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Перелік термінів, умовних позначень та скорочень
ABA — абсцизова кислота (abscisic acid)
ABF/ABAE — білки зв’язування з абсцизовою кислотою/елементи реагування на абсцизову кислоту (Abscisic Acid Responsive Element Binding Factors)
ADC — аргінін-декарбоксилаза (Arginine Decarboxylase)
AP2 — білок, що входить до родини AP2/ERF трансріпційних факторів 
bZIP — ТФ з мотивом ZIP (Basic Leucine Zipper proteins)
CBF — фактор зв’язування C-реплікації (C-repeat Binding Factor)
CDPK — кальцій-залежна протеїнкіназа (Calcium-Dependent Protein Kinase)
CRT — каліретикулін (Calreticulin, кальцій-зв’язуючий білок)
DREB — білки, які зв'язуються з елементами реагування на дегідратацію (Dehydration Responsive Element Binding proteins)
ERF — ТФ реагування на етилен (Ethylene Response Factor)
ET — етилен (ethylene)
GA — гіберелінова кислота (gibberellic acid)
HSP — білки теплового шоку (Heat Shock Proteins)
HSF — фактори теплового шоку (Heat Shock Factor)
IAA — індоліл-3-оцтова кислота (indole-3-acetic acid, ауксин)
KASP — конкурентна алельспецифічна ПЛР (Kompetitive Allele Specific PCR)
LEA — білки пізнього ембріогенезу (Late Embryogenesis Abundant proteins)
MAPK — мітоген-активована протеїнкіназа (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MYC — ТФ відповіді на стрес та регуляції цитокенезу  (Myelocytomatosis)
MYB — ТФ відповіді на стрес та регуляції розвитоку (Myeloblastosis) 
NAC — ТФ відповді на стрес та регуляції старіння (NAM, ATAF, і CUC) 
P5CS — дельта-1-піролін-5-карбоксилат синтаза 
PEG — поліетиленгліколь (Polyethylene Glycol)
SA — саліцилова кислота (salicylic acid)
SNP — однонуклеотидний поліморфізм (Single Nucleotide Polymorphism)
WRKY — ТФ залучений до захисних механізмів (WRKYGQK)

АНОТАЦІЯ
Дослідження спрямоване на оцінку посухостійкості херсонських сортів м’якої пшениці на ювенільній стадії розвитку в умовах осмотичного стресу та ідентифікацію алельних варіацій генів TaDreb-B1 і 1-Fehw3, пов’язаних із адаптацією до посухи. Для визначення посухостійкості було проведено стрес-тест із застосуванням 12% PEG 6000, під час якого вимірювали морфологічні показники рослин, зокрема довжину кореня, пагона, колеоптиля, а також загальну схожість. Результати показали значущі відмінності у стійкості між сортами, серед яких Росинка, Соборна та Овідій виявилися найстійкішими сортами, а Херсонська безоста й Анатолія найменш стійкими сортами.
Молекулярно-генетичний аналіз із застосуванням KASP-маркерів підтвердив, що Dreb-B1a асоціюється з підвищеною стійкістю до посухи, проте зустрічається і в менш стійких генотипах. Аналіз алелів Dreb-B1 та 1-Fehw3 показав змішаний генотиповий склад серед середньопосухостійких і низькопосухостійких сортів, що вказує на відсутність однозначної кореляції між окремими алелями та рівнем стійкості. Зважаючи на те, що стійкість до посухи є полігенною ознакою, залучення інших молекулярних маркерів, окрім маркерів до генів Dreb-B1 і 1-Fehw3, може надати більш повне уявлення про генетичний контроль толерантності до посухи, який діє в досліджуваних сортах пшениці м’якої.
Диломну роботу викладено на 94 сторінках, вона містить 8 таблиць та 4 рисунків. Наведено посилання на 243 джерело літератури (6 кирилицею та 237 латиницею).
Ключові слова: Triticum aestivum L., посухостійкість, алелі, TaDreb-B1, 1-Fehw3, генетичний поліморфізм, осмотичний стрес-тест, паростки.

The study aims to evaluate the drought tolerance of Kherson bread wheat varieties at the juvenile growth stage under osmotic stress conditions and to identify allelic variations of the TaDreb-B1 and 1-Fehw3 genes associated with drought adaptation. To assess drought tolerance, a stress test was conducted using 12% PEG 6000, during which morphological parameters such as root length, shoot length, coleoptile length, and overall seedling viability were measured. The results demonstrated significant differences in tolerance among the varieties, with Rosinka, Soborna, and Ovidiy being the most tolerant, while Khersonska Bezosta and Anatolia were the least tolerant.
Molecular genetic analysis using KASP markers confirmed that Dreb-B1a is associated with increased drought tolerance; however, it was also present in less drought-tolerant genotypes. The analysis of Dreb-B1 and 1-Fehw3 alleles revealed a mixed genotype composition among the medium and low drought-tolerant varieties, indicating a lack of clear correlation between specific alleles and tolerance levels. Considering that drought resistance is a polygenic trait, the inclusion of other molecular markers, besides the markers for the Dreb-B1 and 1-Fehw3 genes, could provide a more comprehensive understanding of the genetic control of drought tolerance of the studied bread wheat varieties.
Diploma thesis is expounded on 94 pages, it contains 8 tables and 4 figures. It provides links to 243 references (6 cyrillic and 237 latinic).
Key words: Triticum aestivum L., drought tolerance, alleles, TaDreb-B1, 1-Fehw3, genetic polymorphism, osmotic stress test, seedlings.












ВСТУП
Посуха є одним з основних абіотичних факторів, що значно обмежують ріст та врожайність пшениці. У відповідь на цей стрес рослини активують комплексні адаптивні механізми, що дозволяють їм зберігати водний баланс та підтримувати життєздатність. Зокрема, розвиток кореневої системи, яка проникає у глибокі шари ґрунту, та закриття продихів для зменшення втрати води через транспірацію [Fahad et al., 2019; Gupta et al., 2020].
