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РЕФЕРАТ


Дана кваліфікаційна робота магістра обсягом 100 сторінки друкованого тексту містить 53 рисунка та 13 таблиць. Під час виконання роботи було опрацьовано 53 наукових джерела, з яких 45 є англомовними джерелами.
[bookmark: _Hlk215952899]Об’єктом дослідження були мутантні зразки льону М12, М23, М24, М80, отримані на базі сорту Ціан.
В процесі виконання експериментальної частини цього дослідження застосовувалися такі методи: інструменти біоінформатики для обробки даних секвенування, виділення ДНК, спектрофотометрія, електрофорез ДНК, виділення ДНК з гелю, ПЛР, виділення РНК та ПЛР в реальному часі.
 У ході дослідження проведено біоінформатичну обробку даних секвенування геномів (Illumina sequencing) мутантних ліній льону М12, М23, М24, М80 та вихідного сорту Ціан. За допомогою інструментів порівняльної геноміки та програми IGV у відібраних генах біосинтезу флавоноїдів (FLS, UFGT, CROMT2, 3`GT, F3H та ін.) ідентифіковано низку гомозиготних мутацій (замін, інсерцій та делецій), що відрізняють мутантні генотипи від референсного геному.
Для верифікації виявлених змін розроблено специфічні праймери та проведено ПЛР-аналіз. Аналіз експресії генів методом ПЛР у реальному часі (qPCR) показав, що різниця в експресії генів CHS та F3H є несуттєвою, тоді як для гену UFGT виявлено статистично значуще зниження експресії (t Stat = -6,4).
На основі отриманих даних запропоновано молекулярні механізми формування мутантних фенотипів: втрата забарвлення пелюсток у ліній М12, М23 та М24 пов’язана з конкуренцією за субстрат через гіперактивацію гену FLS або порушенням стабілізації пігментів внаслідок інактивації UFGT. Встановлено, що хлоротичний фенотип лінії М80 зумовлений мутацією в гені CROMT2, що призводить до порушення антиоксидантної системи рослини.
LINUM USITATISSIMUM, МУТАНТ, БІОІНФОРМАТИКА, ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕЇНОВА КИСЛОТА, ПОЛІМЕРАЗНО-ЛАНЦЮГОВА РЕАКЦІЯ, ЕКСПРЕСІЯ ГЕНІВ, СЕКВЕНУВАННЯ.





ABSTRACT


This master's thesis, consisting of 100 pages of printed text, contains 53 figures and 13 tables. During the work, 53 scientific sources were studied, 45 of which are English-language sources.
The object of the study was mutant samples of flax M12, M23, M24, M80, obtained on the basis of the Cyan variety.
The following methods were used in the experimental part of this study: bioinformatics tools for sequencing data processing, DNA extraction, spectrophotometry, DNA electrophoresis, DNA extraction from gel, PCR, RNA extraction, and real-time PCR.
 During the study, bioinformatic processing of genome sequencing data (Illumina sequencing) of mutant flax lines M12, M23, M24, M80 and the original Cyan variety was performed. Using comparative genomics tools and the IGV programme, a number of homozygous mutations (substitutions, insertions and deletions) were identified in selected flavonoid biosynthesis genes (FLS, UFGT, CROMT2, 3`GT, F3H, etc.) a number of homozygous mutations (substitutions, insertions, and deletions) were identified that distinguish mutant genotypes from the reference genome.
To verify the detected changes, specific primers were developed and PCR analysis was performed. Analysis of gene expression by real-time PCR (qPCR) showed that the difference in the expression of CHS and F3H genes is insignificant, while a statistically significant decrease in expression (t Stat = -6.4) was found for the UFGT gene.
Based on the data obtained, molecular mechanisms of mutant phenotype formation have been proposed: loss of petal colour in lines M12, M23 and M24 is associated with competition for substrate due to hyperactivation of the FLS gene or disruption of pigment stabilisation due to UFGT inactivation. It has been established that the chlorotic phenotype of line M80 is caused by a mutation in the CROMT2 gene, which leads to a disruption of the plant's antioxidant system.
LINUM USITATISSIMUM, MUTANT, BIOINFORMATICS, DEOXYRIBONUCLEIC ACID, POLYMERASE CHAIN REACTION, GENE EXPRESSION, SEQUENCING. 
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ВСТУП


Льон звичайний (Linum usitatissimum) є однією з найдавніших і найважливіших сільськогосподарських культур, що супроводжує розвиток людської цивілізації протягом понад 5000 років [1,6]. Унікальність цієї рослини полягає у її подвійному господарському призначенні: вона є джерелом як міцного натурального волокна, так і цінного насіння, що використовується в харчовій, технічній та медичній промисловості [2]. Наукова видова назва usitatissimum у перекладі з латини означає «найкорисніший», що підкреслює виняткове значення культури для людини [3].
Одним із найефективніших інструментів створення генетичного різноманіття для селекції є індукований мутагенез. Використання гамма-випромінювання дозволяє отримувати мутантні лінії з чіткими фенотиповими змінами, які зачіпають не лише морфологічні ознаки, а й біохімічні процеси. У даній роботі об'єктом дослідження є мутантні зразки льону (М12, М23, М24, М80), отримані на базі сорту Ціан шляхом опромінення насіння гамма-променями в дозах 400 Гр та 700 Гр. Ці лінії демонструють значні відхилення від вихідного фенотипу, зокрема зміни забарвлення пелюсток (від блакитного до білого), кольору пиляків та насіння (від коричневого до жовтого), а також зміни габітусу рослини [17].
Ключовим аспектом даного дослідження є аналіз молекулярно-генетичних механізмів, що лежать в основі спостережуваних фенотипових змін. Забарвлення квіток та насіння льону обумовлене накопиченням флавоноїдів, зокрема антоціанів, біосинтез яких відбувається через складний фенілпропаноїдний шлях [14]. Порушення на різних етапах цього шляху, викликані мутаціями в генах, що кодують ключові ферменти, призводять до втрати пігментації або зміни профілю накопичення метаболітів. Центральною проблемою роботи є ідентифікація мутацій у генах, відповідальних за біосинтез та модифікацію флавоноїдів, таких як флавонолсинтаза (FLS), УДФ-глюкоза-флавоноїд-3-O-глюкозилтрансфераза (UFGT) та мірицетин-О-метилтрансфераза (CROMT2) [16].
Важливість такого аналізу полягає у встановленні зв'язку між генотипом та фенотипом. Розуміння того, як конкретні мутації (наприклад, надекспресія FLS, що призводить до конкуренції з шляхом синтезу антоціанів, або втрата функції UFGT, що унеможливлює стабілізацію пігменту) впливають на кінцеві ознаки рослини, відкриває нові можливості для молекулярної селекції [16,23]. Окрім декоративного значення, гени біосинтезу флавоноїдів мають плейотропний ефект, впливаючи на забарвлення насіннєвої оболонки та загальну стресостійкість рослин через антиоксидантну систему. Зокрема, аналіз мутанта М24 із жовтим насінням дозволяє дослідити зв'язок між синтезом антоціанів у квітках та проантоціанідинів у насінні, а дослідження мутанта М80 проливає світло на роль метилювання флавоноїдів у захисті від окислювального стресу [22].
Метою кваліфікаційної роботи є проведення комплексного аналізу індукованих гамма-променями мутантів льону олійного (ліній М12, М23, М24, М80) на молекулярно-генетичному рівні для ідентифікації мутацій у генах біосинтезу флавоноїдів, що відповідають за фенотипові зміни забарвлення пелюсток та хлорофільну недостатність.
Для досягнення поставленої мети було сформовано та виконано такі завдання:
1. Провести біоінформатичну обробку даних секвенування геномів (Illumina sequencing) мутантних зразків та вихідного сорту Ціан, здійснити картування на референсний геном Linum usitatissimum.
2. Здійснити пошук та ідентифікацію гомозиготних мутацій (SNP, інсерцій, делецій) у генах-кандидатах флавоноїдного шляху (зокрема FLS, UFGT, CROMT2), використовуючи інструменти порівняльної геноміки.
3. Розробити специфічні праймери для обраних генів, провести ПЛР-ампліфікацію, електрофорез та підготовку зразків ДНК для підтвердження мутацій секвенуванням.
4. Провести аналіз експресії ключових генів біосинтезу флавоноїдів (CHS, F3H, UFGT) у бутонах льону методом ПЛР у реальному часі (qPCR) для встановлення молекулярних механізмів формування мутантних фенотипів.
Ця кваліфікаційна робота є актуальним комплексним дослідженням, що поєднує класичні методи індукованого мутагенезу з сучасними методами біоінформатики, секвенування та аналізу експресії генів. Отримані результати не лише поглиблюють фундаментальні знання про генетичну регуляцію метаболізму флавоноїдів у Linum usitatissimum, але й створюють підґрунтя для розробки маркерів для селекції нових сортів льону з покращеними господарськими характеристиками.
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1. ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ


1.1 Біологічні особливості Linum usitatissimum


Льон звичайний (Linum usitatissimum L.) — одна з найдавніших і найважливіших культурних рослин в історії людства, що супроводжує цивілізацію протягом тисячоліть [1]. Його унікальність полягає у подвійному господарському призначенні. З одного боку, це джерело міцного натурального волокна, з якого виготовляють лляні тканини (льон-довгунець), а з іншого — цінна олійна культура, насіння якої (льон олійний) є сировиною для отримання олії технічного, харчового та медичного призначення [2]. Лляна олія використовується у виробництві фарб, лаків, оліф, лінолеуму, а також є найбагатшим рослинним джерелом незамінної омега-3 жирної кислоти — альфа-ліноленової (ALA).   
В умовах України, особливо в її південних та східних степових регіонах, льон олійний набуває особливої актуальності. Такі його біологічні особливості, як відносна посухостійкість та короткий вегетаційний період, роблять його затребуваною та економічно привабливою культурою в умовах глобальних змін клімату [1]. Це стимулює активну науково-дослідну роботу, спрямовану на створення нових, високопродуктивних та адаптованих сортів.   
Льон звичайний (Linum usitatissimum) належить до родини Льонові (Linaceae) та порядку Мальпігієцвіті (Malpighiales). Його наукова видова назва usitatissimum у перекладі з латини означає «найкорисніший», що вказує на його виняткове значення для людини [3]. 
[image: undefined] 
Рисунок 1.1.1 Linum usitatissimum. А, Б – рослина; 1 – чашолисток; 2 – бутон без чашечки; 3 – пелюстка; 4 і 5 – тичинки з різних сторін; 6 – пилкове зерно; 7 – товкач з 5 стовпчиками; 8 – квітка без чашечки, віночка і тичинки; 9 – те ж саме в поздовжньому розрізі; 10 і 11 – незрілі плоди (коробочки) з різних сторін; 12 – однакові в поперечному перерізі; 13 – стиглий плід; 14 – насіння, в нат. розмір і збільшення; 15 – насіння в поздовжньому розрізі [4] 

У науковій літературі, особливо в контексті олійних форм, часто зустрічається синонім Linum humile Mill., який сучасна таксономія розглядає як підвид або різновид L. Usitatissimum [5]. 
Центром походження льону вважається регіон «Родючого півмісяця», що охоплює території від східного Середземномор'я до Індії, де його почали культивувати понад 5000 років тому [6].
[image: Мапа розташування]
Рисунок 1.1.2. – Регіон «Родючого півмісяця» [6] 

1.1.1 Морфологія вегетативних органів
Коренева система льону стрижнева, зі слабко розвиненими бічними корінцями. Основна маса коренів розташована у верхньому (0-40 см) шарі ґрунту, що обумовлює високу вимогливість культури до наявності вологи та поживних речовин саме в цьому шарі та відносно слабку здатність до їх поглинання [7]. 
Стебло прямостояче, тонке, циліндричне, зазвичай гладке, вкрите восковим нальотом. Висота рослини значно варіює залежно від морфотипу та умов вирощування — від 30 см до 1,2 м. У верхній частині стебло розгалужується, утворюючи суцвіття.   
Листки прості, сидячі (без черешків), розташовані на стеблі почергово по спіралі. Листкова пластинка має ланцетну або лінійно-ланцетну форму, цілокрая, сизо-зеленого кольору через восковий наліт. Характерною видовою ознакою є наявність трьох чітко видимих поздовжніх жилок. Довжина листків становить 20–40 мм, а ширина — близько 3 мм [5]. 

1.1.2 Морфологія генеративних органів
[bookmark: _Hlk212389712]Квітка льону має правильну, радіально-симетричну (актиноморфну) будову і є п'ятичленною. Її діаметр становить 15–25 мм. Чашечка складається з п'яти вільних чашолистків. Віночок утворений п'ятьма вільними пелюстками, які зазвичай мають небесно-блакитне забарвлення, проте у різних сортів можуть бути білими, рожевими або фіолетовими. У центрі квітки розташовано п'ять тичинок, що зрослися основами, та маточка з п'ятьма стовпчиками. Квітки розкриваються рано вранці і є недовговічними — до кінця дня пелюстки обпадають. Linum usitatissimum є переважно самозапильною рослиною [2]. 
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[bookmark: _Hlk212412079]Рисунок 1.1.2.1. – Форма квіток у льону: (А) трубка, (Б) воронка і (В) чаша; (1) пелюстки перекриваються більш ніж на 50% і (2) пелюстки перекриваються менше ніж на 50% Форма квіток у льону: (А) трубка, (Б) воронка і (В) чаша; (1) пелюстки перекриваються більш ніж на 50% і (2) пелюстки перекриваються менше ніж на 50% [8]

Плід — це куляста або яйцеподібна п'ятигнізда коробочка діаметром 6–10 мм. Кожне з п'яти гнізд розділене несправжньою перегородкою, внаслідок чого утворюється десять напівгнізд, кожне з яких містить одну насінину. Таким чином, одна коробочка може містити до 10 насінин [2]. 
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Рисунок 1.1.2.2. – Ступені самовільного розкриття в зрілих коробочках льону. Шкала оцінок: (1) сильно розходиться, насіння вільно розлітається; (2) незначне розходження, мінімальне осипання насіння; і (3) нерозкривний, не руйнується [8] 

Насіння має яйцеподібну, сплюснуту форму, із загостреним кінчиком. Поверхня насіння гладенька, блискуча, слизька на дотик. Забарвлення варіює від світло-жовтого (золотистого) до темно-коричневого. Маса 1000 насінин є важливою сортовою ознакою і в українських олійних сортів коливається в межах 6,0–8,4 г [1]. 

1.1.3 Життєвий цикл
Linum usitatissimum є однорічною трав'янистою рослиною. Його життєвий цикл в агроценозах України проходить через кілька чітко виражених фенологічних фаз :   
· Сходи: Поява сім'ядольних листків над поверхнею ґрунту.
· «Ялинка»: Фаза інтенсивного вегетативного росту, коли рослина формує стебло та листки, що за зовнішнім виглядом нагадують молоду ялинку.
· Бутонізація: Формування квіткових бутонів на верхівках пагонів.
· Цвітіння: Масове розкриття квіток.
· Дозрівання: Включає фази зеленої, жовтої та повної стиглості, коли коробочки набувають характерного коричневого забарвлення, а насіння — сортового кольору та вологості.
Тривалість вегетаційного періоду є сортовою ознакою і в умовах України для олійних сортів становить від 84 до 102 діб, що класифікує льон як культуру з коротким періодом вегетації [1]. 

