8. Додайте 500 мкл буфера RPE до обертової колонки RNeasy. Закрийте кришку та центрифугуйте протягом 2 хвилин при ≥8000 x g.
Додатково: помістіть обертову колонку RNeasy у нову пробірку для збору на 2 мл. Центрифугуйте на повній швидкості протягом 1 хв, щоб висушити мембрану.
9. Помістіть обертову колонку RNeasy у нову пробірку для збору на 1,5 мл. Додайте 30–50 мкл води, вільної від РНКази, безпосередньо до мембрани колонки. Закрийте кришку та центрифугуйте протягом 1 хв при ≥8000 x g, щоб елюювати РНК.
10. Якщо очікуваний вихід РНК >30 мкг, повторіть крок 9, використовуючи ще 30–50 мкл води, вільної від РНКази. В якості альтернативи використовуйте елюат із кроку 9 (якщо потрібна висока концентрація РНК). Повторно використовуйте трубку для збору з кроку 9.




2.4. Методи синтезу кДНК


Використовували систему Superscript™ IV від Life Technologies™ відповідно до інструкцій виробника, використовуючи oligo-d(T). Oligo-d(t) — це праймер довжиною лише 17-20 bp, і всі основи TTP (5’TTTTTT TTTTT TTTTT TTTTT’3). Там, де це можливо, ми використовували >2 мкг загальної РНК на 10 мкл реакції, щоб точно виявити транскрипти з дуже низькою експресією.
Протокол:
1) Додавання до безнуклеазної пробірки для ПЛР:
• 2-3 мкг загальної РНК + стерильна дистильована вода, звільнена від РНКази, до 6,25 мкл
• 1 мкл основної суміші Primer містить на зразок:
- 0,5 мкл 100 мкМ оліго d(T)20
- 0,5 мкл суміші 10 мМ dNTP (10 мМ кожного dNTP)
2) Нагрівання суміші до 65°C протягом 5 хвилин, потім інкубування на льоду принаймні 1 хвилину
3) Додавання 2,75 мкл основної суміші:
• 2 мкл 5X буфера першого ланцюга
• 0,25 мкл 0,1 М DTT
• 0,25 мкл рекомбінантного інгібітора РНКази RNaseOUT™ 
• 0,25 мкл SuperScript™ III RT (200 одиниць/мкл)
5) Програма ПЛР: Інкубуйте при 50°C протягом 10 хвилин, підвищте температуру реакції до 55°C протягом 10 хвилин, інактивуйте реакцію нагріванням при 80°C протягом 10 хвилин.
Кожного разу, коли ми проводимо кДНК-реакцію, ми включаємо контроль «No RT», використовуючи зразки з найбільшою кількістю РНК, у яких дотримуємося точно такого ж протоколу, за винятком того, що зворотна транскриптаза опущена. Ми можемо використовувати це, щоб виявити, чи забруднений наш зразок геномною ДНК (якщо у зразку є геномна ДНК, контроль No RT ампліфікується, навіть якщо він не містить кДНК).