Особливо важливими ці процеси є на ювенільній стадії розвитку, коли формується фундаментальний захист від стресу. На цій стадії проростання рослина чутлива до водного дефіциту, що впливає на закладання механізмів осморегуляції, фотосинтезу, енергетичних та метаболічних процесів, які визначають подальшу стійкість до несприятливих умов [Yoon et al., 2021]. Затримка проростання та появи сходів може змінити густоту рослин, що призводить до значної втрати врожаю. Осмотичне пристосування на етапі проростків підтримує водний баланс у клітинах, що сприяє функціональності мембран та білків, забезпечуючи адаптацію до стресових умов [Rehman et al., 2021]. Відомо, що більшість ознак, які використовуються для вимірювання посухостійкості, є складними та полігенними за своєю природою та мають низьку успадкованість [Gupta et al., 2020; Farooq et al., 2014]. Протягом останніх десятиліть визначено декілька важливих транскрипційних факторів, що відіграють вирішальну роль у відповідях на водний дефіцит і можуть бути корисними для застосування у селекційних програмах. 
Перспективними підходами для інтеграції цих знань у селекцію є дослідження алельних варіацій за SSR або SNP локусами, виявлення гаплотипів, що забезпечують стійкість до посухи, та застосування маркер-опосередкованого відбору рослин [Gupta et al., 2020]. Використання функціональних маркерів спрямоване на ідентифікацію ключових генів, що впливають на фізіологічні, морфологічні та біохімічні адаптації до стресу.
Гени TaDreb-B1 і 1-Fehw3 було обрано для дослідження завдяки їхній ролі у регуляції адаптивних реакцій на посуху. Ген TaDreb-B1 кодує транскрипційний фактор, який активує гени, що відповідають за стійкість до абіотичних стресів [Mohamed et al., 2023]. Ген 1-Fehw3 бере участь у ремобілізації водорозчинних вуглеводів, які підтримують енергетичний баланс рослини у стресових умовах [Eltaher et al., 2023]. Дослідження алельних варіацій цих генів сприятиме глибшому розумінню їхньої ролі у фенотипічних проявах стійкості, визначенню їхнього внеску у комплексні адаптивні реакції пшениці та підвищенню ефективності селекційних програм. Це особливо важливо для вітчизняних сортів пшениці, які потребують адаптації до посушливих умов регіону.
Метою даного дослідження є визначення посухостійкості у херсонських сортів м’якої пшениці на ювенільній стадії розвитку в умовах індукованого осмотичного стресу та ПЛР-аналіз генів TaDrebB1 та 1-Fehw3 в їх генотипах. 
Для досягнення вказаної мети було поставлено такі завдання:
1. Визначити посухостійкість низки херсонських сортів пшениці м’якої на ювенільній стадії розвитку в умовах індукованого осмотичного стресу.
2. Провести молекулярно-генетичний аналіз херсонських сортів пшениці з використанням алель-специфічної ПЛР до генів TaDreb-B1 та 1-Fehw3. 
3. Визначити генотипи херсонських сортів пшениці за алелями генів TaDreb-B1 та 1-Fehw3.
4. Проаналізувати наявність асоціації між алельним станом генів TaDreb-B1 і 1-Fehw3 та проявом посухостікості на ювенільній фазі розвитку в  умовах індукованого осмотичного стресу.
Об’єкт дослідження: посухостійкість пшениці м’якої (Tríticum aestívum L.) 
Предмет дослідження: посухостійкість херсонських сортів пшениці мякої та алельний стан генів TaDreb-B1 та 1-Fehw3. 

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1.Молекулярні механізми захисту від водного дефіциту  
Комплексна відповідь рослин на абіотичний стрес охоплює широкий спектр біохімічних та молекулярних механізмів, що ґрунтуються на експресії стрес-асоційованих генів. Ключові гени, залучені до сигнальних каскадів і регуляції транскрипції (NAC, MyC, WRKY, MYB, bZIP, DREB/CBF, HSF, ABF/ABAE), активують шляхи, що забезпечують адаптивні реакції рослин [Munnik et al., 1999; Zhu, 2001; Chapman, 1998 ; Frank et al., 2000; Stockinger et al., 1997; Schöffl et al., 1998; Choi et al., 2000; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000, Wang et al., 2003; Meriç et al., 2021]. Регуляція цих генів відбувається на різних рівнях і включає додаткові механізми, такі як осмопротекторне коригування, зв’язування іонів, антиоксидантний захист, транспорт води та іонів, а також захист мембран [Nasir et al., 2023; Mathivanan, 2021].
Використання методів молекулярної інженерії дозволяє підвищувати толерантність рослин до стресів шляхом активації цільових генів або комплексних відповідей. Зокрема, активація стрес-індукованих промоторів, таких як rd29A, забезпечує експресію генів лише за наявності стресу, що дозволяє знижувати енергетичні витрати рослини за відсутності несприятливих умов [Mathivanan, 2021; Meriç et al., 2021].

1.1.1. Механізми захисту мембран: LEA та HSP білки
Абіотичний стрес призводить до підвищення рівня кальцію (Ca²⁺) у цитоплазмі, що активує кальцій-залежні протеїнкінази (CDPKs). Ці серин/треонінпротеїнкінази, які мають C-кінцевий кальмодуліноподібний домен з чотирма мотивами спираль-петля-спираль (EF-hand) для зв’язування Ca²⁺, кодуються мультигенними родинами, і їхня експресія контролюється протягом усього розвитку рослини. Шлях CDPK відіграє важливу роль у виробництві захисних білків проти висихання, зокрема білків LEA, шляхом активації відповідних генів, зокрема тих, що реагують на дегідратацію (DRE) або C-повторення (CRT) [Amara et al., 2020; Serrano et al., 2003; Fahad et al., 2015; Mathivanan, 2021].
Білки LEA (Late Embryogenesis Abundant) накопичуються в значних кількостях на останніх стадіях розвитку насіння, коли починається посуха, забезпечуючи клітинам структурну стабільність. Під час природного дозрівання насіння, яке супроводжується десикацією, для запобігання шоку в період проростання накопичуються додаткові транскрипти й визначається висока концентрація білків LEA [Meriç et al., 2021; Yadav et al., 2020]. Ці білки, що належать до різних родин на основі подібності послідовностей, працюють спільно з осмолітами для стабілізації мембран та з антиоксидантними ферментами [Garay-Arroyo et al., 2000; Fahad and Bano, 2012; Eimer, 2004; Serrano and Montesinos, 2003; Mathivanan, 2021].