1.1.4 Вимоги до кліматичних умов
Льон є культурою помірного клімату і не дуже вимогливий до тепла. Насіння починає проростати при температурі ґрунту +2...+3°C, проте оптимальною для швидкої та дружної появи сходів є температура +10...+12°C. Сходи здатні витримувати короткочасні весняні заморозки до -4°C, але при -7°C гинуть [9]. 
Льон — рослина довгого світлового дня. Він потребує повного сонячного освітлення протягом усього вегетаційного періоду і не витримує затінення, що необхідно враховувати при визначенні густоти посіву та боротьбі з бур'янами [7]. 
Льон олійний вважається відносно посухостійкою культурою, що робить його перспективним для вирощування в Степовій зоні України. Однак ця характеристика є відносною. Посухостійкість льону значною мірою пов'язана не стільки з унікальними фізіологічними механізмами збереження води, скільки з його коротким вегетаційним періодом. Ця стратегія «втечі від посухи» (drought escape) дозволяє рослині завершити основні етапи розвитку (цвітіння, формування насіння) до настання піку літніх температур та критичного висихання ґрунту в липні-серпні. Це пояснює, чому культура є успішною в Степу, але її врожайність сильно залежить від кількості та розподілу опадів у весняно-літній період. Для формування якісного волокна у льону-довгунця, навпаки, потрібен прохолодний та вологий клімат [10]. 
1.1.4 Вимоги до ґрунту та живлення
Льон найкраще росте на родючих, структурних, добре дренованих ґрунтах. Оптимальними для нього є чорноземи, суглинки та супіски. Важкі глинисті, кислі та сухі піщані ґрунти для вирощування льону непридатні. Оптимальний рівень pH ґрунту — від слабокислого до нейтрального (6.0–7.0) [1]. 
Через слабко розвинену кореневу систему льон добре реагує на внесення мінеральних добрив, особливо на ранніх етапах розвитку, коли закладається потенціал продуктивності [7]. 


1.2 Біохімічний склад насіння 


Льон (Linum usitatissimum) є поширеним сільськогосподарським товаром, який традиційно використовується для приготування олії, як волокниста культура, а також у виробництві різноманітних хімічних клеїв і фарб. Льон має співвідношення 1:3 незамінних жирних кислот омега лінолевої кислоти (LA) і α-ліноленової кислоти (ALA), яка вважається корисною для здоров'я людини. ALA допомагає блокувати синтез арахідонової кислоти та ейкозаноїдів, які є збудниками запалення та агрегації тромбоцитів. На жаль, хоча лляна олія містить високий рівень ALA, ця сполука не дуже стабільна після екстракції та має короткий термін зберігання в кулінарних оліях [11]. 
Насіння льону є унікальним за своїм біохімічним складом, що визначає його широке застосування. Воно містить 35-51% олії, 20-30% білка, а також значну кількість клітковини, слизу та біологічно активних сполук, зокрема лігнанів [12]. 
Цінність лляної олії визначається її жирнокислотним складом. Основними жирними кислотами є:
· Насичені: пальмітинова та стеаринова.
· Мононенасичені: олеїнова.
· Поліненасичені: лінолева та α-ліноленова.
Традиційно лляна олія використовувалася в технічних цілях завдяки високому вмісту α-ліноленової кислоти, яка здатна до швидкої полімеризації на повітрі (висихання). Однак ця ж властивість робить олію нестабільною при зберіганні та непридатною для смаження, що обмежувало її харчове використання. Сучасна селекція дозволила створити сорти з кардинально різним жирнокислотним профілем, що є прикладом цілеспрямованої перебудови метаболічних шляхів рослини.
В основі цього лежить послідовний ланцюг ферментативних реакцій: ферменти-десатурази перетворюють олеїнову кислоту на лінолеву, а потім на ліноленову. Використовуючи інструменти генетики, зокрема індукований мутагенез, селекціонери змогли отримати мутації в генах, що кодують ці ферменти, і таким чином змінити їхню активність. Це дозволило перепрограмувати рослину для синтезу олії із заданими властивостями.
Технічний напрям: Сорти цього напряму мають максимально високий вміст α-ліноленової кислоти. Яскравим прикладом є сорт Золотистий, вміст ліноленової кислоти в олії якого перевищує 70%.   
Харчовий напрям: Селекція спрямована на блокування останніх етапів синтезу, що призводить до зниження вмісту нестабільної ліноленової кислоти та накопичення більш стабільних олеїнової та лінолевої кислот. Першим українським сортом цього напряму є Ківіка, у якого сумарний вміст олеїнової та лінолевої кислот досягає 40-45% [1]. 

Таблиця 1.2.1. – Порівняльний жирнокислотний склад олії сортів льону різного напряму використання, % 
	Жирна кислота
	Південна ніч (стандарт)
	Золотистий
(технічний)
	Ківіка (харчовий)

	Пальмітинова
	5,3
	5,2
	5,7

	Стеаринова
	4,7
	4,2
	2,4

	Олеїнова
	23,5
	16,1
	34,6

	Лінолева
	10,0
	8,9
	11,3

	Ліноленова
	56,5
	72,0
	46,0




1.3 Вибірка генів для дослідження


Флавоноїди є великим класом вторинних метаболітів рослин, що виконують широкий спектр біологічних функцій, включаючи пігментацію тканин, захист від ультрафіолетового випромінювання та патогенів [13]. Серед них антоціани, підклас флавоноїдів, є основними пігментами, що надають рослинам синього, фіолетового та червоного забарвлення [14]. Linum usitatissimum є важливою сільськогосподарською культурою, яку цінують за олію, волокно та біологічно активні сполуки. Типові сорти льону, як правило, мають квітки блакитного кольору та коричневе насіння [15]. 

1.3.1 Об’єкт дослідження та гени, що обумовлюють забарвлення квітки
В якості вихідного генетичного матеріалу для цього дослідження було використано сорт Ціан, що характеризується фенотипом дикого типу: зелені рослини, блакитні пелюстки та пиляки, коричневе насіння. Шляхом опромінення насіння гамма-променями було отримано панель мутантних ліній (М12, М23, М24, М80), що демонструють чіткі фенотипові відхилення від вихідної форми.
Центральною метою цієї роботи є з'ясування молекулярно-генетичних механізмів, що лежать в основі спостережуваних фенотипів, шляхом аналізу мутацій у трьох ключових генах (FLS, UFGT, CROMT2), які були ідентифіковані як учасники шляху біосинтезу флавоноїдів на основі даних Lou et al. (2014) [16]. 

Таблиця 1.3.1.1 – Зведення фенотипових характеристик сорту льону Ціан та індукованих мутантів [17]
	Назва
	ID
	Мутаційний фактор
	Пелюстки
	Пиляки
	Форма квітки
	Насіння
	Колір листя

	Tsian
	Контроль
	Немає
	Блакитні
	Блакитні
	Дикий тип
	Коричневе
	Зелене

	M12
	Мутант
	400Гр
	Білі
	Кремово-жовті
	Зірочка
	Коричневе
	Зелене

	M23
	Мутант
	400Гр
	Блідо-блакитні
	Кремово-жовті
	Дикий тип
	Коричневе
	Зелене

	M24
	Мутант
	700Гр
	Білі
	Кремово-жовті
	Дикий тип
	Жовте
	Зелене

	M80
	Мутант
	400Гр
	Блакитні
	Блакитні
	Дикий тип
	Коричневе
	Жовте



Для дослідження мутацій в зразках М12, М23, М24 та М80 були розглянуті наступні гени (табл. 1.3.2.). Ці гени відповідають за формування кольору квітки. Вони були вже досліджені на прикладі рослини Grape hyacinth (Muscari).
Ці гени були висунуті як кандидати генів які відповідають за пігментацію пелюсток квітів Grape hyacinth (Muscari). З наведених нижче двадцяти трьох генів в льонові були знайдені двадцять один ген (всі окрім LuOMT та GUSB). 
Таблиця 1.3.1.2. – Candidate genes related to flower pigmentation of M. Armeniacum, які були використані також як кандидати генів для дослідження мутацій забарвлення пелюсток квітів в зразках М12, М23, М24  та М80 [16]
	Функція
	Ген
	Ензим
	KO id (EC no.)
	No. Alla
	No. Upb
	No. Downc

	Anthocyanin biosynthesis
	CHS
	Chalcone synthase
	K00660 (2.3.1.74)
	17
	3
	4

	
	CHI
	Chalcone isomerase
	K01859 (5.5.1.6)
	3
	0
	1

	
	F3H
	Flavanone 3-hydroxylase
	K00475 (1.14.11.9)
	3
	0
	0

	
	F3′H
	Flavonoid 3′-hydroxylase
	K05280 (1.14.13.21)
	7
	0
	1

	
	F3′5′H
	Flavonoid 3′,5′-hydroxylase
	K13083 (1.14.13.88)
	4
	1
	1

	
	DFR
	Dihydroflavonol 4-reductase
	K13082 (1.1.1.219)
	18
	3
	1

	
	ANS
	Anthocyanidin synthase
	K05277 (1.14.11.19)
	4
	0
	1

	
	UFGT
	Anthocyanidin 3-O-glucosyltransfersae
	K12930 (2.4.1.115)
	25
	0
	9

	Anthocyanin modification
	UGT75C1
	Anthocyanin 5-O-glucosyltransferase
	K12338 (2.4.1. 298)
	1
	0
	0

	
	5AT
	Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase
	K12936 (2.3.1.153)
	3
	0
	1

	
	GT1
	Anthocyanidin 5, 3-O-glucosyltransferase
	K12938 (2.4.1.–)
	12
	1
	0

	
	3′GT
	UDP-glucose:anthocyanin 3′-O-beta-glucosyltransferase
	K12939 (2.4.1.238)
	4
	0
	0

	
	5MaT1
	Anthocyanin 5-O-glucoside-6′′′-O- malonyltransferase
	K12934 (2.3.1.172)
	2
	0
	0

	Flavone and flavonol biosynthesis
	FNS
	Flavone synthase
	K13077 (1.14.11.22)
	5
	2
	0

	
	FLS
	Flavonol synthase
	K05278 (1.14.11.23)
	10
	0
	2

	
	C12RT1
	Flavanone 7-O-glucoside 2′′-O-beta-L-rhamnosyltransferase
	K13080 (2.4.1.236)
	5
	0
	0

	
	FOMT
	Flavonol 3-O-methyltransferase
	K05279 (2.1.1.76)
	6
	0
	0

	
	CROMT2
	Myricetin O-methyltransferase
	K13272 (2.1.1.149)
	3
	0
	1

	
	LuOMT
	Luteolin O-methyltransferase
	\d (2.1.1.75)
	1
	0
	0

	
	F4ST
	Flavonol 4′-sulphotransferase
	K13271 (2.8.2.27)
	2
	0
	0

	
	GUSB
	beta-Glucuronidase
	K01195 (3.2.1.31)
	2
	0
	0

	
	UF3GT
	Flavonol 3-O-glucosyltransferase
	K10757 (2.4.1.91)
	5
	0
	0

	Flavanone biosynthesis
	ANR
	Anthocyanidin reductase
	K08695 (1.3.1.77)
	1
	0
	0



В процесі пошуку мутацій в зразках М12, М23, М24 та М80 було задіяно програму Integrative Genomics Viewer (IGV) [18]. Як референс оригінального геному для порівняння був завантажений повний геном Linum usitatissimum [19]. Для перевірки наявності мутацій почергово завантажувалися файли геному льону сорту Ціан та кожного мутантного зразка для певного гену. Цей процес полегшував пошук мутацій тим, що мав обмежену ділянку пошуку, так як одномоментно можна було обробляти лише певні локації з генами а не цілі геноми кожного зразка. Мутації були знайдені в кожному з двадцяти одного гена прийнаймні для одного мутантного зразка. В процесі пошуку мутацій спиралися на наступні показники: 
· мутації повинні бути лише в мутантних зразках, при цьому на тому самому місці (нуклеотидній послідовності) в зразку льону Ціан не мало бути відмінностей від оригінального референсу Linum usitatissimum. На цьому етапі дослідження це дає нам змогу побачити «реальну» мутацію, а не відмінність від Linum usitatissimum.
· мутації мають бути гомозиготними.
· мутації мають мати 3 та більшу кількість повторів у секвенуванні для розуміння, що це не помилка програми. 
Значні мутації було зафіксовано в генах 3`GT (для мутантів М23, М24 та М80), 5MATI (М24 та М80), CROMT2 (М24 та М80), F3`5`H (М24), F3H (М24 та М80), FLS (М24 та М80), FNS (М24), UFGT (М24 та М80), UGT75CI (М24 та М80).
Наступним етапом була ПЛР з праймерами до цих генів було виокремлено 5 «найкращих»: CROMT2, 3`GT, UFGT, FLS та F3H. 
В подальшому процесі дослідження було виокремлено лише 3 гени які мають «найбільш цікаві» мутації - FLS, UFGT, CROMT2.
Тобто поступово, в процесі дослідження кількість генів зменшувалася «відсіваючи» певні кандидати в яких мутації були або погано виражені або «не цікаві». Це відбувалося таким чином: 23 кандидати генів → з них в геномі Linum usitatissimum було знайдено 21 → далі було виокремлено 9 → після чого 5 → і в результаті лише 3 гени для яких кожен етап дослідження був «успішним».
Рис. 1.3.1.1 (нижче) комплексно демонструє, що білий колір квіток Muscari є результатом не просто вимкнення одного з генів на початку шляху, а тонкої перерегуляції метаболічного потоку на ключовому етапі. Через зниження активності ферменту DFR та підвищення активності конкуруючого ферменту FLS, сировина, призначена для створення синього пігменту, перенаправляється на синтез безбарвних сполук. Хімічний аналіз повністю підтверджує цю гіпотезу, показуючи відсутність пігментів та накопичення безбарвних продуктів у білих квітках [16].
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Рис. 1.3.1.1. – Схема ймовірного метаболічного процесу антоціанів у синіх або білих квітках M. armeniacum. (А) Зріле суцвіття M. armeniacum. Стрілки вказують на маленькі квіткові бруньки безпосередньо перед цвітінням [16] 