2.5. Метод QPCR аналізу


Протокол:
Для кожної мішені (пара праймерів) потрібно 6 мкл основної суміші:
• 5 мкл універсальної суперсуміші SsoAdvanced SYBR Green 
• 0,25 мкл преміксу пари праймерів
• 0,75 мкл дистильованої води, обробленої DEPC
Суміші праймерів — це попередньо змішані пари праймерів F і R (L і R) по 10 мМ для кожної мішені.
Далі додаємо: 4 мкл 16-кратного розведення кДНК реакції в 10 мМ Tris-HCl pH8 та ретельно перемішуємо піпеткою.
Звільнити пластину QPCR перш ніж почати. 
Програма QPCR:
Встановлення лише виявлення SYBR
• 2 хвилини попередньої інкубації при 95°C
• 45 циклів:
- 95°C 15с 4,8C/с швидкість наростання
- 60°C 30 с 2,5C/с швидкість наростання
- 72°C 2с точка вимірювання 4,8C/с швидкість наростання
• 95 °C 5 с 4,8 C/с швидкість наростання
• 60C 1хв 2,5C/с швидкість наростання
• Крива плавлення до 95°C зі швидкістю зміни 0,11C/с, 5°C-1 отримання
Зазвичай виконуються 3 технічні повтори для кожного з 3 біологічних повторів.
На кожному планшеті 384 QPCR запускають 2 негативних контролі (або 2 зразки без RT, або один без RT і один трис-буфер).
Аналіз:
Для аналізу наших даних ми використовували онлайнову комп’ютерну програму під назвою «LinRegPCR». Як це робиться:
- зразки, для яких початкові контрольні гени з’являються дуже пізно, будуть виключені через ненадійність.
- дані з машини qPCR вводяться у програму LinRegPCR.
Дані QPCR фіксують експоненціальне збільшення флуоресцентного барвника, пов’язаного з цікавими для нас генами – у кожному циклі фрагмент ДНК, який ми ампліфікуємо, майже подвоюється. Насправді, оскільки праймери не зовсім ефективні, це не буде ідеальним подвоєнням. Програмне забезпечення LinRegPCR обчислює точне збільшення та порівнює його зі значенням «Cp» — циклом ПЛР, за якого флуоресценція досягає порогової інтенсивності. Це дозволяє програмному забезпеченню оцінити початкову кількість цього «амплікону» у зразку [55-57].
Коли LinRegPCR оцінить кількість різних ампліконів, ми усереднюємо всі 3 технічні повтори разом. Потім ми розділяємо результати кожного зразка для генів, які нас цікавлять (наприклад, HaDWF4) на «середнє геометричне» результатів контрольних генів для цього зразка – це дозволить нам контролювати різницю в кількості РНК у кожній реакції.

РОЗДІЛ 3. ЕКСПЕРЕМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1. Вирощування рослинного матеріалу для молекулярно-генетичних досліджень 


Для проведення молекулярно-генетичних досліджень у тепличних умовах при контрольованій оптимальній вологості та температурі 27˚С на базі Даремського університету (м. Дарем, Великобританія) було вирощено три зразки соняшника. Насіння було привезено із колекції ІОК НААН Україна (м. Запоріжжя, Україна).
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Рисунок 3.1 – Вирощування рослинного матеріалу зразків соняшника

Насіння сіяли по одному у 1 горшик, для кожного зразка використовували по 3 горщика. Нажаль, насіння виявилось уражене септоріозом, тому багато рослинного матеріалу загинуло. Після обробки насіння фунгіцидами було проведено ще одне висадження рослин. Проте і у цьому випадку не ураженими виявилось лише кілька зразків на яких і зосередили свою увагу. 


3.2. Розробка пари праймерів для гену AXR3 


Ген AXR3 – регулятор транскрипції, що діє як репресор експресії генів, індукованих ауксином. Ауксин-індукований ген AUX/IAA. Короткоживучий ядерний білок із чотирма консервативними доменами. Домен III має гомологію з доменами бета-альфа-альфа-димеризації та ДНК-зв'язування. Бере участь у передачі сигналів ауксину та є позитивним модулятором природного старіння листя. Ауксин індукує деградацію білка залежно від дози в процесі, опосередкованому AtRac1. Ауксин викликав релокалізацію білка в ядрі з розсіяної нуклеоплазматичної моделі до дискретної часткової структури, яка називається ядерними білковими тільцями або NPB, у процесі, також опосередкованому Rac1. Колокалізується з SCF, CSN і компонентами протеасоми 26S. Інші назви: ATIAA17;AUXIN RESISTANT 3;AXR3;IAA17;INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 17 [58].
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Рисунок 3.2 – Розроблена пара праймерів для гена AXR3

Після послідовного виконання усіх необхідних маніпуляції нами було отримано декілька пар праймерів та обрано одну. Вона представлена на рис. 3.2. Саме цю пару праймерів було обрано через  повну відповідність вимогами:
1. Мають невеликі розміри 20 та 21 нуклеотиди
1. Розташовані близько один до одного 
1. Мають дуже схожі значення Tm: 60,1 та 60,0
1. На кінцях вони мають CG та TC для прямого праймеру; AC та AG для зворотнього. 