LEA-білки поділяються на шість груп за специфічними доменами, що корелює з їх участю у стресостійкості. Вважається, що білки, що належать до групи 3, відіграють роль у зв’язуванні локалізованих іонів між цими групами під час дегідратації клітини. Білки групи 1 демонструють високу здатність зв’язувати воду, тоді як білки групи 5 особливо ефективні в компартменталізації та управлінні іонами під час втрати води [Yadav et al., 2020].
Вони переважно мають випадкові α-спіралі або розгорнуту структуру, хоча деякі можуть утворювати димери чи тетрамери [Ceccardi et al., 1994; Kazuoka and  Oeda, 1994]. LEA-білки є гідрофільними (гідрофільний індекс становить більше 1)  та вміст гліцину (більше 6%) дозволяють відносити їх до класу гідрофілінів разом із білками, що реагують на осмотичний стрес у дріжджах і бактеріях [Garay-Arroyo et al., 2000]. LEA-білки термостабільні та не коагулюють при нагріванні [Close et al., 1989], а їхня експресія зазвичай регулюється ABA [Mundy & Chua, 1988; Wang et al., 2003]. Низка досліджень показує, як білки LEA діють під час різних типів стресу. Наприклад, білки LEA, що індукуються холодом, як-от ген PmLEAS із Prunus mume, діють як білки-антифризи, запобігаючи утворенню кристалів льоду та підтримуючи стабільність клітинних мембран. [Tandzi et al., 2019; Yadav et al., 2020].
Ген HVA1, виділений з ячменю, є одним із ключових генів, його ефективність була підтверджена в ряді досліджень з використанням генетичної трансформації: при введенні HVA1 в рис спостерігалося збільшення темпів росту, водопроникності та здатності транспортувати воду через тканини рослини в умовах посухи [Yadav et al., 2020]. У трансгенній пшениці, що містить HVA1, відзначено надекспресію аквапоринів, таких як PIP1, PIP2, NIP, TIP3 і XIP, що важливо для процесів клітинної проліферації, транспорту іонів, проростання та морфогенезу під час посухового стресу [Pilon-Smits et al., 1995; Nasir et al., 2023]. Схожі властивості з підвищуванням стійкісті має WCS19 в Arabidopsis [Wang et al., 2003].
Одним з основних механізмів активації стресових генів є термальна індукція транскрипційного фактора теплового шоку (HSF), що запускає синтез білків теплового шоку (Hsps). Ця реакція активується у формі тримера HSF, який зв’язується з промоторами генів теплового шоку, тим самим забезпечуючи швидку реакцію на стрес [Vierling, 1991; Yadav et al., 2020].
Молекулярні шаперони спочатку ідентифіковані як відповідь на високі температури, тепер вважаються універсальними захисними агентами для еукаріотичних клітин, що стабілізують структури інших білків та захищають клітинні компоненти від пошкоджень. У рослин HSP зустрічаються як у цитоплазмі, так і в органелах, включаючи ядро, мітохондрії, хлоропласти й ендоплазматичний ретикулум [Park ans Seo, 2015]. HSP розподілені на кілька груп відповідно до молекулярної ваги: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 та малі білки теплового шоку (sHSP). 
Група HSP70 також забезпечує стабілізацію білків, запобігаючи їх денатурації та агрегації під час стресу. Згідно з дослідженням Grigorova та ін. [2011], синтез білка HSP70 значно збільшувався до десяти разів у пшениці за умов поєднання посухового і теплового стресу. 
Білки HSP90 є ключовими елементами захисту рослин, залученими до трансдукції сигналу, регуляції клітинного циклу, особливо при підвищених температурах. Крім того, білки HSP90 та поліаміноксидази (PAOs) організовують ацетилювання, окислення та гомеостаз поліамінів у процесі стресової реакції рослин [Toumi et al., 2019; Meriç et al., 2021]. Експресія генів HSP90 (GmHsp90A2, GmHsp90A4, GmHsp90B1, GmHsp90C1.1, GmHsp90C2.1) у Arabidopsis thaliana зменшує шкоду від абіотичних стресів, підвищує осморегуляцію та накопичення проліну через вплив на ген AtP5CS1, що синтезує пролін [Xu et al., 2013]. 
Малі білки теплового шоку розміру від 12 до 40 кДа [Vierling, 1991] особливо ефективні та найбільш поширені в рослинах, де вони утворюють великі олігомерні комплекси подібні до α-кристалінів [Waters et al., 1996; Chen et al., 1994] для зв’язування й стабілізації денатурованих білків та інактивованих ферментів [Horwitz, 1992; Ehrnsperger et al., 1997]. Вони активуються під час посухи, впливаючи на проростання насіння, ембріогенез, розвиток плодів, діють як антиоксиданти захищаючи транспорт електронів у мітохондріях [Chauhan et al., 2012; Wang et al., 2015].  Ген sHSP26 з Triticum aestivum, експресований у трансгенних рослинах Arabidopsis, забезпечує їм термостійкість, зберігаючи фотосинтетичний пігмент та біомасу [Chauhan et al., 2012]. Інший sHSP26, що належить Oryza sativa, знижує витік електролітів і підвищує фотохімічну активність фотосистеми II (Fv/Fm) під час теплового стресу [Kim et al., 2012]. Основа дії sHSP26 полягає у зв’язуванні денатурованих білків для подальшої стабілізації або відновлення їх функцій [Wang et al., 2015]. 

1.1.2. Механізми підтримки іонного та водного гомеостазу 
Регуляція іонного балансу під час стресових умов є важливою для забезпечення нормальної функціональності клітин, включаючи зниження концентрації натрію (Na⁺) шляхом його вилучення, переміщення до специфічних компартментів або видалення з клітини. У цьому процесі важливу роль відіграють Na⁺/H⁺ антипортери, які обмінюють натрій на протони (H⁺), що сприяє зменшенню токсичного надлишку натрію, регуляції кислотності середовища та підтримці клітинного тургору, необхідного для росту рослин [Serrano et al., 1999].