Частини A, B, C, D: Візуальне порівняння. A і B: Показують синю квітку Muscari armeniacum. Це вихідна, "дика" форма з нормальною пігментацією. C і D: Показують білу форму, M. armeniacum f. album. Це мутантна форма, яка втратила забарвлення. Ці фотографії просто встановлюють візуальну основу для подальшого біохімічного аналізу: ми намагаємося зрозуміти, що на молекулярному рівні робить квітку (A) синьою, а квітку (C) — білою.
Частина E: Біохімічний шлях у синіх квітках («Нормальний» процес). Ця схема показує, як у синіх квітках виробляється синій пігмент — дельфінідин. Початок шляху: Все починається з базових будівельних блоків (4-Кумароїл-КоА та 3 Малоніл-КоА), які за допомогою ферментів CHS та CHI перетворюються на проміжні сполуки (нарингенін, еріодиктіол). Утворення попередника: Далі, за допомогою ферментів F3'H та F3'5'H, утворюється ключова молекула-попередник — дигідромірицетин (DHM). Це "сировина" для синього пігменту. Критичне перехрестя (Конкуренція): Молекула дигідромірицетину стоїть на роздоріжжі. За неї конкурують два ферменти: DFR (дигідрофлавонол 4-редуктаза): Цей фермент спрямовує дигідромірицетин на шлях синтезу кольору. Він перетворює його на лейкодельфінідин. FLS (флавонолсинтаза): Цей фермент спрямовує дигідромірицетин на шлях синтезу безбарвних флавонолів (у цьому випадку, мірицетину). Створення кольору: У синіх квітках фермент DFR є дуже активним. Він "виграє" конкуренцію за дигідромірицетин. Далі фермент ANS перетворює продукт реакції DFR на нестабільний синій пігмент дельфінідин. Нарешті, фермент UFGT стабілізує цей пігмент, приєднуючи до нього молекулу цукру, що дозволяє йому накопичуватися у клітині та надавати квітці насиченого синього кольору.
Висновок для частини E: У синіх квітках метаболічний потік спрямований по шляху DFR → ANS → UFGT, що призводить до накопичення стабільного синього пігменту.
Частина F: Біохімічний шлях у білих квітках («Зламаний» процес). Ця схема показує, що змінилося у білих квітках. Початок шляху: Перші етапи ідентичні синім квіткам. Білі квітки так само виробляють ключовий попередник — Дигідромірицетин. Зміна на перехресті: Головна відмінність відбувається на етапі конкуренції за дигідромірицетин. У білих квітках: активність ферменту DFR (шлях до кольору) значно знижена; активність ферменту FLS (шлях до безбарвних сполук) підвищена. Результат: Тепер FLS виграє конкуренцію. Майже весь дигідромірицетин перетворюється на безбарвний мірицетин. Шлях синтезу синього пігменту фактично голодує, оскільки йому не вистачає сировини. В результаті, синій пігмент не утворюється, і квітка залишається білою.
Висновок для частини F: У білих квітках метаболічний потік перенаправлений по шляху FLS. Замість кольорових антоціанів накопичуються безбарвні флавоноли.
Частина G: Хімічне підтвердження (Докази). Цей стовпчастий графік — це результати лабораторного аналізу (HPLC), який вимірює кількість різних сполук у пелюстках. Він є прямим доказом того, що схеми E і F є правильними. Сині стовпчики — сині квітки. Білі стовпчики — білі квітки. Отже: Del (дельфінідин) і Cy (ціанідин): Ці кольорові пігменти присутні у значній кількості в синіх квітках, але повністю відсутні в білих. Це підтверджує, що шлях їх синтезу заблокований. My (мірицетин) і Km (кемпферол): Кількість цих безбарвних флавонолів у білих квітках у 2-3 рази вища, ніж у синіх. Це доводить, що метаболічний потік дійсно був перенаправлений по шляху FLS, як і передбачала схема F. Ep (епікатехін): Ця безбарвна сполука також накопичується у великій кількості в білих квітках. Це продукт побічної гілки, яка додатково відтягує на себе залишки попередників, не даючи їм перетворитися на кольорові пігменти.
1.3.2 Шлях біосинтезу флавоноїдів та антоціанів
 Фенілпропаноїдний шлях-попередник. Біосинтез усіх флавоноїдів починається з фенілпропаноїдного шляху. Вихідною сполукою є амінокислота фенілаланін, яка під дією послідовних ферментативних реакцій, каталізованих фенілаланін-аміак-ліазою (PAL), циннамат-4-гідроксилазою (C4H) та 4-кумарат-КоА-лігазою (4CL), перетворюється на 4-кумароїл-КоА. Ця сполука є ключовим проміжним продуктом, що слугує точкою входу в центральний шлях біосинтезу флавоноїдів [14]. 
Центральний шлях біосинтезу флавоноїдів. Наступні етапи формують базову структуру флавоноїдного скелета і є критичними для подальшої диверсифікації метаболітів [16]. Синтез халкону: Першим специфічним етапом є реакція, що каталізується халконсинтазою (CHS). Цей фермент здійснює конденсацію однієї молекули 4-кумароїл-КоА з трьома молекулами малоніл-КоА, утворюючи нарингенін халкон. Цей крок є лімітуючим для всього шляху біосинтезу флавоноїдів [20]. Ізомеризація: Далі халкон ізомераза (CHI) перетворює нарингенін халкон на флаванон нарингенін. Гідроксилювання та розгалуження: Ключовим етапом, що визначає майбутній колір пігменту, є гідроксилювання В-кільця флаванону. Цей процес каталізується двома ферментами з родини цитохромів Р450: флавоноїд 3`-гідроксилазою (F3`H) та флавоноїд 3`,5`-гідроксилазою (F3`5`H). Дія F3`H призводить до утворення дигідрокверцетину, який є попередником для ціанідин-залежних пігментів червоного та пурпурового кольорів. Дія F3`5`H призводить до утворення дигідромірицетину, попередника для дельфінідин-залежних пігментів синього та фіолетового кольорів.  За відсутності значної активності цих ферментів утворюється дигідрокемпферол, що є попередником пеларгонідин-залежних пігментів помаранчевого кольору [16]. 
Флавоноїдний біосинтетичний шлях — це добре вивчений біосинтетичний шлях, для якого добре описано багато окремих ферментативних етапів. Це також один з небагатьох прикладів біосинтезу рослинних природних продуктів, для якого структура метаболонів була добре описана, причому більшість робіт була зосереджена на Arabidopsis thaliana, а також була запропонована модель метаболомічної структури (рис. 1.3.1.2).
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Рис. 1.3.1.2. – Модель метаболоноутворюючих взаємодій між ферментами фенілпропаноїдного та флавоноїдного шляхів. Суцільні лінії представляють взаємодії, які підтверджуються експериментальними даними, тоді як пунктирні лінії представляють невивчені ферменти, що модифікують ядро, функція яких у формуванні метаболонів є поточним фокусом досліджень у лабораторії Оуенса. C4H і F3`H є мембранозв'язаними ферментами, які, як передбачається, служать для кріплення метаболону до цитоплазматичної поверхні ER. 4CL – 4-кумарат-КоА-лігаза; BAN- BANYULS; С4Н - циннамат-4-гідроксилаза; CHI – халкон ізомераза; CHS – халконус-синтаза; DFR – дигідрофлавонолредуктаза; F3H – флаванон 3-гідроксилаза; F3'H – флаванон 3`-гідроксилаза; FLS1 – флавонолсинтаза 1; F3`H – флаванон 3`-гідроксилаза; LDOX – лейкоантоціанідиндіоксигеназа (вона ж ANS – антоціанідинсинтаза); LAR – лейкоантоціанідинредуктаза [11] 

Льон (Linum usitatissimum) є поширеним сільськогосподарським товаром, який традиційно використовується для приготування олії, як волокниста культура, а також у виробництві різноманітних хімічних клеїв і фарб. Льон має співвідношення 1:3 незамінних жирних кислот омега лінолевої кислоти (LA) і α-ліноленової кислоти (ALA), яка вважається корисною для здоров'я людини. ALA допомагає блокувати синтез арахідонової кислоти та ейкозаноїдів, які є збудниками запалення та агрегації тромбоцитів. На жаль, хоча лляна олія містить високий рівень ALA, ця сполука не дуже стабільна після екстракції та має короткий термін зберігання в кулінарних оліях. Тому було докладено багато зусиль для підвищення рівня антиоксидантів у олії льону для захисту від деградації ALA. Один з підходів, який використовувався для підвищення рівня антиоксидантів, полягав у зменшенні потоку вуглецю у флавоноїдний шлях шляхом використання РНК-інтерференції (RNAi) проти CHS, першого та важливого кроку флавоноїдного біосинтетичного шляху, для збільшення потоку в інші фенілпропаноїдні сполуки, які, як передбачалося, матимуть вищу антиоксидантну здатність. Це призвело до отримання олії льону з більш високими рівнями інших продуктів фенілпропаноїдної гілки, а також більш високими концентраціями ALA в порівнянні з контролем. Крім того, CHS, халконізомераза (CHI) та DFR також мали надмірно експресований потік втягування в антиоксидантні флавоноїдні сполуки, що також призводило до збільшення антиоксидантних властивостей [11]. 
1.3.3 Основні метаболічні шляхи дигідрофлавонолів
Дигідрофлавоноли (дигідрокверцетин, дигідромірицетин, дигідрокемпферол) є точкою розгалуження, де метаболічний потік розподіляється між трьома конкуруючими шляхами, кожен з яких призводить до утворення біологічно важливих сполук. Гілка 1: Синтез антоціанів (колір): Цей шлях відповідає за забарвлення квіток та інших тканин. Дигідрофлавонол 4-редуктаза (DFR) відновлює дигідрофлавоноли до безбарвних лейкоантоціанідинів. На наступному етапі антоціанідинсинтаза (ANS) окислює лейкоантоціанідини до забарвлених, але нестабільних антоціанідинів (наприклад, ціанідину, дельфінідину) [16]. Гілка 2: Синтез флавонолів (ко-пігментація/УФ-захист): Флавонолсинтаза (FLS) безпосередньо окислює дигідрофлавоноли до відповідних флавонолів (кемпферолу, кверцетину, мірицетину). Ці сполуки зазвичай безбарвні або блідо-жовті. Вони функціонують як ко-пігменти, що можуть модифікувати та стабілізувати колір антоціанів, а також виконують важливу функцію захисту від УФ-випромінювання [21]. Гілка 3: Синтез проантоціанідинів (колір насіннєвої оболонки): Цей шлях є вирішальним для формування забарвлення насіннєвої оболонки. Лейкоантоціанідини (продукти реакції DFR) можуть бути перетворені лейкоантоціанідин-редуктазою (LAR) на катехіни. Альтернативно, антоціанідини (продукти реакції ANS) можуть бути перетворені антоціанідин-редуктазою (ANR) на епікатехіни. Ці флaван-3-оли є мономерними одиницями, які полімеризуються з утворенням проантоціанідинів (ПА), також відомих як конденсовані таніни [20]. Саме окиснення та полімеризація ПА в насіннєвій оболонці надає їй характерного коричневого кольору, як у дикого типу льону. Відсутність або значне зниження синтезу ПА призводить до формування жовтої насіннєвої оболонки [22]. 
Структура цього метаболічного шляху розкриває тісний біохімічний зв'язок між забарвленням квіток та насіннєвої оболонки, оскільки обидва процеси використовують спільних попередників. Це створює теоретичну основу для явища плейотропії, коли одна мутація може одночасно впливати на обидві ознаки. Будь-яка мутація, що блокує шлях до точки розгалуження на рівні дигідрофлавонолів, неминуче вплине на всі три кінцеві продукти. Це дозволяє сформулювати перевірювану гіпотезу: якщо мутант, такий як М24 (білі квітки, жовте насіння), має єдину причинову мутацію, вона, найімовірніше, локалізована в одному з "ранніх" генів шляху, спільних для обох гілок.

Таблиця 1.3.1.3. – Функціональні ролі ключових генів у шляху біосинтезу флавоноїдів
	Ген
	Біохімічна функція та роль у шляху

	CHS
	Каталізує перший специфічний етап шляху, утворюючи халкон.

	CHI
	Ізомеризує халкон у флаванон.

	F3'H / F3'5'H
	Гідроксилюють В-кільце, визначаючи тип попередника антоціанів.

	FLS
	Конкурує з DFR за дигідрофлавоноли, утворюючи безбарвні флавоноли.

	DFR
	Відновлює дигідрофлавоноли до лейкоантоціанідинів, спрямовуючи потік до антоціанів/проантоціанідинів.

	ANS
	Окислює лейкоантоціанідини до забарвлених, але нестабільних антоціанідинів.

	UFGT
	Стабілізує антоціанідини шляхом глікозилювання, що є необхідним для прояву кольору.

	ANR / LAR
	Утворюють мономери (епікатехіни/катехіни) для синтезу проантоціанідинів (танінів).


  
1.3.4 Поглиблений функціональний аналіз флавонолсинтази (FLS)
Ензимна роль та субстратна специфічність. Флавонолсинтаза (FLS) належить до класу оксидоредуктаз і каталізує перетворення дигідрофлавонолів (наприклад, дигідрокверцетину, дигідромірицетину) у відповідні флавоноли (кверцетин, мірицетин) [21]. Ця реакція безпосередньо вилучає субстрати з пулу, доступного для синтезу антоціанів, що робить FLS ключовим регулятором метаболічного потоку [16]. 
Критичний регуляторний вузол: конкуренція між FLS та DFR. Центральним аспектом ролі FLS у втраті забарвлення є її пряма конкуренція з дигідрофлавонол 4-редуктазою (DFR) за спільний субстрат. Як видно зі схеми шляху, FLS та DFR використовують один і той самий пул дигідрофлавонолів. Метаболічний потік розподіляється між цими двома ферментами, і співвідношення їхніх активностей визначає кінцеве співвідношення синтезованих флавонолів та антоціанів [16].  Докази з Muscari: У дослідженні Lou et al. (2014) було висунуто гіпотезу, що у білоквіткових форм гіацинту виноградного підвищення експресії FLS у поєднанні зі зниженням експресії DFR перенаправляє попередники від шляху синтезу дельфінідину (синій пігмент) до шляху синтезу мірицетину (флавонол), що сприяє втраті забарвлення [16]. 
[bookmark: _Hlk215086583]Експериментальне підтвердження в Nicotiana: Ця гіпотеза була переконливо підтверджена в дослідженні з гетерологічною експресією, де ген FLS з Muscari був експресований у тютюну. Це призвело до зниження пігментації пелюсток, пригнічення експресії нативних генів тютюну DFR та ANS, значного падіння загального вмісту антоціанів та відповідного зростання загального вмісту флавонолів. Це дослідження надає чіткий, експериментально перевірений механізм пригнічення забарвлення, опосередкованого FLS [21].
1.3.5 Поглиблений функціональний аналіз: УДФ-глюкоза – флавоноїд 3-O-глюкозилтрансфераза (UFGT)
Завершальний етап стабілізації пігменту. UFGT є O-глікозилтрансферазою. Її функція полягає в каталізі перенесення молекули глюкози від УДФ-глюкози до 3-гідроксильної групи антоціанідинового аглікону (наприклад, ціанідину, дельфінідину) [23]. Це один з останніх і найважливіших етапів у біосинтезі стабільних антоціанових пігментів.   
Біохімічна необхідність глікозилювання. Цей етап є абсолютно необхідним для видимого забарвлення з кількох причин: Стабільність: Антоціанідини (агліконова форма) є надзвичайно нестабільними при нейтральному рН цитоплазми та вакуолі і швидко деградують. Глікозилювання в положенні 3-О різко підвищує їхню стабільність [23].  Розчинність і транспорт: Приєднання залишку цукру збільшує розчинність молекули у воді, що є необхідним для її транспортування від місця синтезу на ендоплазматичному ретикулумі до кінцевого місця зберігання — вакуолі. Прояв кольору: Специфічний патерн глікозилювання, разом з іншими модифікаціями, такими як ацилювання та метилювання, тонко налаштовує кінцевий відтінок та інтенсивність кольору пігменту у вакуолі [23]. 
1.3.6 Поглиблений функціональний аналіз: Мірицетин – О-метилтрансфераза (CROMT2)
Роль О-метилювання в модифікації флавоноїдів. О-метилтрансферази (ОМТ) є великою родиною ферментів, що каталізують перенесення метильної групи від S-аденозил-L-метіоніну (SAM) до гідроксильної групи субстрату, включаючи флавоноїди [13]. Ця модифікація збільшує гідрофобність та метаболічну стабільність флавоноїдів, що може підвищити їхню біодоступність та змінити біологічну активність. У контексті пігментації метилювання може зміщувати спектр поглинання пігменту, змінюючи його колір, та впливати на взаємодію з ко-пігментами [24]. 
[bookmark: _Hlk212317688]Специфічність та потенційна функція CROMT2. Назва, надана в таблиці Lou et al. (2014), мірицетин О-метилтрансфераза (CROMT2), вказує на специфічну функцію: метилювання флавонолу мірицетину. Мірицетин синтезується з дигідромірицетину ферментом FLS. Дигідромірицетин також є прямим попередником синього пігменту дельфінідину. Отже, CROMT2 діє на продукт шляху, що безпосередньо конкурує з утворенням синього пігменту [16]. Важливо відрізняти цей фермент від CMT2, що означає хромометилазу і бере участь у метилюванні ДНК — абсолютно іншому процесі [25]. Ген, що досліджується, CROMT2, ймовірно, є ферментом, подібним до О-метилтрансферази кавової кислоти (COMT), поширеного класу рослинних ОМТ [26]. 