3.3. Розробка пари праймерів для гену ВР 


Ген BP – один з гомеобоксних генів класу I knotted1 (разом з KNAT2). Подібний до гомеобоксного гена knotted1 (kn1) кукурудзи. Зазвичай експресується у периферійній та ребровій зоні апікальної меристеми пагона, але не в зачатках листя. Він також експресується в четвертому квітковому завитку, в області, яка стане стилем, зокрема в клітині, що оточує трансмісійну тканину. У перших трьох квіткових завитках не було виявлено жодної експресії. Експресія пригнічується ауксином і AS1, що призводить до впливу на розвиток листя. Інші назви: BP, BP1, BREVIPEDICELLUS, BREVIPEDICELLUS 1, KNAT1, KNOTTED-LIKE FROM ARABIDOPSIS THALIANA [59].
Для цього гена білу обрано дві пари праймерів для передачі їх для синтезу та подальшого використання. Ці пари праймерів представлені на рис. 3.3 та з.4. 
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Рисунок 3.3 – Розроблена перша пара праймерів для гена BP

Цю пару праймерів було обрано через відповідність вимогами:
1. Мають невеликі розміри по 20 нуклеотидів
2. Розташовані близько один до одного 
3. Мають дуже схожі значення Tm: 60,1 та 59,8
4. На кінцях вони мають CА та TC для прямого праймеру; AG та AG для зворотнього. 
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Рисунок 3.4 – Друга розроблена пара праймерів для гена ВР 



Харктеристика цієї пари праймерів:
1. Мають невеликі розміри по 20 нуклеотидів
1. Розташовані близько один до одного 
1. Мають дуже схожі значення Tm: 59,9 та 60,2
1. На кінцях вони мають ТТ та АC для прямого праймеру; ТG та AG для зворотнього. 


3.4. Розробка пари праймерів для гену DWF4 


Ген DWF4 – ген який кодує 22α гідроксилазу, реакція якої є обмежувальним кроком у шляху біосинтезу брасиностероїдів. Білок є членом родини генів CYP90B. Стабільний алель clm виражається як невелика стиснута розетка листя, зменшена довжина міжвузля та знижена фертильність, з’являється в самозапліднених мутантних рослинах ddm1, можливо, через втрату метилювання цитозину. Транскрипти накопичуються в активно зростаючих тканинах, а експресія GUS негативно регулюється брасиностероїдами. Локалізується в ендоплазматичному ретикулумі. Протеїн, експресований in vitro, може здійснювати C-22 гідроксилювання різноманітних C27-, C28- та C29-стеролів. Найкращим субстратом був холестерин, а потім кампестерол. Ситостерин був поганим субстратом. Інші назви: ATDWF4, CLAM, CLM, CYP90B1, CYTOCHROME P450 90B1, DWARF 4, DWF4, PARTIALLY SUPPRESSING COI1 INSENSITIVITY TO JA 1, PSC1, SAV1, SHADE AVOIDANCE 1, SNP2, SUPPRESSOR OF NPH4 2 [60].
На рисунках 3.5 та 3.6 представлені дві розроблені пари праймерів для цього гена.
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Рисунок 3.5 – Перша розроблена пара праймерів для гена DWF4

Ця пару праймерів відповідає необхідним нам вимогами:
1. Мають невеликі розміри по 25 нуклеотидів кожен праймер
2. Розташовані близько один до одного 
3. Мають однакові значення Tm: 59,5 
4. На кінцях вони мають ТG та AG для прямого праймеру; AC та AС для зворотнього. 
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Рисунок 3.6 – Друга пара розроблених праймерів

Для цієї пари праймерів властиві такі характеристики:
1. Мають невеликі розміри по 20 нуклеотидів кожен праймер
1. Розташовані близько один до одного 
1. Мають майже однакові значення Tm: 59,2 та 59,8 
1. На кінцях вони мають ТС та ТС для прямого праймеру; СA та AС для зворотнього. 