Протонні насоси, такі як H-АТФ-аза та H-PPase, створюють градієнт протонів, що є основою для ефективного транспорту поживних речовин та підтримки кислотності клітини [Gaxiola et al., 2001, Wang et al., 2003].
Аквапорини (AQPs) — це білки водних каналів у мембранах, які забезпечують ефективне переміщення води та інших молекул, таких як CO₂, гліцерин, аміак, з мінімальними енергетичними затратами. Ці канали особливо важливі під час стресу, пов’язаного з нестачею води чи підвищеним осмотичним тиском, оскільки вони знижують втрати води через транспірацію та підтримують водопровідність у коренях та водопостачання до листа [Maurel et al., 2015; Madeira et al., 2016]. У трансгенних рослинах підвищення активності аквапоринів корелює з швидшим проростанням насіння та покращеним поглинанням води в умовах стресу [dos Reis et al., 2018, Porcel et al., 2018]. Крім того, аквапорини розташовані не тільки в плазматичних мембранах, а й у мітохондріях, ендоплазматичному ретикулумі, хлоропластах і вакуолях, що підкреслює їхню багатофункціональність у різних клітинних процесах [Wudick et al., 2009; Meriç et al., 2021].

1.1.3. Сигнальні шляхи кальцію Ca²⁺ та MAPK-каскадів 
Рослини отримують сигнали із зовнішнього середовища через рецептори на клітинних мембранах, активуючи внутрішньоклітинні процеси. Одним з ключових елементів цих сигнальних шляхів є іон Ca²⁺, що діє як вторинний месенджер у сигнальному шляху ABA, передаючи сигнали, пов’язані з абіотичним стресом, гормональними змінами та світловими умовами. Зміна концентрації Ca²⁺ у цитозолі, відома як кальцієвий сигнал, ініціює різні фізіологічні процеси через кальцій-зв'язуючі білки, такі як кальціневриноподібні білки (CBL), кальцій-залежні протеїнкінази (CDPK і CIPK) та кальмодулін (CaM), які розпізнають і передають сигнали далі в клітину. Зокрема, CBL взаємодіють з CIPK, активуючи відповідні шляхи регуляції стійкості рослин до стресів [Meriç et al., 2021]. Дослідження генів, пов’язаних із CBL і CIPK, продемонстрували їхню важливість для стійкості до стресів. Наприклад, надмірна експресія гена GmCBL1 у Arabidopsis посилювала стійкість до посухи й сольового стресу, а також сприяла розвитку гіпокотиля в умовах освітлення, впливаючи на експресію генів стресостійкості, таких як DREB1A, DREB2A, RD29A і KIN1 [Li et al., 2012; Meriç et al., 2021]. CDPK і Ca²⁺-сенсори, такі як SOS3, транслюють універсальний сигнал у специфічні каскади фосфорилювання білків, що сприяє стійкості, а Ca²⁺ контролює переміщення мембранних везикул, гомеостаз pH та функції вакуолі. Після цього білок SOS3 взаємодіє з білком SOS2, активуючи його шляхом вивільнення самогальмування. Комплекс SOS2-SOS3 потрапляє до плазматичної мембрани, де взаємодіє з транспортером SOS1, що призводить до фосфорилювання SOS1 і покращення відтоку Na⁺, знижуючи його токсичність для клітини [Xiong et al., 2002; Fahad et al., 2019; Shi et al., 2000; Mathivanan, 2021].
Осмотичний стрес стимулює ряд протеїнкіназ, серед яких мітоген-активовані протеїнкінази (MAPK) відіграють важливу роль у підтриманні осмотичного гомеостазу. Клітини рослин, що зазнають осмотичного стресу, повинні синтезувати більше осмолітів, аби зменшити негативний вплив активних форм кисню (АФК) та зберегти осмотичну рівновагу. Осмотичний стрес активує рецептори та сенсорні білки, такі як протеїнтирозинкінази, рецептори, пов'язані з G-білком, і двокомпонентні гістидинкінази. Це запускає MAPK-шлях і відповідний сигнальний каскад, який сприяє синтезу осмолітів, необхідних для підтримання осмотичного регулювання [Wang et al., 2003; Mathivanan, 2021].
MAPK-шляхи є внутрішньоклітинними сигнальними модулями, що опосередковують трансдукцію сигналу від клітинної мембрани до ядра. Основні каскади MAPK складаються з трьох кіназ, що активуються послідовно. MAP-кіназа-кіназа-кіназа (MAPKKK), після активації, фосфорилює MAP-кіназу-кіназу (MAPKK) на залишках серину і треоніну. MAPKK подвійної специфічності, у свою чергу, фосфорилює MAP-кіназу (MAPK) на консервативних залишках тирозину і треоніну. Активована MAPK або переміщується до ядра для безпосередньої стимуляції факторів транскрипції, або активує інші сигнальні компоненти, які регулюють експресію генів, що контролюють цитоскелетні білки, активність ферментів або цільові сигнальні білки для деградації [Xiong et al., 2002; Mathivanan, 2021].

1.1.4. Роль осмопротекторів 
Рослини мають ефективні механізми осмотичної регуляції, що забезпечуються синтезом низькомолекулярних сполук — осмолітів, які підтримують клітинний тургор, а також поглинають АФК під час стресу [Serrano et al., 1999; Zhu, 2002]. Це добре розчинні органічні молекули, що накопичуються в цитозолі, не порушуючи клітинний метаболізм навіть у високих концентраціях [Nezhadahmadi et al., 2013]. Осмоліти, зокрема амінокислоти (пролін), четвертинні аміни (гліцинбетаїн) та поліоли/цукри (маніт, трегалоза), також виконують додаткові функції як осмопротектори, стабілізуючи білкові та мембранні структури в умовах дегідратації [Lee et al., 1997; Hare et al., 1998; Bohnert et al., 1999]. Наприклад, накопичення сорбіту, міо-інозиту та маніту у рослинах, що здатні до відновлення після зневоднення, сприяє регуляції водного балансу під час циклів регідратації [Yobi et al., 2013; Jorge and António, 2018; Wang et al., 2003; Icbal, 2018]. У посухостійких сортах ячменю спостерігається накопичення амінокислот та протеїнів, що підвищує толерантність до стресу [Chmielewska et al., 2016]. 