2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ


2.1 Матеріали дослідження


В даній роботі, на базі Даремського університету, досліджуються отримані в Інституті олійних культур НААН на основі лінійного сорту Ціан мутантні зразки льону М12, М23, М24 та М80. Як референс використовували Linum usitatissimum.  
Ціан – рослина зелена, середня кількість листя, листок широколанцетний, пелюстки та пиляки блакитні, квітка відкрита, коробочка шаровидна, насіння коричневе.
М12 – мутантний зразок, отриманий шляхом опромінення насіння сорту Ціан дозою 400Гр. Рослина зелена, форма квітки – зірка, пелюстки та пиляки білого кольору, насіння коричневе.
М23 – мутантний зразок, отриманий шляхом опромінення насіння сорту Ціан дозою 400Гр. Рослина зелена, квітка звичайна за формою, пелюстки блідо-блакитного кольору, пиляки кремового кольору, насіння коричневе.
М24 – мутантний зразок, отриманий шляхом опромінення насіння сорту Ціан дозою 700Гр. Рослина зелена, квітка звичайна за формою, пелюстки та оцвітина білого кольору, пиляки кремового кольору, насіння жовте.
М80 – мутантний зразок, отриманий шляхом опромінення насіння сорту Ціан дозою 400Гр. Рослина жовто-зелена, квітка звичайна за формою, пелюстки та пиляки блакитного кольору, насіння коричневе.

2.2 Методи дослідження


Робота над дослідженням проходила в декілька етапів: дослідження з використанням методів біоінформатики та різних молекулярно-генетичних методів.

2.2.1 Виділення ДНК з сім’ядольних/справжніх листків та насіння льону
Розігрівання водяної бані до 60°C.  Виймання РНКазу А зі сховища -20°C і розмороження на льоду. Збір 2-3 листочків і преміщення їх в пробірки Еппендорфа об'ємом 1,5мл. (рис. 2.2.1.1)
[image: ]
Рисунок 2.2.1.1 – а) процес збору листя як зразку для виділення ДНК; б) листя зразків льону в пробірках Еппендорфа

Подрібнення якомога дрібніше в трубці Еппендорфа за допомогою мікропестла. Помноження кількості зразків + 1 на 500 µl. Поміщення цієї кількості буфера CTAB у falcon tube і додавання до цього n+1 µl РНКази А і перемішування вихровим шляхом.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.2 – а) фенолу-хлороформ; б) ізопропанол; в) буфер CTAB 10%

Додавання буферу для екстракції об'ємом 500 µl. Якщо подрібнена тканина злиплася на дні пробірки або прилипла до боків, то зішкребти її в суспензію за допомогою чистих кінчиків піпетки.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.3 – а) подрібнений зразок М23 зі справжнього листя; б) подрібнений зразок М23 із сім’ядольного листя; в) буфер CTAB 10% який додавали до подрібнених зразків

Витримування на водяній бані при температурі 60°C протягом 1 години і періодичне перевертання трубки.
[image: ]
[bookmark: _Hlk215096186]Рисунок 2.2.1.4 – а) подрібнені зразки перед відпрвкою у водняну баню вид з боку; б) подрібнені зразки перед відпрвкою у водняну баню вид з верху

Зняти трубки з водяної бані та охолодження на льоду протягом 5 хвилин. Додавання 500 µl фенолу-хлороформу. Струшування зразків, поки вміст не стане «молочним».
[image: ]
Рисунок 2.2.1.5 – «молочний» вміст пробірки після додавання фенолу-хлороформу

Центрифугування при 14 000 об/хв протягом 10 хв. Обережне видалення водного шару, не порушуючи інтерфазу, і поміщення в нову пробірку еппендорфа об'ємом 1,5 мл. Утримання трубок під кутом 45° для полегшення видалення фази. Якщо водний шар порушився, повторне центрифугування протягом 10 хвилин. 
[image: ]
Рисунок 2.2.1.6 – а) поділ на шари вмісту пробірки після центрифугування з фенол-хлороформом зі спалахом; б) поділ на шари вмісту пробірки після центрифугування з фенол-хлороформом без спалаху

Додавання ізоаміловий спирт (Chloroform) – за бажанням (змивання будь-яого потенційного фенолу). Додавання 50 µl ацетату натрію до кожного зразка та перевертання ~10 разів для перемішування.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.7 – а) зразок Ціану з сім’ядольного листя розділення на шари після додавання ізоамілового спирту; б) зразки Ціану, М24 та М23 розділення на шари після додавання ізоамілового спирту

Додавання 600 µl ізопропанолу 100% кімнатної температури та перевертання трубки ~10 разів або до повного змішування вмісту. Центрифугування при ≥14 000 об/хв протягом 15 хв.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.8 – Центрифуга

Не порушуючи гранулу, видалення супернатанту і додавання 500 µl крижаного 70% етанолу.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.9 – а), б) процес видалення супернатанту

Центрифугування при ≥14 000 об/хв протягом 15 хвилин при 4°C. Не порушуючи гранулу, видалення супернатанту. Імпульсне центрифугування для відбору зразків протягом 30 секунд.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.10 – а), б) процес видалення супернатанту

Видалення залишків етанолу з дна трубки за допомогою піпетки P10. Сушіння зразків на повітрі, бажано в витяжці з ламінарним потоком, протягом 10 хв. Будьте дуже обережні, не допускайте пересихання зразків.
[image: ]
Рисунок 2.2.1.11 – а) витяжка з ламінарним потоком; б) процес сушіння зразків для висушування залишків етанолу

Повторне розведення в 50 µl H2O, що не містить нуклеази. Проведіть краплею H2O вгору і вниз по задній стінці Еппендорфа кілька разів, щоб зібрати будь-яку залишкову ДНК. Зберігання при температурі 4 °C протягом ночі, а потім при -20/-80 °C.

2.2.2 Вимірювання концентрації ДНК методом спектрофотометрії
Концентрацію ДНК вимірювали за допомогою пристрою NanoDrop. Мікрооб’ємні спектрофотометри серії NanoDrop призначені для вимірювання ДНК, РНК і білка. Технологія дозволяє проводити точні вимірювання настільки малих кількостей зразка, як 1-2 µl, і давати дані про концентрацію, чистоту та спектральні характеристики [27]. Після запуску пристрою, відбувається поміщення 1 µl зразку на скануючу лінзу. Далі програма вимірює кількість ДНК. 
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[bookmark: _Hlk215168088]Рисунок 2.2.2.1 – Пристрій NanoDrop

2.2.3. ПЛР з праймерами 
Taq ДНК-полімераза — це термостабільна ДНК-полімераза, яка має активність полімерази 5'→ 3' (1,2,3) та 5' ендонуклеазну активність (4,5). Одна одиниця визначається як кількість ферменту, який за 30 хвилин при 75°C містить 15 нмоль dNTP у кислотно-нерозчинний матеріал. 
1X стандартний реактивний буферний пакет Taq [28].
· 10 mM Tris-HCl
· 50 mM KCl
· 1,5 mM MgCl2
· (pH 8,3; 25°C)
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Рисунок 2.2.3.1 – а) прямий та зворотній праймери CROMT2; б) процес підготовки праймерів до роботи; в), г) реактиви для проведення ПЛР; д) налаштування ПЛР машини для проведення реакції

2.2.4. Перевірка розподілу молекул ДНК методом електрофорезу
Підготування лотку для лиття гелю з вставленим в нього гребінцем. (Кінці гелю потрібно заблокувати, щоб гель не витікав з лотка).
Відмірювання 50 мл буфера для електрофорезу X Tris-acetate EDTA (TAE) і додавання його в колбу до попередньо приготованої там в колбі агарози об’ємом 0,5 г.
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Рисунок 2.2.4.1 – пропорції розведення агарози з буфером 0,5 × TBE для отримання агарозного гелю

Перемішування вмісту колби, розігрівання в мікрохвильовій печі відповідно до вказівок, за допомогою термостійкої рукавички виймання колби, знову обережне перемішування і розігрівання в мікрохвильовій печі. Переконайтеся, що агароза повністю розчинилася, обережно покрутивши проти світла, щоб мати можливість побачити нерозчинені частинки. Не розігрівайте в мікрохвильовій печі більше 40 секунд, щоб уникнути виверження киплячої агарози з колби та опіків.
Повторювати до повного розчинення агарози. Коли колба достатньо охолоне, щоб працювати з нею без рукавички, додавання 5 µl ~2 мг/мл броміду етидію до розплавленої агарози, обережне перемішування, щоб уникнути бульбашок, і наливання в лоток для гелю. Якщо ви бачите бульбашки в гелі, проткніть їх кінчиком піпетки. Дайте охолонути і застигнути. Після того, як гель затвердіє, зніміть стрічку, помістіть лоток у резервуар (у правильній орієнтації від мінуса (чорний) до плюса (червоний); ДНК заряджена негативно) і додайте в резервуар проточний буфер (1×TAE), щоб просто покрити гель. Акуратно виймання гребінця. Завантаження 5 µl 1 kb Plus DNA Ladder в першу смугу і завантаження по 10 µl кожної з підготовлених вами ПЛР-реакцій в наступні лунки. 
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Рисунок 2.2.4.2 – а), б) 1 kb Plus DNA Ladder та Loading Dye для проведення реакції електрофорезу ДНК; в) процес замішування реактивів для завантаження в доріжки; г) процес роботи зі зразками

Закривання кришкою резервуару для гелю та запуск електрофорезу гелю при напрузі 100 В протягом 35-50 хвилин. 
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Рисунок 2.2.4.3 – процес електрофорезу ДНК в агарозному гелі

2.2.5 Виділення ДНК з гелю	Comment by Kateryna Skorobogatova: Monarch® DNA Gel Extraction Kit | NEB
Вхідна кількість ДНК, що підлягає очищенню, не повинна перевищувати 5 µg. Фрагменти ДНК вирізаються з агарозного гелю та розбавляються додаванням чотирьох об’ємів розчинного буфера гелю. Для типового гелю на 100 мг (100 µl) додають 400 µl буфера, що розчиняє гель. Центрифугування слід проводити при 16 000×g у стандартній лабораторній мікроцентрифузі при кімнатній температурі.
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Рисунок 2.2.5.1 – а) набір для виділення ДНК з гелю Monarch® DNA Gel Extraction Kit [29]; б) реактиви для виділення ДНК з гелю

Підготовка буферу:
· Додайте етанол до Monarch DNA Wash Buffer перед використанням (4 об'єми ≥ 95% етанолу на об'єм Monarch DNA Wash Buffer).
· Для набору для підготовки до 50 мл додайте 20 мл етанолу до 5 мл Monarch DNA Wash Buffer
· Для набору для підготовки 250 мл додайте 100 мл етанолу до 25 мл Monarch DNA Wash Buffer
· Завжди тримайте всі буферні пляшки щільно закритими, коли не використовуються.
Усі етапи центрифугування мають виконуватися при 16 000×g (близько 13K об/хв у типовій мікроцентрифузі). Це гарантує, що всі сліди буфера елююються на кожному кроці [29].
Видалення фрагменту ДНК для очищення з агарозного гелю за допомогою леза, скальпеля або іншого чистого ріжучого інструменту. Будьте обережні, щоб не вигізати зайвий шматок агарозу. Перенесення у пробірку мікроцентрифуги об'ємом 1,5 мл і зваження скибки гелю.
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Рисунок 2.2.5.2 – а) процес розрізання гелю в боксі з УФ світлом; б) подальше вирізання скибок гелю з вмістом ДНК; в) процес поміщення шматочків гелю з ДНК у пробірки Еппендорфа; г) фото гелю електрофорезу ДНК; д), е) вирізані скибки гелю в пробірці

Примітка: Використання ультрафіолетового світла для візуалізації зрізу є поширеним методом, але час експозиції слід тримати якомога коротшим, щоб мінімізувати пошкодження ДНК. Використовуйте довгохвильове УФ, коли це можливо, оскільки коротші хвилі викликають більшу шкоду. Також обрізайте надлишок агарози по периметру смуги, щоб мінімізувати необхідний буфер розчинення та скоротити час вилучення ДНК.
Додавання 4 об'ємів розчинного буфера Monarch Gel до пробірки разом із гелевою скибкою (наприклад, 400 µl буфера на 100 мг агарози). Якщо скибка гелю >150 мг, розгляньте можливість зменшити кількість розчинного буфера гелю до 3 або 3,5 об'ємів, щоб мінімізувати кількість солі, що міститься в робочому процесі.
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Рисунок 2.2.5.3 – робочий процес під час виділення ДНК з гелю

Примітка: Якщо об'єм розчиненого зразка перевищує 800 µl, навантаження зразка на пробірку з фільтром слід виконувати кількома раундами, щоб не перевищувати об'ємні обмеження спінової колонки.

Інкубуйте зразок у межах 37–55°C (зазвичай 50°C), періодично інвертуючи, поки скибка гелю повністю не розчиниться (зазвичай 5–10 хвилин).
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Рисунок 2.2.5.4 – а), б) процес нагрівання гелю з ДНК до провного розчинення скибок гелю у буфері

Примітка: Для фрагментів ДНК > 8 кб слід додати додатково 1,5 об'єму води після розчинення зрізу, щоб зменшити щільніше зв'язування більших шматків ДНК (наприклад, гелева скибка на 100 мг: 400 µl, розчинний буфер гелю: 150 µl води). Нерозчинення всієї агарози зменшить вихід відновлення через неповне вилучення ДНК та потенційне засмічення колони частинками агарози.
Вставте колонку у збірну трубку і завантажте зразок на колонку. Відкрутіть 1 хвилину, потім викиньте рідину, що пройшла фільтр.
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Рисунок 2.2.5.5 – а), б) зразки з розчиненим гелем поміщені в пробірки; в) пробірки з гелем поміщені в центрифугу; д) прокручений вміст колонки з фільтром, що опинився в пробірці

Вставте колонку назад у пробірку для збору. Додайте 200 µl ДНК-буфер для промивання і центрифугуйте 1 хвилину. 
Повторювання промивання ДНК.
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Рисунок 2.2.5.6 – Процес роботи з пробірками під час виділення ДНК з гелю

Перенесіть колонку у чисту пробірку Еппендорфа об'ємом 1,5 мл. Будьте обережні, щоб кінчик фільтру не контактував із протоком (рідино, що протекла крізь фільтр). Якщо є сумніви, центрифугуйте 1 хвилину перед тим, як покласти в чисту пробірку для центрифугування (рис. 2.2.5.7)
Додайте ≥ 6 µl буфера елюзії ДНК до центру матриці. Зачекайте 1 хвилину, а потім покрутіть 1 хвилину, щоб елюювати ДНК.
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Рисунок 2.2.5.7 – Фінальна стадія центрифугування зразків

Примітка: Типові об'єми елюювання становлять 6–20 µl. Вода без нуклеази (pH 7–8,5) також може використовуватися для елюювання ДНК. Вихід може трохи зростати, якщо використовується більший об'єм буфера елюзії ДНК, але ДНК буде менш концентрованою. Для ДНК більшого розміру (≥ 10 кб) нагрівання буфера елюції до 50°C перед використанням може покращити вихід. Слід бути обережним для того, щоб буфер елюювання подався на матрицю, а не на стінку колонки, щоб максимізувати ефективність елюювання.