3.5. Розробка пари праймерів для гену PRC 


Ген PRC – цей ген кодує гомеодомен, що містить білок, який регулює залежний від бічної осі розвиток квітів Arabidopsis і необхідний для проліферації клітин. Він експресується в обмеженій кількості клітин L1 у бічних областях зачатків квітки, зачатків органів квітки та зачатків молодих листків. Інші назви: PRESSED FLOWER, PRESSED FLOWER 1, PRS, PRS1, WOX3, WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 3 [61].
Для цього гену також було обрано дві пари праймерів для подальшої передачі до лабораторії для синтезу. Ці пари праймерів представлено на рисунках 3.7 та 3.8. 
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Рисунок 3.7 – Перша розроблена пара праймерів для гена PRC

Характеристика цієї пари:
1. Мають невеликі розміри 19 та 22 нуклеотиди 
2. Розташовані близько один до одного 
3. Мають близькі значення Tm: 59,9 та 60,3 
4. На кінцях вони мають GА та ТG для прямого праймеру; CА та СС для зворотнього. 
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Рисунок 3.8 – Друга розроблена пара праймерів 

Ця пара праймерів також відповідає висуваємим вимогами:
1. Мають невеликі розміри 20 та 21 нуклеотиди
2. Розташовані близько один до одного 
3. Мають  схожі значення Tm: 59,9 та 58,5
4. На кінцях вони мають ТG та АC для прямого праймеру; ТG та ТG для зворотнього. 


3.6.  Порівняння експресії генів у зразках соняшника 


Таким чином після розробки пар праймерів їх було передано до комерційної лабораторії у Великобританії для синтезу цих праймерів. Після отримання готових суміш було проведено QPCR дослідження на заздалегідь приготованих зразках з рослинного матеіралу (вихідна лінія та два її мутанти). Отримані в ході QPCR дослідження дані було проаналізовано та узагальнення з використанням відповідного програмного забезпечення у лабораторії Даремського університета (м. Дарем, Великобританія). Результати визначення експресії досліджуваних генів у всіх трьох зразках представлено на рисунку 3.9. 



Рисунок 3.9 – Рівень експресії генів соняшника

Як видно з рисунку 3.9 всі п’ять генів на які було спрямована увага експресуються у досліджених зразках соняшника. Проте рівень експресії їх різний. Всі п’ять генів найбільше експресуються у вихідній формі ZL95. Експресія генів DWF4 та TCP4 у вихідної лінії була статистично достовірно більшою, від експресії цих генів у мутантів. А ось між собою, ці мутанти статистично не відрізняються за рівнем експресії цих генів. 
Ген AXR3 має найнижчий рівень експресії (у матнтних форм навіть майже нульову). Рівень експресії гену PRS у вихідної форми та двох мутантів статистично не відрізняється між собою. 
Експресія гену ВР виявила цікавий результат. Його експресія у вихідної лінії та мутанта fan leaf знаходиться на однаковому рівні, і статистично перевіщує рівень експресії у мутантної форми tobacco. 
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4. ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ


Перед початком роботи зі мною було проведено інструктажі з техніки безпеки. Моя робота поєднувала лабораторні досліди та аналіз даних. В лаюораторних умовах проводилось вирощування рослин з використанням ростових камер і теплиць для вирощування експериментального матеріалу в контрольованих умовах навколишнього середовища та подальшу обробку рослинної тканини. В основному це включало виділення РНК, підготовку зразків для аналізу, проведення аналізів використовуючи ПЦР обладнання. 
При роботі в лабораторії необхідно дотримуватися вимог до лабораторного одягу.  
Халат має бути виготовлений із вогневитривалого або стійкого до хімічних речовин матеріалу, наприклад, з бавовни чи спеціальних тканин. Його довжина повинна покривати більшу частину тіла, або бути достатньо довгим, щоб покривати ноги і руки. Халат має щільно застібатися на ґудзики або кнопки. Пояс або шнурки повинні бути зав’язані. Халат необхідно залишати в лабораторії, щоб уникнути поширення забруднень [62].
Взуття повинно повністю закривати стопи та бути стійким до хімічних речовин, повинно мати нековзку підошву для зменшення ризику падінь [63].
Рукавички повинні відповідати типу виконуваної роботи (наприклад, нітрилові для роботи з хімікатами, латексні – для біологічних досліджень). Рукавички слід постійно змінювати, особливо післ контакту з небезпечними речовинами. Перед зняттям рукавичок потрібно навчитися правильній техніці, щоб не торкатис забруднених частин [63].
Слід носити спеціальні захисні окуляри, стійкі до хімічних речовин, які захищають очі від можливих бризок або летких частинок. У випадку роботи з високотоксичними речовинами або реактивними, може бути необхідне використання повного захисного щитка для ообличчя [63]. 
Якщо робота передбачає використання летких хімічних речовин, біологічних патогенів або токсичних парів, необхідно носити респіраторні або спеціальні маски [63].
Необхідно збирати волосся , щоб уникнути можливості його потрапляння в обладнання або хімічні речовини. 
У ході досліджень з використанням електричних приладів слід дотримуватися наступних правил [64]:
1. Компетентний і досвідчений персонал навчає всіх користувачів налагодженню електрообладнання.
2. Переносне електрообладнання слід використовувати лише відповідно до інструкцій виробника, за його прямим призначенням і в середовищі, для якого воно було розроблено та виготовлено.
3. Усі користувачі повинні бути навчені проводити візуальні перевірки електрообладнання – будь-які елементи, визначені як потенційно несправні, слід вилучити з використання до перевірки або ремонту. До них відноситься, якщо вилка або роз’єм пошкоджені, якщо кабель було відремонтовано стрічкою, він не закріплений, або видно внутрішні дроти тощо, а також якщо присутні сліди опіків або плями (вказують на перегрів). 
4. Користувачі повинні вживати заходів для того, щоб електрообладнання було сухим. Це може включати забезпечення сухих рук/рукавичок, використання належної лабораторної практики для зменшення ризику розливу, розгляд використання обладнання на іншому рівні, ніж рідини (тобто шляхом розміщення блоку живлення на полиці) і використання лише відповідного місця, схваленого виробником, наприклад, використання електричного обладнання в середовищі, де є конденсат, може становити значні ризики.
5. При використанні електрообладнання в холодильних камерах розетки повинні покриватися мінімальним стандартом IP67. У холодильній камері можна використовувати лише обладнання, дозволене виробником для використання в холодильній камері. Кришки розеток повинні закриватися – це може означати, що елементи з трансформаторами несумісні з використанням у холодному приміщенні.
6. Будь-які перевірки або ремонт будь-якого елемента повинні виконуватися механічною чи електричною майстернею або інженером за контрактом на технічне обслуговування.
7. По можливості використовуйте трансілюмінатор, який міститься в герметичній коробці, напр. система документації гелю [65].
Проведення аналізу отриманих даних та оформлення кваліфікаційної роботи проводилось з використанням комп’ютерної техніки. А тому я також дотримувалася заходів безпеки при роботі з коп’ютером [65]:
1. вибирайте стілець і стіл з резулюванням висоти (стілець повинен мати підтримку спини, щоб зменшити навантаження на хребет); 
2. екран монітора повинен бути розташований на відстані 50-70 см від очей, а верхня частина екрану повинна бути на рівні рівня очей; 
3. робоче місце повинно мати дстатнє освітлення, яке не створює відблисків на екрані. Використовуйте природнє світло або штучне освітлення з помірною яскравістю;
4. клавіатура і мишка повинні бути на одному рівні, щоб руки були розслаблені, а лікті згиналися під кутом 90 градусів;
5. спина повинна бути рівною, плечі розслаблені, ноги стоять на підлозі або на підставці;
6. через кожні 30-60 хвилин роботи змінюйте положення або вставайте для короткої розминки;
7. періодично робіт вправи для розтягування рук, зап’ясть, шиї та спини, щоб уникнути перенапруги м’язів та сухожиль;
8. плануйте роботу таким чином, щоб виконувати завдання поступово, без перенавантажень.