Пролін — один із найбільш вивчених осмолітів, що стабілізує субклітинні структури і підтримує окисно-відновний баланс [Iqbal et al., 2016]. Він має низьку молекулярну масу, добре розчиняється в цитозолі та синтезується переважно через фосфорилювання глутамату; рідше — орнітиновим шляхом (Nayyar, 2004; Nasir et al., 2023]. У більшості рослин пролін синтезується за допомогою ферменту Δ'-піролін-5-карбоксилатсинтетази (P5CS), кодованої двома генами, та ферменту Δ'-піролін-5-карбоксилатредуктази (P5CR), кодованої окремим геном. Окрім фізіологічної функції, пролін також виконує регуляторну роль, впливаючи на експресію стрес-асоційованих генів пов’язаним з ферментами (аскорбатпероксидаза (APX), каталаза (CAT), супероксиддисмутаза (SOD) і глутатіонредуктаза (GR), змінюючи рівні їхньої транскрипції [Ahmad et al., 2019; Meriç et al., 2021; Iqbal, 2018].
Експерименти з індукованим PEG показали, що підвищений рівень проліну є відповіддю рослини на гостру потребу виживання в умовах стресу. Інші дослідження підтвердили, що посухостійкі сорти пшениці мають вищий рівень проліну та швидше його накопичують у порівнянні з чутливими сортами [Mansour, 2000; Iqbal, 2018]. Введення гена P5CS, що регулює накопичення проліну, допомагає рослинам адаптуватися до осмотичного стресу і сприяє утворенню бульбочок у бобових, що підтверджується підвищеним рівнем проліну, хлорофілу та стійкістю до сольового стресу у трансгенних рослин [Kim and Nam et al., 2013; Kumar-Ghanti et al., 2011; Meriç et al., 2021].
Трегалоза є невідновлюючим дисахаридним осмопротектором, який відіграє свою роль у покращенні архітектури кореня, підтримці цілісності тилакоїдної мембрани та сигнального шляху цукру, а також у збільшенні фотосинтезу, продихової провідності та стійкості до посухи [Shao et al., 2022; Nasir et al., 2023; Meriç et al., 2021]. Дослідження показують, що трегалоза стабілізує ферменти, білки та ліпідні мембрани, захищаючи біологічні структури рослин від пошкоджень в умовах абіотичного стресу [Dos Reis et al., 2018]. Надмірна експресія генів, пов’язаних із синтезом трегалози, таких як трегалозо-6-фосфатсинтаза (TPS) і трегалозо-6-фосфатфосфатаза (TPSP), дія яких координується у єдиному біохімічному шляху, посилює стійкість рослин до посухи та сольового стресу, підвищуючи рівень розчинних цукрів у клітинах [Redillas et al., 2012; Meriç et al., 2021].
Гліцинбетаїн є четвертинним аміном, що накопичується в хлоропластах і захищає тилакоїдну мембрану, підтримуючи фотосинтетичну активність [Meriç et al., 2021; Iqbal, 2018]. Синтез гліцинбетаїну проходить два етапи, включаючи перетворення холіну на бетаїновий альдегід за допомогою холінмонооксигенази (CMO) і далі на гліцинбетаїн через бетаїнальдегіддегідрогеназу (BADH) [Russell et al., 1998; Meriç et al., 2021]. Дослідження Zwart та співавт. [2003] і Slow та співавт. [2005] показали, що рівень бетаїну в зернах злакових культур значно залежить від інтенсивності стресових умов вирощування, особливо під час посухи. Цей зв'язок пояснюється осмопротекторними та кріопротекторними властивостями бетаїну, які допомагають рослинам витримувати несприятливі фактори середовища. 
Поліаміни (ПА), органічні полікатіони з низькою молекулярною масою, що мають позитивний заряд і високу біологічну активність, є важливими ендогенними регуляторами росту рослин, які впливають на процеси морфогенезу, ембріогенезу, поділу клітин, росту, старіння та відповіді рослин на абіотичні стреси. До основних поліамінів належать путресцин, спермідин і спермін. Путресцин синтезується з аргініну за допомогою ферменту аргініндекарбоксилази (ADC) і перетворюється на спермідин та спермін шляхом приєднання амінопропільних груп [Li et al., 2023; Liu et al., 2016]. Згідно з дослідженням Li та ін. [2023], гени ADC підвищують посухостійкості пшениці шляхом регуляції рівнів поліамінів, зокрема путресцину, який конвертується у спермідин і спермін. Експеримент з використанням PEG-індукованого стресу, виявив, що активність ADC та вміст поліамінів значно зростали в умовах стресу, що сприяло зниженню проникності мембран і підтриманню вмісту води в клітинах для підтримки осмотичного гомеостазу.


1.1.5. Генна регуляція фотосинтетичних процесів в умовах посухи
Відомо, що осмотичний стрес значно знижує вміст хлорофілу в листках, що послаблює фотосинтез [Yang et al., 2021]. Втрата води призводить до порушення синтезу хлорофілу, спричиняє його розкладання та сприяє жовтінню листя. Оптимальний рівень хлорофілу важливий для уникнення утворення вільних радикалів і фотоокислення пігментів, що може виникнути через надлишок світлової енергії [Wietrzynski et al., 2021].
Посухостійкість у пшениці частково регулюється генами, що впливають на фотосинтетичні процеси. Наприклад, ген TaPUB26, що кодує білок з доменом U-box і повторами ARM, підвищує стійкість до посухи в пшениці. Трансгенні рослини з надекспресією TaPUB26 демонструють зниження антиоксидантних показників, підвищене накопичення АФК та ушкодження мембран [Wu et al., 2020]. Інший ген, TaPUB1, який кодує білок надродини Prp19 з доменом WD-40, також підвищує стійкість до посухи. Трансгенні рослини з експресією TaPUB1 під контролем промотора CaMV 35S демонструють покращену фотосинтетичну активність, проростання, знижену втрату хлорофілу та пригнічення росту порівняно з диким типом [Zhang et al., 2017]. Також ген TaFBA1, що кодує білок F-box, індукується ABA під час посухи, сприяє антиоксидантній активності та знижує накопичення АФК, що підвищує проростання та фотосинтетичні показники [An et al., 2019]. Протилежний ефект досягається при взаємодії гену TaPUB26 з TaRPT2a та субодиницею АТФази протеасомного комплексу 26S, що негативно впливає на стійкість до посухи через антиоксидантну конкуренцію та регуляцію балансу K+/Na+ у клітинах [Wu et al., 2020; Bhanbhro et al., 2024].