2.2.6. Виділення РНК з бутонів квіток Linum usitatissimum
Протокол лізису зразків рослин або комах з використанням набору для виділення спінової Monarch Spin RNA Isolation Kit (Mini) (NEB #T2110) [30].
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Рисунок 2.2.6.1 – Набір Monarch® Spin RNA Isolation Kit (Mini) (NEB #T2110)

Лізис і гомогенізація зразків є критично важливими частинами кожної екстракції РНК. Максимальне відновлення буде досягнуто тільки за рахунок вивільнення всієї доступної клітинної РНК. Лізис клітинних стінок і плазматичних мембран, а також зниження в'язкості лізату забезпечує кількісне зв'язування з матрицею захоплення. Неповний лізис і гомогенізація призведе до зниження виходу відновленої РНК. Не перевищуйте максимально рекомендоване введення для кожного типу зразка.
Клітинні стінки рослин є біологічними матеріалами, які важко піддаються лізу. Механічний лізис за допомогою бісерного млина або подібного пристрою рекомендується для максимального відновлення з цих тканин. Користувачі повинні вибирати намистини відповідного розміру для механічної гомогенізації.
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Рисунок 2.2.6.2 – Скляні бісерини для подрібнення рослинних зразків.

Що стосується рослинної тканини, то подрібніть тканину шляхом подрібнення під рідким азотом, перш ніж використовувати порошок для механічного лізису.
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Рисунок 2.2.6.3 – а), б) подрібнені в рідкому азоті з домогою скляних бісерин зразки

Додаванняе 700 µl буфера Monarch StabiLyse DNA/RNA до зразка в пробірці, сумісній з гомогенізацією кульок.
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[bookmark: _Hlk215268378]Рисунок 2.2.6.4 – а) подрібнений зразок з доданим буфером фото зі спалахом; б) подрібнений зразок з доданим буфером фото без спалаху

Помістіть пробірки для зразків на лід на 2 хвилини. Цей етап гарантує, що зразки відновлюються за рахунок тепла, що виділяється під час механічної гомогенізації.
Центрифугуйте при 16 000×g протягом 2 хвилин. Цей крок допомагає гранулювати сміття та мінімізувати піну, що утворюється під час механічної гомогенізації.
Обережно перенесіть супернатант у нову пробірку для центрифугування, що не містить РНКази, не порушуючи кульки. Зазвичай обсяг, що відновлюється на цьому етапі, трохи менший за вхідний. Наприклад, для зразків, гомогенізованих у суміші Monarch StabiLyse 400 µl, слід очікувати 350 µl супернатанту.
Необов'язково: якщо будь-які намистини аспіруються на попередньому кроці, центрифугуйте пробірки для зразка при 16 000×g протягом 2 хвилин, щоб гранулювати залишкові кульки. Перенесіть супернатант у пробірку для центрифугування без РНКази.
Перенесіть до 700 µl зразка на Monarch Spin Column S2C (помаранчевий), встановлену в трубку Monarch Spin Collection Tube. 
Центрифугування на 1 хвилину.  Викинути колонку з фільтром. Зберегти протікання. Геномна ДНК захоплюється на матриці спінової колони монарха S2C, тоді як РНК збирається у протоці.
До протікання додайте однаковий об'єм етанолу (≥ 95%) і ретельно перемішайте за допомогою піпетування. Не центрифугувати. Додавання етанолу створює сприятливі умови для зв'язування РНК. При додаванні етанолу може з'являтися каламутний залишок, який зникає при змішуванні і не впливає на продуктивність.
Перенесіть 700 µl суміші зразка та етанолу на Monarch Spin Column S2A (прозорий), встановлену в трубку Monarch Spin Collection Tube.
Центрифуга на 1 хвилину. Відкиньте прохідність. Перезарядіть колонку залишками суміші зразка та етанолу, центрифугуйте і викидайте прохід після кожного обертання.
Додайте 700 µl Monarch Buffer WZ і центрифугуйте на 1 хвилину. Відкиньте прохідність. Цей етап забезпечує видалення надлишкових солей, створює оптимальні умови для лікування ДНКазою та покращує чистоту отриманої РНК.
Необов'язкове, але рекомендоване: якщо подальше видалення геномної ДНК необхідне для подальших застосувань, переходьте до обробки DNase I у колонці.
У мікрофужній трубці без РНази (не включена) поєднайте 10 µl Monarch Lyo DNase I з 70 µl Monarch DNase I Reaction Buffer.
Піпетна суміш реакції ДНКази 80 µl безпосередньо до верхньої частини матриці.
Інкубуйте 15 хвилин при кімнатній температурі. Переходьте до наступного кроку.
Додайте 500 µl Monarch Buffer BX і центрифугуйте на 1 хвилину. Відкиньте прохідність. Додайте 500 µl Monarch Buffer WZ і центрифугуйте на 1 хвилину. Відкиньте прохідність.
Додайте ще 500 µl Monarch Buffer WZ і центрифугуйте на 2 хвилини. Цей етап забезпечує видалення залишкового етанолу.
Перенесіть колонку у пробірку Еппендорфа без РНКази об'ємом 1,5 мл (надана користувачем). Будьте обережні, щоб кінчик колонки не торкався протікання. Якщо сумніваєтеся, центрифугуйте ще раз протягом 1 хвилини, щоб переконатися, що етанол не перенесе.
Додайте 20-100 µl безнуклеазної води безпосередньо в центр матриці колонки і обертайте 30 секунд. Для максимального відновлення елююйте не менше 20 µl. Елюзія при 10 µl можлива з втратою до 10-20% при відновленні.
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[bookmark: _Hlk215268875]Рисунок 2.2.6.5 – Процес роботи з пробірками під час виділення РНК

Поміщайте елюйовану РНК на лід, якщо вона використовується на наступних етапах, при -20°C для короткострокового зберігання (менше 1 тижня) або при -80°C для тривалого зберігання. Додавання ЕДТА до 0,1–1,0 мМ може знизити активність будь-яких забруднюючих РНаз.
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[bookmark: _Hlk215269556]Рисунок 2.2.6.6 – Схема до інструкції Monarch Spin RNA Isolation Kit (Mini) (NEB #T2110)

2.2.7 Синтез кДНК
Система Invitrogen™ SuperScript™ IV VILO™ Master Mix згідно з інструкціями виробника, використовуючи oligo-d(T) [31]. Oligo-d(t) – це просто праймер довжиною лише 17-20 пар основ, а всі основи TTP (5'TTTTT TTTTT TTTTT TTTTT '3). Де можливо, використовується >2 µg загальної РНК на 10 µl реакції, щоб точно виявити дуже низько експресовані транскрипти.
1) Додавання до пробірки без нуклеаз для ПЛР:
- 2-3 µg загальної РНК + стерильна, звільнена від РНКази дистильована вода до 6,25 µl.
- 1 µl основної суміші праймерів: (містить на зразок: ~ 0,5 µl 100 µM oligo d(T)20 та ~ 0,5 µl 10 мМ суміші dNTP (10 мМ кожного dNTP).
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Рисунок 2.2.7.1 – а) набір Invitrogen™ SuperScript™ IV VILO™ Master Mix для синтезу к ДНК; б) підготовка зразків та реактивів для роботи

Нагрівання суміші до 65°C протягом 5 хвилин, потім інкубування на льоду протягом щонайменше 1 хвилини.
Додавання 2,75 µl основної суміші:
· µl 5X буфера для першого ланцюга
· 0,25 µl 0,1 M DTT
· 0,25 µl рекомбінантного інгібітора РНКази RNaseOUT™ 
· 0,25 µl SuperScript™ III RT (до 200 одиниць/µl) 
Програма ПЛР: Інкубування при 50°C протягом 10 хвилин, підвищення температури реакції до 55°C на 10 хвилин, інактивування реакції нагріванням при 80°C протягом 10 хвилин.
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[bookmark: _Hlk215325036]Рисунок 2.2.7.2 – Налаштування ПЛР машини для синтезу кДНК
Щоразу, коли проводиться синтез кДНК, включається контроль «Без зворотної транскриптази», використовуючи зразки з найбільшою кількістю РНК, в якому протокол точно такий самий, за винятком того, що зворотна транскриптаза пропускається. Ми можемо використовувати це, щоб з'ясувати, чи забруднений наш зразок геномною ДНК (якщо у зразку є геномна ДНК, контроль «Без зворотної транскриптази» буде ампліфікуватися, навіть якщо в ньому немає кДНК).

2.2.8 ПЛР в реальному часі для перевірки експресії генів
Для кожної мішені (пари праймерів) 6 µl основної суміші:
• 5 µl універсального суперміксу SsoAdvanced SYBR Green (дуже добре перемішати перед аліквотуванням)
• 0,25 µl преміксу пари праймерів
• 0,75 µl дистильованої води, обробленої DEPC
Суміші праймерів – це попередньо змішані пари праймерів F та R при концентрації 10 мМ для земної мішені.
Потім додавання: 4 µl 16-кратного розведення реакції кДНК у 10 мМ Tris-HCl pH 8. Перемішування піпеткою.
Обов’язкове обертання qPCR перед запуском
Програма qPCR: Налаштування на детектування лише SYBR
· 2 хв попередня інкубація при 95°C
· 45 циклів
· 95°C 15 с швидкість нарощування 4,8°C/с
· [bookmark: _Hlk215275990]60°C 30 с швидкість нарощування 2,5°C/с
· 72°C 2 с точка вимірювання швидкість нарощування 4,8°C/с 95°C 
· 95°C  5 с швидкість нарощування 4,8°C/с
· 60°C 1 хв швидкість нарощування 2,5°C/с
· крива плавлення до 95°C с швидкість нарощування 0,11°C/с, 5°C дані
[bookmark: _Hlk215276219]Зазвичай виконуються 3 технічні повторності для кожної з 3 біологічних повторностей. На кожному планшеті 384 qPCR проводяться 2 негативні контролі (або 2 зразки без зворотної транскриптази, або один без зворотної транскриптази та один Tris-буфер).

2.2.9 Приготування поживного середовища MS для пророщування насіння
Для пророщування насіння мутантного зразку М80 використовували поживне середовище MS з попередньою стерилізацією насіння [32].

2.2.10 Застосування методів біоінформатики для обробки даних
Для обробки отриманих в результаті секвенування файлів FastQC використовували інструменти біоінформатики, а саме: fastqctools, Trimmomatic, samtools, bcftools, bwamem [33, 34, 35, 36, 37, 38].


3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА


3.1 Обробка даних Illumina sequencing у форматі FastQC та вибірка генів для дослідження


На початку дослідження було отримано файли з результатами секвенування геномної бібліотеки льону сорту Ціан та мутантних зразків М12, М23, М24 та М80. 
Файли були отримані у форматі .html для FastQC (рис. 3.1.1), і для їх перегляду з метою отримання результату необхідно було зробити велику роботу з перетвореннями даних файлів у потрібний формат. Отримання бажаного формату файлу, а саме .bam та .bam.bai також потрібне для того, аби правильно обробити файли з інформацією [39].
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[bookmark: _Hlk215391535]Рисунок 3.1.1 – Звіт FastQC для зразка М12 (forward paired)

У процесі дослідження застосовували методи біоінформатики. MobaXterm_Personal_25.0 – це термінальне забезпечення Unix, який підходить також для роботи з обчисленнями в біоінформатиці [40]. Отримані на початку файли fastqc конвертували в fastqc.sh за допомогою fastqctools (інструментів fastqc для терміналу). Наступним кроком було застосування trimmomatictools - інструментів для обрізання неякісних кінців, що утворюються під час процесу секвенування. Отримані після обрізання файли оброблюємо samtools, у результаті отримавши файл з двійковим кодом у форматі .sam. Цей етап є найдовшим на стадії конвертування та обробки формату (близько 4-5 годин на один файл у залежності від його обсягу). Через те, що файли цього формату неможливо читати чи в подальшому обробляти якимось чином, потрібно отримати файл оптимального формату. На цьому етапі також відбувається пошук та завантаження референсу геному для порівняння усіх файлів. Мутанти, які досліджуються, були отримані в результаті обробки льону сорту Ціан, який у свою чергу був отриманий з льону олійного Linum usitatissimum, відповідно до цього, як референс, використовується геном льону олійного. Завантажений файл з геномом Linum usitatissimum був розпакований в MobaXterm. Далі був розроблений на основі отриманої бібліотеки ДНК файл з геномом льону сорту Ціан. Наступним кроком є конвертування файлів у формат .bam. На цьому етапі потрібно перевірити якість файлів та їх вміст, для цього наступним кроком є отримання файлів .sorted.bam. З отриманих файлів .sorted.bam конвертуємо файли .bcf для попереднього перегляду вмісту. Коли отримали файли, що відповідають вимогам, потрібно обрати гени для подальшого дослідження. Для цього етапу дослідження було обрано гени, що впливають на колір забарвлення пелюсток квіток. Для кожного обраного гена (всього 21 ген, що відповідають за забарвлення пелюсток) здійснювався пошук CDS секвенування. В базі UniProtKB за кодом гену здійснюємо пошук та копіюємо надане секвенування, далі, використовуючи базу Phytozome13 BLAST, шукаємо найкращий за показниками варіант та копіюємо звідти CDS секвенування [41,42]. Це секвенування переноситься у звичайний формат .txt і конвертується у формат .fa, а потім - в .out.tsv. 
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Рисунок 3.1.2 – Файли для кожного зі зразків на проміжних етапах обробки даних

На цьому етапі останнім варіантом формату файлів є gene_longer.txt. Додаємо та віднімаємо до локацій генів у кожному файлі по 2000 пар нуклеотидів, щоб предбачити приблизно всю область наявного гену. Далі компонуємо кожен наявний зразок (Ціан, М12, М23, М24 та М80) до кожного гена, що будемо досліджувати. Отже, у результаті маємо файли кожного зразку із вмістом інформації про кожен ген окремо. Для кожного варіанту маємо 2 файли форматів .bam та .bam.bai. 
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Рисунок 3.1.3 – Схема перетворень файлів з даними секвенування досліджуваних зразків та референсу геному

3.2 Пошук мутацій в IGV


Після отримання файлів потрібного формату .bam та .bam.bai для кожного гена в кожному зразку (рис. 3.2.1) починається пошук мутацій в обраних генах.
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Рисунок 3.2.1 – Отримані в результаті роботи з інструментами біоінформатики файли всіх досліджуваних зразків для одного з досліджуваних генів ANS