ВИСНОВКИ


1. Засвоєно методику виділення РНК з рослинного матеріалу.
2. Засвоєно методику визначення експресії генів методом швидкої полімеразної ланцюгової реакції з використанням праймерів.
3. Відпрацьовано методику розробки праймерів під конкретні гени. Розроблено праймери для 4 генів. 
4. Визначено рівень експресії 5 генів у лінії ZL95 соняшника та двох її мутантних форм tobacco та fan leaf.
5. Порівняно рівень експресії генів у вихідної лінії та мутантних форм, та проведено порівняння двох мутантних форм між собою.
6. Проведене дослідження встановила наявність усіх передбачуваних генів арабідопсису у геномі соняшника. 
7. Серед досліджених генів найвищий рівень експресії кожного з генів було виявлено у вихідної лінії соняшника ZL95.
8. Ген AXR3 мав дуже низький рівень експресії (особливо у мутантів).
9. Рівень експресії гену ВР у вихідної лінії ZL95 та мутантної форми fan leaf був однаковим і статистично достовірно перевищував рівень експресії цього гену у мутантної форми tobacco.
10. Експресія гену DWF4 у вихідної лінії ZL95 статистично достовірно перевищувала рівень експресії обох мутантних форм. Між мутантами різниця була статистично не достовірна.
11. Експресія гену PRS у всіх трьох досліджуваних зразках статистично не відрізнялась.
12. Експресія гену ТСР4 була найвищою серед усіх протестованих генів для яких було розроблено праймери і була більш ніж в 3 рази вищою у вихідної лінії ZL95, ніж у мутантних форм, які не відрізнялись статистично достовірно між собою. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ


Результати проведеної роботи забезпечують знання та навички щодо розробки праймерів для дослідження рівня експресії генів у різних культур, зокрема, у соняшника та розширюють наші уявлення щодо його генетики. 
Розроблені праймери будуть використані для аналізу інших ліній та мутантів соняшника для виявлення рівня експресії досліджуваних генів. 
Отримані в ході досліджень результати можна використовувати при викладанні дисциплін «Основи класичної генетики», «Генетика», «Фізіологія рослин», «Індукований мутагенез», «Великий практикум з загальної генетики».
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Quality analysis
BUSCO analysis (4.0.2)

@ single_copy 84.2%
@ Duplicated 13.4%
@ Fragmented 0.2%
O Missing 2.2%

C:97.6%[5:84.2%,D:13.4%) F:0.2%M:2.2%,1:2326
eudicots_odb10 (2326)
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Chromosome GenBank RefSeq Size (bp) GC content (%) Unlocalized count  Action
1 CM007890.2 NC_035433.2 149 502186 385 0 i
2 CM007891.2 NC_035434.2 174800 439 385 [
3 CM007892.2 NC_035435.2 176 490873 385 0 i
4 CM007893.2 NC_035436.2 208320 189 39 [
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Primer pair 6

Template Self Self 3
Sequence (5->3) stand  LenghStanStopTm  GC%  Compjementarity complementarity
;“i""“":r"’ CGCCCGCCAAGTAAGTTTTC Plus 20 301 320 60.115500 3.00 200
:fi:zfe ACAGGTTCGGGCTCAACTTAG ~ Minus 21 371 351 60005238 4.00 300
Product
Tength 7