1.1.6. Антиоксидантні системи захисту
Як вже було вказано раніше, під час посухового стресу надлишкове утворення активних форм кисню (АФК), включаючи O₂⁻, H₂O₂ і OH− порушує внутрішньоклітинний баланс, що викликає перекисне окислення мембранних ліпідів і призводить до пошкодження та пришвидшеного старіння клітин [Liu et al., 2022; Li et al., 2019; Bhanbhro et al., 2024; Wang et al., 2003]. Тому для їх детоксикації у пшениці активуються антиоксидантні ферментативні системи, такі як супероксиддисмутаза (SOD), каталаза (CAT), глутатіонпероксидаза (GPX), гваяколпероксидаза (POX), аскорбатпероксидаза (APX), й неферментативні системи (аскорбат, глутатіон, токоферол) [Mittler et al., 2004; Gratão et al., 2005; Scandalios, 2005; Caverzan et al., 2016]. SOD перетворює супероксидний радикал (O₂⁻) на перекис водню (H₂O₂), який далі знешкоджується каталазою та пероксидазами, що дозволяє рослинам підтримувати клітинний гомеостаз. H₂O₂ діє як сигнальна молекула на низьких концентраціях, але стає токсичним при високих рівнях, що підкреслює необхідність його регуляції  [Sharma et al., 2013; Petrov and Breusegem, 2012; Neill et al., 2002;  Caverzan et al., 2016]. Каталаза (CAT) швидко розкладає токсичний перекис водню на воду й кисень, а аскорбатпероксидаза (APX) також сприяє детоксикації H₂O₂, розкладаючи його до води й кисню. 
Під час ранніх етапів водного стресу у пшениці спостерігається підвищення активності антиоксидантних ферментів, таких як CAT, пероксидаза, малоновий діальдегід (МДА) та SOD, як першої лінії захисту від АФК [Richard et al., 2012; Iqbal, 2018]. Відповідь на стрес значною мірою залежить від генотипу: стійкі генотипи демонструють вищу антиоксидантну активність та менше окислювальне пошкодження. На реакцію також впливають тип тканини, тривалість та інтенсивність стресу. Дослідження показують, що рівень H₂O₂ підвищується під впливом стресу і варіюється залежно від типу стресу та ділянки клітини, де він накопичується [Slesak et al., 2007; Caverzan et al., 2016].
Гени пшениці, такі як TaNAC29, TaASR1, і TaMpc1-D4, пов'язані з активацією антиоксидантної системи, беруть участь у зниженні рівня H₂O₂ та відновленні мембранних пошкоджень у відповідь на стресові фактори [Xu et al., 2015; Hu et al., 2013]. Наприклад, TaMpc1-D4 сприяє посухостійкості, активуючи гени антиоксидантів (ABF, ERF3, P5CS, DREB1, CAT, SOD, POD) [Li, Tang et al., 2020]. Ген TaODORANT1 також підвищує стійкість до посухи шляхом регуляції антиоксидантної активності та зниження рівнів Na⁺ і H₂O₂ у листі, що підтверджує роль антиоксидантів у підтриманні гомеостазу АФК в умовах стресу [Bhanbhro et al., 2024].
Ферменти NOX, які також відомі як гомологи респіраторної оксидази (RBOH), є важливими для утворення АФК під час стресу. В пшениці гени родини TaNOX, такі як TaNOX2, TaNOX7, TaNOX8 і TaNOX13, беруть участь у регулюванні стійкості до посухи. Зокрема, надмірна експресія TaNOX7 у рисі збільшує виробництво АФК, що покращує стійкість до посухи та врожайність. Подібну функцію в посухостійкості демонструє ген TaPRX-2A, який регулює антиоксидантні механізми рослини [Hu, Zeeng et al., 2020; Su et al., 2020; Bhanbhro et al., 2024].
Оксид азоту (NO) покращує стійкість рослин до посухи, зменшуючи пошкодження від АФК, що активує антиоксидантні ферменти та підтримує фотосинтез. NO може утворюватися як ферментативним, так і неферментативним шляхом [Tejada et al., 2019]. Він під час стресу сприяє закриттю продихів, індукованому ABA, щоб зменшити втрати води [Kalladan et al., 2017]. У пшениці NO поліпшує посухостійкість, підсилюючи антиоксидантну активність через аскорбат-глутатіоновий цикл [Niu and Liao, 2016]. Дослідження показали, що H₂O₂ та NO можуть взаємодіяти для підвищення посухостійкості [Farooq et al., 2017; Bhanbhro et al., 2024].

1.1.7. Фітогормон-регулюючі механізми  
Рослинні гормони є ключовими ендогенними регуляторами росту та розвитку рослин. Вони синтезуються в одних частинах рослини та транспортуються до інших, де навіть у незначних концентраціях мають великий вплив на фізіологічні процеси [Xiao et al., 2020; Jiang et al., 2021]. Дослідження свідчать, що більшість фітогормонів беруть участь у посухостійкості, зокрема абсцизова кислота (ABA), гібереліни (GA), жасмонат (JA), індол-3-оцтова кислота (IAA), саліцилова кислота (SA), етилен (ET), цитокініни (CK) та брасиностероїди (BR) [Bhanbhro et al., 2024].

1.1.7.1. ABA- регулюючі компоненти стресової відповіді 
Фітогормон ABA виконує низку важливих функцій упродовж життєвого циклу рослини, зокрема регулює спокій і проростання насіння, ріст коренів, рух продихів, старіння та дозрівання плодів. ABA також залучений до реакцій на стресові фактори, як-от осмотичний стрес, засолення, посуха, низькі температури та окислювальний стрес [Zhang et al., 2024]. 