Для пошуку мутацій використовують програму Integrative Genomics Viewer (надалі IGV) [43]. Спочатку в програму потрібно завантажити референс геному Linum usitatissimum, тоді всі подальші зразки, що будуть завантажені, порівнюватимуться з цим геномом. Потім завантажується по черзі кожен наступний зразок, починаючи з Ціану. Важливо завантажувати одразу 2 файли для кожного зразка та референсу, тобто .bam та .bam.bai одночасно. 
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[bookmark: _Hlk215402783][bookmark: _Hlk215416509]Рисунок 3.2.2 – Знімок екрану у програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену 5MaT1; а) завантажений референс геному Linum usitatissimum; б) хромосома, у якій розташований ген, що досліджується; в) локація в хромосомі; д) масштаб; г), ґ) 2 доріжки секвенування, що відображають частоту секвенованого нуклеотиду для певного зразка; е) нуклеотидна послідовність референсу

IGV працює як візуалізатор секвенування та відмінностей в нуклеотидних послідовностях між даними, які були завантажені. Нуклеотидні послідовності, що позначені сірим кольором, означають, що відмінностей від референсу немає. За наявності мутацій в IGV з’являються виділені кольором маркери. Але також не все, що виділене кольором (з позначкою нуклеотиду, який наявний в мутантному зразку замість тієї, що є в референсі), є мутацією, яку потрібно брати до уваги. Для даного етапу дослідження ми брали лише гомозиготні мутації, бо так ми можемо припускати, що це дійсно мутація, яка має вплив на ген (рис. 3.2.3). 
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Рисунок 3.2.3 – Знімок екрану у програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену F3H, на якому видно чіткі гомозиготні мутації в зразку М80 (підходить для дослідження)

На цьому етапі дослідження  гетерозиготні мутації ми не враховували (рис. 3.2.4).
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Рисунок 3.2.4 – Знімок екрану в програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену 3`GT, на якому видно чіткі гомозиготні мутації в зразку М24 (підходить для дослідження) та гетерозиготні мутації в зразку М23 (не підходить для дослідження)

Ще однією умовою пошуку мутацій є те, що мутації, які беруться до уваги, мають бути лише зразках М12, М23, М24 та М80, а Ціан в тій самій локації має бути без змін у нуклеотидній послідовності.
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[bookmark: _Hlk215416474]Рисунок 3.2.5 – Знімок екрану у програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену 3`GT, на якому видно гомозиготні мутації в досліджуваних зразках та Ціану, що зумовлює загальну відмінність від Linum usitatissimum, а не мутації спричинені гамма-випромінюванням

Окрім замін, при пошуку мутацій враховували також інсерції та делеції. У цьому випадку також обираємо варіант мутації, щоб інсерції та делеції траплялися лише в мутантних зразках у цій локації.
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Рисунок 3.2.6 – Знімок екрану в програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену 5MaT1; а) інсерції; б) делеції

Окрім того, варто звернути увагу на кількість повторів зчитувань під час секвенування для кожної знайденої мутації (рис. 3.2.7). Це можна перевірити по кількості доріжок сірого кольору з позначеним нуклеотидом-заміною.
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Рисунок 3.2.7 – Знімок екрану в програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену CROMT2; а), б) кількість зчитувань при секвенуванні для кожного нуклеотиду

Усі ці нюанси важливо враховувати при пошуку мутацій під час роботи в IGV. Як наслідок було обрано 9 генів: 3`GT, 5MAT1, CROMT2, F3`5`H, F3H, FLS, FNS, UFGT та UGT75C1. В таблиці 3.2.1 наведений перелік генів, локацію (відповідно до інформації в IGV) та в яких зразках були знайдені мутації, що брали для дослідження.
Таблиця 3.2.1 – Гени, що були обрані для дизайну праймерів.
	Ген
	Локації розташування мутацій
	В яких зразках

	3`GT
	CP027619.1
	M24

	
	CP027622.1
	M24, M80

	
	CP027631.1
	M24

	5MAT1
	CP027624.1
	M24, M80

	CROMT2
	CP027630.1
	M24

	F3`5`H
	CP027627.1
	M24

	F3H
	CP027631.1
	M24, M80

	
	CP027625.1
	

	FLS
	CP027630.1
	M24, M80

	FNS
	CP027620.1
	M24

	UFGT
	CP027625.1
	M24, M80

	UGT75C1
	CP027630.1
	M24, M80

	
	CP027623.1
	

	
	CP027627.1
	M24



Ці гени мають найбільше чітко виражених гомозиготних мутацій. 


3.3 Дизайн праймерів


Праймер — це короткий одноланцюговий фрагмент ДНК, який використовується в певних лабораторних методах, таких як полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР). У методі ПЛР пара праймерів гібридизується з зразком ДНК і визначає область, яка буде ампліфікована, що призводить до мільйонів і мільйонів копій за дуже короткий проміжок часу [44]. Праймери також використовуються у секвенуванні ДНК та інших експериментальних процесах.
Для кожного з обраних дев’яти генів (табл. 3.2.1) підбирали праймери для подальшого дослідження методом ПЛР. Для дизайну праймерів використовувалися платформи IGV та NCBI Primer-BLAST [45]. Для кожного досліджуваного зразка, в зменшеному масштабі обиралася ділянка розташування гену і копіювався consensus sequencing (рис. 3.3.1).
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Рисунок 3.3.1 – Знімок екрану в програмі IGV у процесі пошуку мутацій на прикладі гену FLS в зменшеному масштабі для копіювання consensus sequencing

Праймери обираються відповідно до наступних умов:
· За можливості це має бути найдовший праймер з представлених в NCBI Primer-BLAST;
· Початок та кінець праймеру мають бути без жодної мутації;
· Температура плавлення forward та reverse має бути однаковою або максимально однаковою для кожного.
Нижче наведений приклад з NCBI Primer-BLAST (рис. 3.3.2) даних, що надає платформа при пошуку праймерів для певного гена. 
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Рисунок 3.3.2 – Знімок екрану на платформі NCBI Primer-BLAST на прикладі дизайну праймера для гена CROMT2

Головною задачею є правильно підібрати праймер, так як це безпосередньо впливає на подальше дослідження. Особливість, що стосується відсутності мутацій на початку та в кінці праймеру перевіряється в програмі BioEdit, попередньо вирівнявши всі доріжки в Clustal Omega [46,47].
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Рисунок 3.3.2 – Знімок екрану в програмі BioEdit під час перевірки наявності мутацій на початку та кінці праймера; а) зразок початку праймера для гена 3`GT без мутацій

Праймери було підібрано до 5 генів з 9 обраних на попередньому етапі (табл. 3.3.1). Ці праймери підходили під усі вище зазначені умови.  
Таблиця 3.3.1 – Підібрані праймери для дослідження мутацій в генах 
	CROMT2 - Primer pair 3 

	 
	Sequence (5'->3')
	Template strand
	Length
	Tm
	GC%

	Forward primer
	ACGCTATGGCTAGTGATGCC
	Plus
	20
	59.97
	55.00

	Reverse primer
	TCCTTCTCGTCCCTCTCCTG
	Minus
	20
	60.03
	60.00

	Product length
	1142

	3`GT - Primer pair 3

	 
	Sequence (5'->3')
	Template strand
	Length
	Tm
	GC%

	Forward primer
	TGGCATGTCCATGTGCGTAT
	Plus
	20
	60.11
	50.00

	Reverse primer
	AAGGACATGGGACGAACACC
	Minus
	20
	59.96
	55.00

	Product length
	668

	UFGT - Primer pair 3

	 
	Sequence (5'->3')
	Template strand
	Length
	Tm
	GC%

	Forward primer
	TTGGCCATGTGGAGAAGCAT
	Plus
	20
	59.96
	50.00

	Reverse primer
	AGCGGCTCTATAGGTGTTGC
	Minus
	20
	59.89
	55.00

	Product length
	704

	FLS - Primer pair 1

	 
	Sequence (5'->3')
	Template strand
	Length
	Tm
	GC%

	Forward primer
	TGGTGAACCATGGGATTCCG
	Plus
	20
	60.03
	55.00

	Reverse primer
	TTCGAAAAGCTCCGTCGTCA
	Minus
	20
	59.97
	50.00

	Product length
	1266

	F3H - Primer pair 3

	 
	Sequence (5'->3')
	Template strand
	Length
	Tm
	GC%

	Forward primer
	CATTCGTTGTGTCCGAGGAG
	Plus
	20
	58.65
	55.00

	Reverse primer
	AACAATGGCTAAAAATATAATCCGT
	Minus
	25
	55.66
	28.00

	Product length
	894



На розробку цих праймерів було зроблено замовлення в компанії Merck Group [48].


3.4 Результати електрофорезу ДНК з праймерами та експресія генів


Висадка льону у ґрунт була 27.03.2025, 10.04.2025 також була повторна висадка насіння М80 на поживне середовище MS з попередньою стерилізацією насінин. В рослинах Ціан, М12, М23, М24 для виділення ДНК використовували по 2 типи листя на кожну рослину, для М80 використовували насінини. В залежності від типу листя, що використовували наступне маркування: sl (seed leaves) – сім’ядольні листки; tl (true leaves) – справжні листки; s (seed) – насінини. Таким чином Ціан, М12, М23, М24 мали по 2 пробірки на кожен, а М80 – 1.
Результати виділення ДНК вимірювали на концентрацію за допомогою пристрою NanoDrop [27]. 
Таблиця 3.4.1 – Результати вимірювання концентрації ДНК для досліджуваних зразків
	Назва зразку
	ng/ul

	Tsi tl
	22,79

	Tsi sl
	44,68

	M12 tl
	112,83

	M12 sl
	8,31

	M23 tl
	120,14

	M23 sl
	7,41

	M24 tl
	61,24

	M24 sl
	13,81

	M80 s
	34,06



Далі проводили 2 ПЛР з праймерами: перший раз без водного контролю, другий раз з водним контролем
[image: ]
Рисунок 3.4.2 – Електрофорез ДНК за результатами ПЛР з праймерами. 1 – CROMT2 + Tsi; 2 – CROMT2 + M24; 3 – CROMT2 + water control; 4 – 3`GT + Tsi; 5 – 3`GT + M80; 6 – 3`GT + water; 7 – UFGT + Tsi; 8	– UFGT + M24; 9 – UFGT + M80; 10 – UFGT + water; 11 – FLS + Tsi; 12 – FLS + M24; 13 – FLS + M80; 14 – FLS + water; 15 – F3H + Tsi; 16 – F3H + M24; 17 – F3H + M80; 18 – F3H + water

З цього гелю обрали «цікаві» варіанти генів, що зчепилися з праймерами нетипово та вирізали окремі банди з генами, що були обрані. В даному випадку це були гени CROMT2, UFGT та FLS.
Таблиця 3.4.2 – Концентрація ДНК для вирізаних генів з гелю
	Назва зразку
	ng/ul 
	Номер доріжки гелю

	Tsi CROMT2 long band
	8,48
	1

	Tsi CROMT2 short band
	20,41
	

	M24 CROMT2
	4,26
	2

	Tsi UFGT
	7,8
	7

	M24 UFGT long band
	4,75
	8

	M24 UFGT short band
	6,33
	

	M80 UFGT
	9,18
	9

	Tsi FLS
	4,06
	11

	M24 FLS
	3,14
	12

	M80 FLS
	9,85
	13



Отримана концентрація ДНК для кожного зразка була замалою для секвенування Illumina sequencing. Тому було вирішено повторити частину з електрофорезом ДНК та вирізанням генів з гелю для тих самих зразків, аби збільшити концентрацію ДНК для отримання гарного секвенування.
Таблиця 3.4.3 – Замовлення на секвенування для отриманих зразків
	Назва зразку
	Плазміда/
ПЛР/інше?
	Розмір в bp
	Конц в ng/µl 1й раз
	Конц в  ng/µl 2й раз
	Постачання праймера 3.2pmol/ µl

	Tsi CROMT2 long band
	PCR
	2000
	8,48
	7,26
	CROMT2 F

	Tsi CROMT2 short band
	PCR
	1200
	20,41
	17,47
	CROMT2 F

	M24 CROMT2
	PCR
	1200
	4,26
	35,74
	CROMT2 F

	Tsi UFGT
	PCR
	1000
	7,80
	22,08
	UFGT F

	M24 UFGT long band
	PCR
	1200
	4,75
	7,90
	UFGT F

	M24 UFGT short band
	PCR
	1000
	6,33
	14,67
	UFGT F

	M80 UFGT
	PCR
	1000
	9,18
	20,35
	UFGT F

	Tsi FLS
	PCR
	1300
	4,06
	12,92
	FLS F

	M24 FLS
	PCR
	1300
	3,14
	17,23
	FLS F

	M80 FLS
	PCR
	1300
	9,85
	13,09
	FLS F

	Tsi CROMT2 long band
	PCR
	2000
	8,48
	7,26
	CROMT2 R

	Tsi CROMT2 short band
	PCR
	1200
	20,41
	17,47
	CROMT2 R

	M24 CROMT2
	PCR
	1200
	4,26
	35,74
	CROMT2 R

	Tsi UFGT
	PCR
	1000
	7,80
	22,08
	UFGT R

	M24 UFGT long band
	PCR
	1200
	4,75
	7,90
	UFGT R

	M24 UFGT short band
	PCR
	1000
	6,33
	14,67
	UFGT R

	[bookmark: _Hlk215608449]M80 UFGT
	PCR
	1000
	9,18
	20,35
	UFGT R

	Tsi FLS
	PCR
	1300
	4,06
	12,92
	FLS R

	M24 FLS
	PCR
	1300
	3,14
	17,23
	FLS R



На секвенування відправили результати другої спроби. В таблиці (табл. 3.4.3) наведена різниця зміни отриманої концентрації ДНК після першої та другої спроб.