Products on potentially unintended templates

>NC_035447.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 15, HanXRQr2.0-SUNRISE

product length = 71

Forward primer 1 CGCCCGCCAAGTAAGTTITC 20
Template 6474226 ..i.iiiiiiiiiiiiaa.. 6474245
Reverse primer 1 ACAGGTTCGGGCTCAACTTAG 21
Template 6474296 . ....iiiiiiiaiiiaa... 6474276

product length = 260

Forward primer 1 CGCCCGCCAAGTAAGTTTTC 20
Template 65586139 A........ T..C..C.... 65586158
Forward primer 1 CGCCCGCCAAGTAAGTTTTC 20

Template 65586398 A........ T..C..C.... 65586379
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Primer pair 3

Self Self 3'
- . .
Sequence (5'>3") Template strand  LengthStart Stop Tm GCO0 Ll o plementarity
lf:l'.::‘ﬂ CATTCCAAACCGTCGCTGTC  Plus 20 2032 2051 59.8355.00 3.00 1.00
Reverse )
primer AGCGGGTTCGTGGGATTAAG Minus 20 2107 2088 60.1155.00 4.00 2.00
Product
length 76

Products on potentially unintended templates

>NC_035437.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 5, HanXRQr2.0-SUNRISE
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Primer pair 4

o Template ) Self Self 3'
Sequence (5'->3") strand LengthStartStopTm  GC% .y jementarity complementarity
Forward

primer TTGACCCACGAGCTGAAGAC  Plus 20 6447 646659.9755.00 4.00 1.00
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;‘:i‘.:::e TGTCGGGCTTCTTTGGGAAG  Minus 20 6576 655760.2555.00 4.00
Product
length 130

Products on potentially unintended templates

>NC_035437.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 5, HanXRQr2.0-SUNRISE

product length = 130

3.00
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>NC_035448.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 16, HanXRQr2.0-SUNRISE
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>NC_035447.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 15, HanXRQr2.0-SUNRISE
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Primer pair 4

Sequence (5->3) Template strand Length StartStop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TGACAAAGGACGTAGTAGAAGAGAG Plus 25 50445068 59.59 44.00 400 000
Reverse primer ACAATTATGTCCCTGTTTTCTGGAC Minus 25 51875163 59.52 40.00 4.00 1.00
Productlength 144
Products on intended targets

>NC_035448.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 16, HanXRQr2.0-SUNRISE
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Primer pair 3

ETE
Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm  6C%  Self complementarity SoTS

Forward primer TCTGCAACCGTTGTTTGGTC Plus 20 1380 1399 59.26 50.00 7.00 1.00

Reverse primert CAATCGCCACACCCGTAAAC Minus 20 1519 1500 59.83 55.00 2.00 2.00

Product length 140
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Primer pair 6

Sequence (5->3) Template strandLength Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer GAGGTGGAAGCAGGTGGTG  Plus 19 47 65 60.3063.162.00 000
Reverse primer CAGGCCACCTCTATACATTCCC Minus 22 117 9%  59.9654.554.00 000

Productlength 71
Products on potentially unintended templates

>NC_035436.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 4, HanXRQr2.0-SUNRISE




image19.png
Primer pair 9

Sequence (5->3) Templatestrand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity ~ Self 3 complementarity
Forward primer TGAAAACACCAACGGCATCAC Plus 21 209 229 5093 47.62 3.00 000
Reverse primer TGTCGATCTCGCGCTTTATG  Minus 20 326 307 5852 5000 400 1.00

Productlength 118
Products on potentially unintended templates

>NC_035440.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 8, HanXRQr2.0-SUNRISE
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>NC_035445.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 13, HanXRQr2.0-SUNRISE
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>NC_035448.2 Helianthus annuus cultivar XRQ/B chromosome 16, HanXRQr2.0-SUNRISE




image1.jpeg