Під час осмотичного стресу в рослинах активуються два основні шляхи: ABA-залежний і ABA-незалежний. У ABA-залежному шляху критичну роль відіграють ABRE-зв’язуючі фактори (AREB/ABFs). У ABA-незалежному шляху гени, що реагують на дегідратацію (DRE/CRT), активуються транскрипційними факторами DREB2. Дослідження показали, що підвищення експресії AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 і ABF3 під впливом посухи і засолення забезпечує додаткову стійкість до стресу за участю регуляторів ABA [Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Yadav et al., 2020].
Біосинтез ABA в свою чергу активує експресію двох основних ABA-залежних систем генів: bZIP/ABRE та MYC/MYB [Abe et al., 1997; Uno et al., 2000]. Система ABRE містить мотив зв’язування ДНК з базовим доменом та структурою bZIP, які беруть участь у сигнальних шляхах, що відповідають на стрес від ультрафіолетового випромінювання, солі, посухи та саліцилової кислоти [Choi et al., 2000; Uno et al., 2000; Jakoby et al., 2002]. Регуляція синтезу антоціанів, зокрема, контролюється факторами транскрипції класів MYB та MYC, які мають унікальні структурні особливості для зв’язування з ДНК [Goodrich et al., 1992]. Білки MYB включають консервативний домен із двох або трьох недосконалих повторів з 51–53 амінокислот кожен (R1, R2 і R3) і рівномірно розташованих залишків триптофану всередині повторів. Вони відіграють значну роль у метаболізмі фенілпропаноїдів, клітинному розвитку та реакціях на стрес [Martin and Paz-Ares, 1997; Abe et al., 2003; Agarwal et al., 2006].
Основним ABA-залежним сигнальним шляхом є PYR1/PYL/RCAR-PP2Cs-SnRK2s. У цьому шляху SnRK2 активуються шляхом зв’язування ABA з рецепторами PYR/PYL/RCAR, які утворюють комплекс із білками PP2C [Park, Peterson et al., 2015; Wang et al., 2018; Mega et al., 2019]. Активовані SnRK2 фосфорилюють мішені, як-от ABI3, ABI4, ABI5 та ABF, які залучені до стресової відповіді та індукують відповідні гени [Wang et al., 2018; Bhanbhro et al., 2024]. Ці гени регулюють рух продихів, біосинтез осмолітів та баланс АФК [Albert et al., 2017; Zhang et al., 2024]. 
Сімейство білків SnRK2 є ключовими регуляторами ABA-залежного сигнального шляху (PYL-PP2C-SnRK2), розподіленими на три групи: Група 1 (не активуються ABA), Група 2 (слабо активуються ABA) і Група 3 (сильно активуються ABA) [Boudsocq et al., 2004; Boudsocq et al., 2005; Kulik et al., 2011]. Роль окремих білків SnRK2 різниться: SnRK2.2 і SnRK2.3 регулюють спокій і проростання насіння, а SnRK2.6 — закриття продихів [Fujii et al., 2007; Mustilli, 2002]. SnRK2.7 і SnRK2.8 із Групи 2 підвищують стійкість до посухи шляхом регуляції росту коренів і біомаси за дефіциту поживних речовин [Shin et al., 2007; Umezawa et al., 2004]. Крім того, білки SnRK2 можуть впливати на розпад мРНК під час осмотичного та сольового стресу [Soma et al., 2017; Kawa et al., 2019; Maszkowska et al., 2018; Zhang et al., 2024]. Останні дослідження вказують на те, що TaSnRK2.4 відіграє ключову роль у посухостійкості пшениці, регулюючи осмотичний стрес і підтримуючи ABA-залежні захисні реакції [Zhang et al., 2024]. 
Перехресні взаємодії між гормонами та цукрами також важливі для посухостійкості. Наприклад, MeJA стимулює ген TaSnRK2.9 у пшениці, що посилює стійкість до посухи у трансгенних рослин [Feng et al., 2018]. Екзогенне введення IAA активує гени, як-от WRKY2, WRKY56, WRKY108715, MYB14, MYB48 і DREB2, що підвищує вміст ABA, JA, хлорофілу та сприяє підтриманню рівня цукру та води в листках [Zhang et al., 2020; Bhanbhro et al., 2024].
Припинення ABA-сигналу здійснює білок WD40 (ABT), який взаємодіє з рецепторами PYR1/PYL і PP2C, підвищуючи посухостійкість рослин [Park et al., 2015]. Фермент BIN2, активований ABA, пригнічує білки ABI1 і ABI2, також підвищуючи стійкість до стресу. Білок RD26 підтримує стійкість до посухи, регулюючи фактор транскрипції BES1, що стимулює ріст рослин [Ye et al., 2017]. Крім цього, надмірна експресія TaAREB3 активує гени стресової відповіді RD29A, RD29B, COR15A, COR47 та підвищує стійкість до посухи [Msanne et al., 2011; Wang, Li et al., 2016; Bhanbhro et al., 2024].
Дослідження генів пшениці показало, що TaPYL1-1B підвищує ефективність використання води та збільшує розмір зерна [Mao et al., 2022]. ABA також індукує експресію генів, таких як TaCPK34, TaSNAC8-6A та HVA1, які сприяють покращенню водного балансу [Mao et al., 2020; Li et al., 2020]. Крім того, гени TaGT2L1D і TaMYB31 виявилися важливими для проростання насіння та росту пшениці під час посухового стресу [Zheng et al., 2016]. ABA також регулює закриття продихів через ген TaH2A.7, який підвищує стійкість до посухи без значного впливу на фізіологічний стан рослин [Xu et al., 2016]. Ген TaSNAC4-3A стимулює ріст коренів і проростання насіння, що також позитивно впливає на посухостійкість [Mei et al., 2021]. Крім цього, надмірна експресія TaERF3 і TaDREB1 і TaDREB2, відіграє важливу роль у посухостійкості пшениці [Barnawal et al., 2017].

1.1.7.2. Роль фітогормів GA, IAA, MeJA, ET, SA, CK у забезпеченні посухостійкості
Гіберелінові кислоти (GA) належать до групи тетрациклічних карбонових кислот і відіграють важливу роль у поділі та подовженні клітин, забезпечуючи здоровий життєвий цикл рослин [Colebrook et al., 2014]. Найбільш активні форми GA, GA1 і GA4, безпосередньо впливають на ріст і розвиток рослин [Sponsel & Hedden, 2010]. Рецептор GA вперше був виявлений у грибі через його вплив на рис, а основний сигнальний шлях у рисі - це OsGID1–slender rice1 (OsSLR1)–OsSCFGID2 [Sasaki et al., 2003; Bhanbhro et al., 2024].