3.5 Реакція ПЛР в реальному часі для порівняння експресії генів


Останнім етапом лабораторної роботи була реакція ПЛР в реальному часі. Для початку було обрано пуп’янки Linum usitatissimum. Їх використовували як матеріал для виділення РНК. В цих зразках: YB (young bud) – молоді/маленькі пуп’янки, MB (middle bud) – середні пуп’янки. 
Таблиця 3.5.1 – Концентрація РНК для зразків, які досліджували для порівняння експресії генів
	Назва зразка
	ng/ul

	YB s1
	240,64

	YB s2
	351,36

	YB s3
	183,49

	MB s1
	55,73

	MB s2
	197,28

	MB s3
	190,6

	MB s4
	192,33



Обрані для дослідження гени CROMT2, UFGT та FLS порівнювали з генами GAPDH та UBI2. CHS (Халконсинтаза) —  так званий стартер. Це ранній ген, який каталізує першу реакцію біосинтезу антоціанів. Він допомагає сформувати проміжний халкон, який є первинним попередником для всіх класів флавоноїдів. Якщо цей крок заблоковано, то зупиняється виробництво не лише антоціанів (кольору), а й майже всіх інших флавоноїдів. F3H (Флаванон-3-гідроксилаза) — посередник. Це фермент, що діє на проміжних етапах. Він каталізує спільні кроки, які необхідні як для створення барвистих антоціанів, так і для інших сполук (наприклад, мірицетину або кемпферолу). Він є частиною шляху, який веде до утворення дигідрофлавонолів — субстратів, за які потім конкурують інші ферменти. UFGT (Антоціанідин-3-O-глюкозилтрансфераза) — відіграє роль стабілізатора. Це «ген пізньої дії» (late-acting gene). Він відповідає за глікозилювання (додавання цукру). Цей шлях покладається на глікозилювання для підтримки стабільності синіх пігментів. Без цього кроку нестабільні пігменти можуть руйнуватися або перетворюватися на безбарвні сполуки [16]. GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) – бере участь у гліколізі. Через те, що цей процес є життєво необхідним для клітини, ген, що його кодує, зазвичай експресується на постійному рівні. GAPDH був визначений алгоритмом NormFinder як найстабільніший ген для нормалізації, коли аналізувалися всі зразки тканин разом. UBI2 (Ubiquitin extension protein) – ген, що кодує білок подовження убіквітину. Убіквітин відповідає за маркування білків для їх подальшого розщеплення (деградації) в клітині, що є ключовим процесом регуляції клітинного метаболізму. Це ще один кандидат у референсні гени. У таблиці результатів NormFinder він часто займав високі позиції (наприклад, 2-ге або 3-тє місце за стабільністю) в залежності від того, як групувалися зразки. У загальному аналізі тканин (Total) він показав один із найвищих показників Ct (що означає нижчу кількість транскриптів порівняно з деякими іншими генами). Він показав високий рівень експресії у всіх досліджених тканинах льону [49].
Палетка qPCR заповнювалась наступним чином:
[image: ]
Рисунок 3.5.1 – Схема заповнення палетки qPCR зразками з праймерами

Використовується онлайн-комп’ютерну програму під назвою «LinRegPCR» для аналізу наших даних [50]. По-перше, зразки, для яких початкові контрольні гени з'являються дуже пізно, будуть виключені через ненадійність. Далі ми візьмемо дані з апарата qPCR та введемо їх у програму LinRegPCR. Дані qPCR фіксують експоненціальне збільшення флуоресцентного барвника, зв'язаного з нашими генами, що нас цікавлять – у кожному циклі фрагмент ДНК, який ми ампліфікуємо, майже подвоюється. Насправді, оскільки праймери не є досить ефективними, це не буде ідеальне подвоєння. Програмне забезпечення LinRegPCR обчислює точне збільшення та порівнює його зі значенням "Cp" – циклом ПЛР, при якому флуоресценція досягає порогової інтенсивності. Це дозволяє програмному забезпеченню оцінити початкову кількість цього амплікону у зразку. Після того, як LinRegPCR оцінить кількість різних ампліконів, ми усереднимо всі 3 технічні повторності разом. Потім ми поділимо результати кожного зразка для генів, які нас цікавлять (наприклад, HaDWF4), на "середнє геометричне" результатів контрольних генів для цього зразка – це дозволяє нам контролювати відмінності в кількості РНК у кожній реакції.
Після обробки реакції в машині CFX Opus 384 Real-Time PCR System BIO-RAD, отримали наступні результати: 
Таблиця 3.5.2 – Прораховане середнє значення експресії генів для досліджуваних зразків
	Середнє значення N0 (середня ефективність) - без плато - статистична ефективність
	Мітки стовпців

	Мітки рядків
	LuGAPDH
	LuUBI2
	LuUFGT
	LuCHS
	LuF3H

	MB s2
	0,002273445
	0,000675139
	7,21127E-07
	0,000122648
	1,78098E-07

	MB s3
	0,001681083
	0,000443208
	7,72394E-07
	5,51054E-05
	4,55871E-08

	MB s4
	0,004095955
	0,001141747
	1,46375E-06
	0,000198533
	1,57936E-07

	YB s1
	0,001856039
	0,001176737
	9,2098E-06
	0,000548069
	6,2912E-08

	YB s2
	0,003455514
	0,001112713
	8,09809E-06
	0,000412061
	1,69425E-07

	YB s3
	0,002446208
	0,00110886
	9,38741E-06
	0,001037259
	9,68637E-08

	PCR Control
	3,36388E-10
	
	2,8296E-11
	2,59318E-10
	1,49528E-09

	No RT control
	2,1216E-09
	1,43853E-06
	
	2,26494E-06
	



Далі було прораховано (табл. 3.5.3) загальне середнє значення для даних молодих пуп’янок та середньої стадії розвитку пуп’янок отриманих в результаті qPCR.
Таблиця 3.5.3 – Середня значення для отриманих в результаті qPCR
	
	LuUFGT
	LuCHS
	LuF3H

	MB
	0,000717922
	0,08488122
	8,98668E-05

	YB
	0,005353839
	0,403598294
	6,25955E-05



На основі цих даних було побудовано графіки, що показують ступінь експресії генів, що досліджуються.

Рисунок 3.5.1 – Експресія гену CHS в Linum usitatissimum відносно експресії генів GAPDH & UBI2. Різниця експресії гену CHS відносно генів GAPDH та UBI2 не суттєва, оскільки t Stat = -2,760081669, що менше t Critical two-tail = 4,30265273 при р = 0,05


Рисунок 3.5.2 – Експресія гену F3H в Linum usitatissimum відносно експресії генів GAPDH & UBI2. Різниця експресії гену F3H відносно генів GAPDH та UBI2 не суттєва, оскільки t Stat = 0,691295548, що менше t Critical two-tail = 4,30265273 при р = 0,05


Рисунок 3.5.3 – Експресія гену UFGT в Linum usitatissimum відносно експресії генів GAPDH & UBI2. Різниця експресії гену F3H відносно генів GAPDH та UBI2 суттєва, оскільки t Stat = -6,408126203, що більше t Critical two-tail = 4,30265273 при р = 0,05


3.6 Знайдені мутації та гіпотетичні ролі мутацій в мутантних зразках льону


Після обробки дани, що були отримані в результаті секвенування, було виявлено мутації в досліджуваних генах FLS, CROMT2 та UFGT.
Таблиця 3.6.1 – Ділянки в генах з мутаціями
	FLS

	467-483
	ATGAAATCGTTGGTCCG
	MKSLV
	кодуюча

	488-503
	GGGACTAGCTTTAACC
	GTSFN
	некодуюча

	559-576
	TCTGCCCGAAGTGCTTCC
	LPEVL
	некодуюча

	837-864
	TCGTGGAAATGATAATATTTAAAGCGAG
	VEMIIFKA
	кодуюча

	882-895
	TCCCTTATCATTGG
	PMIR
	кодуюча

	1078-1099
	GTATGTTTTCAAATTTTTTCCA
	MFSNFF
	кодуюча

	CROMT2

	1092-1121
	TTGGGGTCGTTGGTTGACGTCGGCGGTGGT
	LGSLVDVGGG
	некодуюча

	1134-1156
	GCAAAGGCTATCGCCGGTGCTTT
	AKAIAGA
	некодуюча

	1162-1184
	AGGTGGATTGCACGGTGCTTGAT
	VDCTVLD
	некодуюча

	1213-1235
	ACAGCGGGAATTTGAAATTCGTC
	SGNLKFV
	некодуюча

	1362-1383
	AGCATGTTCATGGAACATGGTA
	SMFMEHG
	кодуюча

	1402-1419
	TTTGACATTCATGACTCG
	RVMNVK
	кодуюча

	1098-1117
	GGGGTCGTTGGTTGACGTCGGCGG
	GSLVDVG
	некодуюча

	1162-1184
	AGGTGGATTGCACGGTGCTTGAT
	VDCTVLD
	некодуюча

	1212-1229
	AACAGCGGGAATTTGAAA
	NSGNLK
	некодуюча

	1457-1468
	CAAGTCTGGCAC
	ARL
	некодуюча

	UFGT

	638-661
	TTGAAACCACTTCAGGCTACTACA
	ETTSGYY
	некодуюча

	685-701
	TTCGAGATGGCGGTCGT
	FEMAV
	кодуюча

	726-752
	GGAGTTGCACCGCTTTCGGCAGATGTT
	ELHRFRQM
	кодуюча

	751-776
	TTGAGAGGATGCGATTTCGTCGCGGT
	LRGCDFVA
	некодуюча

	804-828
	TTGGCTTAAGCTTCTAGAACAAATA
	WLKLLEQI
	некодуюча

	906-924
	GTGGAAGTCGATCAAAGAG
	WKSIKE
	некодуюча

	924-941
	GTGGCTGGACGACGGGAA
	WLDDG
	некодуюча

	963-982
	CGTTGCTTTCGGGAGCGAGG
	VAFGSE
	некодуюча

	1023-1035
	GTTGGAGCTTTCT
	LELS
	некодуюча

	664-691
	CCCTTCGAGGCTAAGGTGTCCTTCGAGA
	PFEAKVSFE
	некодуюча

	740-760
	TTCGGCAGATGTTGAGAGGAT
	RQMLRG
	кодуюча

	798-819
	ACACGATTGGCTTAAGCTTCTA
	HDWLKLL
	некодуюча

	907-934
	TGGAAGTCGATCAAAGAGTGGCTGGACG
	WKSIKEWLD
	некодуюча

	945-982
	AAAAGGTTCGGTGGTGTACGTTGCTTTCGGGAGCGAGG
	KGSVVYVAFGSE
	некодуюча

	1003-1023
	CTGACGGAGATAGCCACCGGGT
	LTEIATG
	некодуюча



Гіпотетична роль FLS у мутантах льону (M12, M23, M24). Втрата забарвлення не завжди є наслідком «зламаного» ферменту (втрата функції). Вона може бути викликана надмірною активністю ферменту в конкуруючому шляху (набуття функції). Це більш тонкий механізм генетичного контролю, ніж просте вимкнення гену. Мутація, що підвищує експресію або активність FLS, зміщує рівновагу конкуренції на користь виробництва флавонолів, що призводить до домінантно-негативного ефекту на шлях синтезу антоціанів і, як наслідок, до фенотипу з білими квітками.
Виходячи з цього, значна мутація в гені FLS, виявлена у мутантів, може бути мутацією набуття функції або регуляторною мутацією (наприклад, у промоторній ділянці), що призводить до надекспресії або підвищеної ферментативної активності. Така посилена активність FLS дозволила б їй ефективніше конкурувати з нативним ферментом DFR за дигідрофлавоноли. Внаслідок цього метаболічний потік був би перенаправлений на виробництво безбарвних флавонолів, що фактично позбавило б шлях синтезу антоціанів необхідних попередників. Цей механізм пояснює білий (M12, M24) або блідо-блакитний (M23) фенотип пелюсток. Колір насіння при цьому, ймовірно, залишився б коричневим, оскільки шлях синтезу ПА відгалужується далі або паралельно, і його попередники все ще були б доступні.
Гіпотетична роль у мутантах льону (M12, M23, M24). Значна мутація в гені UFGT майже напевно є мутацією втрати функції. Це може бути мутація зсуву рамки зчитування, нонсенс- або міссенс-мутація, що призводить до утворення нефункціонального або усіченого ферменту. За наявності нефункціонального UFGT весь попередній шлях може бути повністю активним і виробляти антоціанідинові аглікони. Однак ці нестабільні молекули не можуть бути глікозильовані. В результаті вони швидко деградують у клітині, і жоден стабільний пігмент не може накопичитися у вакуолі. Це безпосередньо призводить до відсутності забарвлення, що пояснює білі пелюстки M12 та M24, і потенційно блідо-блакитні у M23 (якщо мутація призводить до частково функціонального, «дірявого» ферменту). Цей механізм не впливає на колір насіння, оскільки шлях синтезу ПА не залежить від UFGT для полімеризації танінів [20].
Мутація в UFGT створює фенотип, який зовні ідентичний мутації в ранньому гені шляху (наприклад, CHS), але основний метаболічний стан є абсолютно іншим. Мутант за геном CHS буде позбавлений усіх подальших флавоноїдів, тоді як мутант за геном UFGT буде виробляти антоціанідини, які негайно деградують, і потенційно може накопичувати високі рівні інших флавоноїдів, таких як флавоноли. У разі нокауту UFGT попередники антоціанів (дигідрофлавоноли) все ще виробляються. Цей пул попередників, не маючи змоги утворити стабільні антоціани, може у більшій кількості перенаправлятися в конкуруючий шлях FLS. Таким чином, можна зробити перевірюване припущення, що мутант за геном UFGT може не тільки не мати антоціанів, але й демонструвати збільшення вмісту флавонолів порівняно з диким типом. Це надає чіткий біохімічний маркер для розрізнення мутації UFGT від мутації в ранньому гені шляху.
Гіпотетична роль у мутанті льону (M80). Мутант M80 має блакитні квітки та коричневе насіння, як і дикий тип, але сама рослина є жовто-зеленою, що вказує на хлороз або системний фізіологічний дефект. Мутація в CROMT2 навряд чи спричинить повну втрату кольору, оскільки це фермент модифікації, а не основного біосинтетичного шляху, що підтверджується блакитними квітками M80.
Ключ до розуміння цього фенотипу лежить у ширших ролях флавоноїдів. Флавоноїди, включаючи мірицетин та його похідні, є потужними антиоксидантами і відіграють вирішальну роль у захисті рослини від абіотичних та біотичних стресів, зокрема від окислювального стресу, спричиненого високою інтенсивністю світла або дефіцитом поживних речовин [13]. Мутація в CROMT2 може порушити нормальний профіль захисних метильованих флавоноїдів. Це може погіршити здатність рослини справлятися з активними формами кисню (АФК), що призводить до окислювального пошкодження та деградації хлорофілу, що візуально проявляється як жовто-зелений (хлоротичний) фенотип.   
Таким чином, мутація в гені з "пігментного шляху" може мати системні, не пов'язані з пігментацією фенотипи. Це підкреслює багатофункціональну природу вторинних метаболітів. Фенотип M80 є яскравим прикладом, коли найочевидніший ефект мутації проявляється не в зміні кольору, а в загальному стані здоров'я рослини. Мутація CROMT2, ймовірно, пов'язана з хлоротичним фенотипом M80 через порушення антиоксидантної системи захисту рослини, а не через прямий вплив на первинну пігментацію.
Синтез та інтерпретація фенотипів мутантів
Профіль дикого типу Ціан. Повністю функціональний шлях біосинтезу флавоноїдів у сорту Ціан забезпечує синтез дельфінідин-залежних антоціанів (через F3`5`H, DFR, ANS, UFGT), що призводить до блакитного забарвлення квіток, та активний шлях синтезу проантоціанідинів (через ANR/LAR), що веде до накопичення конденсованих танінів і коричневого забарвлення насіння.
Фенотипи M12, M23, M24. Ці мутанти демонструють втрату або значне зменшення забарвлення пелюсток. Це можна пояснити мутаціями або в гені FLS, або в гені UFGT. Якщо мутація в UFGT (втрата функції): Блокується кінцевий етап стабілізації, що призводить до деградації пігменту та білих/блідих квіток (M12, M23, M24). Шлях синтезу ПА не зачіпається, що узгоджується з коричневим насінням у M12 та M23. Якщо мутація в FLS (набуття функції/надекспресія): Субстрати перенаправляються від шляху синтезу антоціанів, позбавляючи його попередників, що призводить до білих/блідих квіток (M12, M23, M24). Шлях синтезу ПА, ймовірно, також не буде зачеплений.
Ці два механізми не є взаємовиключними; мутації можуть бути присутніми в обох генах в одного мутанта.
Фенотип із жовтим насінням (M24). Цей мутант є найскладнішим: білі квітки, біла оцвітина та жовте насіння, індуковані високою дозою опромінення (700 Гр). Жовтий колір насіння однозначно вказує на блок у шляху синтезу проантоціанідинів (ПА) [22]. 
Гіпотеза 1 (Плейотропія/Блок раннього гена): Найбільш елегантним поясненням є єдина мутація в ранньому гені шляху (наприклад, CHS, CHI, F3H), який необхідний як для синтезу антоціанів, так і для синтезу ПА. Це одночасно спричинило б білі квітки та жовте насіння. Однак, у цьому дослідженні були ідентифіковані значні мутації в генах пізніх етапів шляху — FLS та UFGT.
Гіпотеза 2 (Множинні мутації/Велика делеція): Висока доза опромінення (700 Гр) відома своєю здатністю викликати масштабні пошкодження геному, включаючи делеції кількох генів. Дуже ймовірно, що фенотип M24 є результатом великої делеції або кількох незалежних мутацій, які вимкнули UFGT та/або FLS (спричинивши білі квітки) та несеквенований ранній ген або ключовий регулятор шляху синтезу ПА (спричинивши жовте насіння). Виявлені мутації в FLS/UFGT пояснюють колір квіток, але для пояснення кольору насіння необхідно припустити наявність іншої генетичної події.
Фенотип M80. Жовто-зелений фенотип рослини найкраще пояснюється плейотропними ефектами мутації в гені CROMT2. Порушення модифікації флавонолів, ймовірно, погіршує системну антиоксидантну здатність рослини, що призводить до хронічного окислювального стресу та хлорозу, не впливаючи на первинний синтез антоціанів або проантоціанідинів.
Цей звіт встановлює обґрунтовані, механістично деталізовані гіпотези, що пов'язують ідентифіковані мутації в генах FLS, UFGT та CROMT2 зі спостережуваними фенотипами у мутантів льону. Він підкреслює критичну роль субстратної конкуренції (FLS), стабілізації пігментів (UFGT) та модифікації вторинних метаболітів (CROMT2) у визначенні зовнішнього вигляду та стану здоров'я рослин.
Флаванон-3-гідроксилаза (F3H). F3H є одним із ключових ферментів у центральній частині шляху біосинтезу флавоноїдів. Його основна функція — каталізувати гідроксилювання флаванонів (таких як нарингенін) з утворенням дигідрофлавонолів (таких як дигідрокемпферол). Цей крок є критично важливим, оскільки він створює субстрати для подальших розгалужень метаболічного шляху [16]. 
Стратегічно F3H діє після халконсинтази (CHS) та халкон ізомерази (CHI), але перед точкою трифуркації, де за дигідрофлавоноли конкурують три ферменти: Флавонолсинтаза (FLS), що веде до утворення флавонолів. Дигідрофлавонол 4-редуктаза (DFR), що веде до утворення антоціанів та проантоціанідинів.   
Мутація втрати функції в гені F3H мала б серйозні та плейотропні наслідки для фенотипу рослини. Якщо фермент F3H нефункціональний, клітина не може виробляти дигідрофлавоноли. Це означає, що: Немає субстрату для FLS: Синтез флавонолів (кемпферолу, кверцетину, мірицетину), які виконують УФ-захисну функцію та діють як ко-пігменти, буде заблокований; Немає субстрату для DFR: Синтез антоціанів (ціанідину, дельфінідину), що відповідають за забарвлення квіток, буде неможливим; Немає субстрату для шляху синтезу проантоціанідинів (ПА): Синтез конденсованих танінів, які надають насіннєвій оболонці коричневого кольору, також буде заблокований.
Мутація в гені F3H є класичним прикладом блоку на ранньому етапі шляху. Це призвело б до одночасної появи білих квіток (через відсутність антоціанів) та жовтого насіння (через відсутність проантоціанідинів). Такий фенотип точно відповідає вашому мутанту M24, що робить F3H дуже ймовірним геном-кандидатом для пояснення комбінованого фенотипу цієї лінії.
УДФ-глюкоза:антоціанідин 3`-O-глюкозилтрансфераза (3`GT). Важливо розрізняти цей фермент від UFGT (також відомого як 3GT), який ви вже досліджували. UFGT (Флавоноїд 3-O-глюкозилтрансфераза): Каталізує приєднання глюкози до 3-гідроксильної групи C-кільця антоціанідину. Цей крок є абсолютно необхідним для стабілізації пігменту. 3`GT (Антоціанідин 3`-O-глюкозилтрансфераза): Каталізує приєднання глюкози до 3`-гідроксильної групи B-кільця антоціанідину. Це фермент подальшої модифікації вже стабілізованого пігменту [16]. 
Згідно з таблицею 2, 3`GT належить до категорії модифікації антоціанів, а не до основного шляху їх біосинтезу. Його роль полягає у налаштуванні властивостей пігменту після того, як він був синтезований і стабілізований UFGT.   
Оскільки 3`GT діє на вже існуючий, стабільний пігмент, мутація втрати функції в цьому гені не призведе до повної втрати забарвлення. Основний пігмент (наприклад, дельфінідин-3-глюкозид) все одно буде синтезуватися. Однак, відсутність глюкозилювання в 3` положенні може: Змінити відтінок кольору: Додаткове глікозилювання B-кільця може зміщувати спектр поглинання світла пігментом, що впливає на кінцевий відтінок. Наприклад, насичений синій колір може стати блідішим або зміститися в бік фіолетового; Зменшити стабільність пігменту: Хоча цей крок не такий критичний, як дія UFGT, він може додатково підвищувати стабільність та розчинність пігменту у вакуолі.
Мутація в гені 3`GT, найімовірніше, проявиться як зміна відтінку або інтенсивності забарвлення квіток, але не як повна його відсутність. Це може бути одним із механізмів, що пояснюють фенотип мутанта M23, який має блідо-блакитні пелюстки замість насичено-блакитних, як у дикого типу.



4. ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ


Забезпечення безпеки в лабораторіях, де проводяться роботи з біологічними агентами та хімічними речовинами, є критично важливим завданням, оскільки недотримання правил створює загрозу як для здоров'я персоналу, так і для довкілля [51]. Перед початком роботи кожен співробітник зобов'язаний пройти вступний інструктаж, інструктаж на робочому місці та перевірку знань з техніки безпеки, а періодичні інструктажі повинні проводитися не рідше двох разів на рік [52]. 
 Основою біобезпеки є розуміння рівня небезпеки агентів, з якими ведеться робота. Мікроорганізми класифікуються на чотири групи ризику: від Групи 1 (безпечні мікроорганізми) до Групи 4 (особливо небезпечні патогени з високою смертністю та відсутністю лікування) [53]. Відповідно до цієї класифікації лабораторії поділяються на рівні біобезпеки (BSL-1 — BSL-4). Інфраструктура лабораторії повинна бути організована за принципом зонування на "чисті" та "брудні" зони. "Чиста" зона призначена для адміністративної роботи та мікроскопії, тоді як у "брудній" зоні проводяться маніпуляції з досліджуваними зразками [51]. Рух повітря має бути спрямованим від "чистих" до "брудних" зон, щоб мінімізувати ризик поширення аерозолів. Для лабораторій високого ризику обов'язковою є наявність санітарного шлюзу на вході [51]. Всі поверхні в приміщенні мають бути водонепроникними, стійкими до хімікатів та легкими для миття, а меблі — міцними .
Персонал зобов'язаний використовувати засоби індивідуального захисту (ЗІЗ), які слугують бар'єром між працівником та небезпечними агентами. Обов'язковим є носіння лабораторних халатів або хірургічних сорочок, бажано із задньою зав'язкою та еластичними манжетами, які заборонено виносити за межі лабораторії. При контакті з будь-якими біологічними матеріалами необхідно використовувати одноразові рукавички (нітрилові або вінілові) відповідного розміру, які не можна використовувати повторно [51]. Взуття повинно бути закритим, фіксуватися на нозі та мати неслизьку підошву; відкрите взуття заборонено.
Окрім біологічної, важливу роль відіграє хімічна та пожежна безпека. Кислоти та луги повинні зберігатися окремо, а леткі речовини — у витяжних шафах. Легкозаймисті рідини зберігають у спеціальних металевих ящиках подалі від джерел тепла та прямих сонячних променів, в обсягах, що не перевищують добову потребу [52]. Лабораторія має бути оснащена засобами пожежогасіння, а проходи не повинні бути захаращені.
Управління відходами передбачає їх сортування на відходи "низького рівня небезпеки" (упаковка, папір) та "високого рівня небезпеки" (все, що контактувало з біоматеріалом). Інфекційні відходи підлягають обов'язковому автоклавуванню (обробка парою під тиском при 121°C) перед остаточною утилізацією. Для дезінфекції поверхонь та обладнання використовують хлорвмісні засоби (які є ефективними, але корозійними і потребують щоденного приготування), спирт 70% (для поверхонь, але не для великих білкових розливів) та феноли [51].
Фенол є широко використовуваним реагентом у молекулярній біології для екстракції нуклеїнових кислот, проте він класифікується як високотоксична речовина, що становить серйозну небезпеку для здоров'я персоналу. Він здатний викликати хімічні опіки, є потенційним канцерогеном та алергеном, а також токсичний при потраплянні в організм будь-яким шляхом [51,52]. Тому робота з ним вимагає суворого дотримання правил техніки безпеки та використання засобів індивідуального захисту.
Усі маніпуляції з фенолом, включаючи приготування розчинів та етапи екстракції, повинні проводитися виключно у витяжній шафі з увімкненою вентиляцією, оскільки вдихання парів може призвести до отруєння. Перед початком роботи необхідно перевірити справність вентиляції; при недостатній тязі робота з токсичними речовинами заборонена [52]. Персонал зобов'язаний використовувати повний комплект засобів індивідуального захисту: лабораторний халат з довгими рукавами, захисні окуляри або щиток для обличчя та хімічно стійкі гумові рукавички [51].
При зберіганні та використанні фенолу важливо пам'ятати про його хімічну активність та умови зберігання. Ємності з фенолом повинні бути щільно закритими та зберігатися у місцях, захищених від прямих сонячних променів і джерел тепла. Оскільки фенол є органічною сполукою з різким запахом, його слід зберігати у тарі з герметичними пробками та гумовими ковпачками. Відпрацьовані розчини фенолу та його сумішей (наприклад, з хлороформом) не можна зливати в каналізацію. Їх необхідно збирати в спеціальні герметичні ємності для органічних відходів для подальшої утилізації.


ВИСНОВКИ


1. За допомого інструментів біоінформатики опрацьовано дані секвенування геномів льону сорту Ціан та його мутантних ліній М12, М23, М24 та М80. Обрано гени, що відповідають за обумовлення кольору пелюсток, знайдено мутації в обраних генах та підібрано до відповідних генів праймери.
2. Отримані зразки генів разом з праймерами було відправлено на секвенування за допомогою технології Illumina sequencing. Виконано екстракцію РНК з пуп’янок Linum usitatissimum з використанням Monarch® Spin RNA Isolation Kit (Mini) і використано ці результати для аналізу експресії генів за допомогою ПЛР в реальному часі. 
3. На основі аналізу наукової літератури встановлено, що флавоноїдний шлях біосинтезу є ключовим для формування пігментації та стресостійкості льону, а його регуляція здійснюється складною мережею структурних генів. Використання методів біоінформатики дозволило ефективно опрацювати масиви даних секвенування геномів (Illumina sequencing) сорту Ціан та чотирьох мутантних ліній. Із 23 проаналізованих генів-кандидатів було відібрано 9 ключових генів (FLS, UFGT, CROMT2, 3`GT та ін.), в яких за допомогою програми IGV виявлено чіткі гомозиготні мутації, що відрізняють мутанти від вихідної форми та референсного геному.
4. В ході виконання експериментальної частини роботи розроблено та апробовано систему молекулярної ідентифікації мутацій. Було успішно здійснено дизайн специфічних праймерів для генів FLS, CROMT2 та UFGT, які пройшли валідацію in silico та in vitro. Проведення ПЛР та електрофорезу дозволило ампліфікувати цільові ділянки ДНК. Незважаючи на технічні складнощі з концентрацією матеріалу, було оптимізовано методику виділення ДНК з агарозного гелю, що дозволило підготувати зразки для підтверджуючого секвенування. Це підтвердило наявність значущих змін у нуклеотидних послідовностях досліджуваних мутантів.
5. Встановлено, що втрата синього пігменту в пелюстках мутантів М12, М23 та М24 (білі або бліді квітки) зумовлена порушенням балансу в точці розгалуження метаболічного шляху дигідрофлавонолів. Це відбувається або через мутацію "набуття функції" в гені FLS (флавонолсинтаза), що призводить до перенаправлення субстрату на синтез безбарвних флавонолів, або через мутацію "втрати функції" в гені UFGT, що унеможливлює стабілізацію антоціанів. Для мутанта М24, який окрім білих квіток має жовте насіння, висунуто гіпотезу про наявність множинних мутацій або великої делеції, викликаної високою дозою опромінення (700 Гр), яка зачепила як пізні гени біосинтезу (FLS/UFGT), так і ранні гени, відповідальні за синтез проантоціанідинів у насінні. Хлоротичний фенотип мутанта М80 пов'язано з мутацією в гені CROMT2 (мірицетин-О-метилтрансфераза). Показано, що ця мутація не впливає на основний синтез пігментів, але порушує модифікацію флавоноїдів-антиоксидантів, знижуючи здатність рослини протистояти окислювальному стресу.
6. Аналіз експресії генів методом qPCR підтвердив функціональні зміни на рівні транскрипції. Дослідження рівня мРНК у бутонах на різних стадіях розвитку виявило відмінності в експресії гену UFGT відносно референсних генів GAPDH та UBI2. Статистичний аналіз показав суттєву різницю в експресії UFGT, що корелює з фенотиповою втратою забарвлення. Отримані результати свідчать про те, що індукований мутагенез є ефективним інструментом для створення генетичного різноманіття, а розроблені підходи молекулярного скринінгу можуть бути інтегровані в селекційні програми льону.


ПОДЯКИ

Практична частина роботи проводилась на базі Даремського університету в Англії. Хочемо висловити щиру подяку кураторам проєкту Д-ру Едріану Крістоферу Бреннану та Д-ру Джо Хепворс за підтримку, наставництво, віру в нас, надані ресурси, а також за готовність поділитися своїми знаннями.
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Експресія гену CHS в Linum usitatissimum 

MB	1.0723255708387574E-2	1.0723255708387574E-2	LuCHS	8.4881219862579391E-2	YB	0.12224598167619931	0.12224598167619931	LuCHS	0.40359829361169669	
Амплікони відносно GAPDH та UBI2




Експресія гену F3H в Linum usitatissimum 

MB	2.756871093116257E-5	2.756871093116257E-5	LuF3H	8.9866781987936247E-5	YB	1.2794207163578733E-5	1.2794207163578733E-5	LuF3H	6.2595451662552769E-5	
Амплікони відносно GAPDH та UBI2




Експресія гену UFGT в Linum usitatissimum 

MB	9.2590808674313622E-5	9.2590808674313622E-5	LuUFGT	7.1792153640079591E-4	YB	6.309711343305749E-4	6.309711343305749E-4	LuUFGT	5.3538389977295419E-3	
Амплікони відносно GAPDH та UBI2
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