Дослідження показали, що біосинтез GA регулюється діоксигеназою, а гени GA2ox у рослинах реагують на абіотичні стреси [Binenbaum et al., 2018]. Наприклад, обробка GA3 підвищила схожість пшениці та її стійкість до посухи [Salih and Tuncturk, 2020]. Інше дослідження продемонструвало, що ген TaRNAC1 у пшениці сприяє збільшенню довжини кореня і біомаси на ранніх стадіях розвитку. У пшениці напівкарликовість забезпечується генами зниження висоти (Rht) сорту, такими як Rht-D1b і Rht-B1b, які нечутливі до гібереліну, що знижує висоту рослин і підвищує стійкість до стресів [Buerstmayr et al., 2016]. Додаткові алелі, як-от Rht-D1c і Rht-B1e, також належать до GA-нечутливих, а такі локуси, як Rht23 і Rht18, поширені в сучасних сортах пшениці [Chen et al., 2015; Bazhenov et al., 2015; Tang et al., 2021]. Ген Rht12, отриманий шляхом мутагенезу у хлібній пшениці, також підвищує посухостійкість [Buerstmayr et al., 2016].
Окрім GA, інший фітогормон індоліл-3-оцтова кислота (IAA) доповнює роль ABA в реакціях на посуху, а його синтез підвищує стійкість рослин [Liu et al., 2013; Sharif et al., 2022]. Наприклад, ген TaCOMT, який індукує синтез IAA, покращує ріст пшениці та регулює проростання в умовах стресу [Yang et al., 2021]. TaDREB2 посилює дію IAA і знижує ABA, сприяючи стійкості рослин до посухи [Barnawal et al., 2017; Bhanbhro et al., 2024].
Жасмонат (MeJA) також відіграє важливу роль у посухостійкості. Наприклад, ген TaEXPB23, відповідальний за ріст колеоптиля пшениці, сприяє стійкості до осмотичного стресу, підвищуючи здатність утримувати воду та знижуючи осмотичний потенціал [Li et al., 2011]. MeJA та ABA взаємодіють у регуляторних механізмах, причому ABA може стимулювати експресію генів біосинтезу MeJA, таких як VaNAC26 і JAZ14 [Zhou et al., 2021]. Крім того, обробка ABA може індукувати розщеплення білків, що регулюють проростання та стійкість до посухи [Mao et al., 2010; Bhanbhro et al., 2024].
Етилен (ET) також має важливе значення в умовах посухи. Наприклад, гени TaERF3 і TaACO1 можуть каталізувати перетворення ACC в ET, сприяючи адаптації рослин до стресу [Chen et al., 2014]. Ген TaRAP2.1, хоча і не впливає на врожайність зерна, підвищує посухостійкість трансгенних рослин Arabidopsis [Amalraj et al., 2016; Bhanbhro et al., 2024].
Саліцилова кислота (SA) допомагає рослинам відновлюватися після осмотичного стресу, викликаного посухою [Jahan et al., 2023]. Наприклад, обробка проростків пшениці SA (0,6 мМ) покращила ріст посухостійких фенотипів завдяки підвищенню експресії білків, важливих для фізіологічних та метаболічних процесів у стресових умовах [Kang et al., 2012]. У трансгенних рослин Arabidopsis з надмірною експресією гена TaEXPA2, спостерігали підвищену чутливість до ABA, збільшене накопичення SA та кращі фенотипічні показники під час посухи [Su et al., 2020]. Ген TaOPR2 належить до підгрупи OPR і сприяє росту та розвитку рослин під час посухового стресу [Wang et al., 2016; Bhanbhro et al., 2024].
Цитокініни (CK) регулюють поділ клітин, фотосинтез, затримку старіння та поглинання поживних речовин, особливо в умовах посухи. Ген IPT, який підвищує рівень CK, допомагає рослинам адаптуватися до посухи, підтримуючи метаболічну регуляцію осмотичного стресу, активність антиоксидантів і фотосинтез [Reguera et al., 2013]. Інші гени, такі як TaIPT, TaZOG і TaGLU, пов'язані з метаболізмом CK, також підвищують стійкість до посухи у трансгенних рослин [Shoaib et al., 2019; Bhanbhro et al., 2024].

1.1.8. Транскрипційна регуляція генів за умов абіотичного стресу
Під впливом стресових умов у різних частинах рослини починають синтезуватися білки, які не тільки захищають клітини, а й активують гени, відповідальні за абіотичну стійкість [Kazuko and Shinozaki, 2006]. Відповідні гени регулюються на трьох рівнях: транскрипційному, посттранскрипційному та посттрансляційному [Mathivanan, 2021].
Регуляція транскрипції у рослин передбачає ремоделювання структури хроматину, а також дію регуляторних елементів, таких як цис-елементи (енхансери та промотори) і трансрегуляторні елементи (транскрипційні фактори). Стресові фактори змінюють патерн метилювання ДНК та модифікують гістонові білки, що призводить до пригнічення або посилення експресії певних генів [Mathivanan, 2021].
Промотори — це специфічні ділянки ДНК, які зв’язують РНК-полімеразу та транскрипційні фактори, що запускають транскрипцію [Juven-Gershon et al., 2008]. Серед головних транскрипційних факторів, що активуються у відповідь на стрес, виділяють DREB, CBF, MYB, родину bZIP, AP2/EREBP, NAC, WRKY та фактори з цинковими пальцями. Вони ініціюють захисні реакції, зв’язуючись із відповідними промоторами генів [Hu et al., 2006; Meriç et al., 2021]. Наприклад, надмірна експресія WRKY11 у рисі під контролем промотора білка теплового шоку (HSP101) підвищує його стійкість до посухи [Chen et al., 2012; Wu et al., 2009; Mathivanan, 2021].
Цис-елемент C-repeat/dehydration response element (CRT/DRE), відповідальний за експресію гена RD29A, відіграє важливу роль у відповіді рослин на холод, посуху та високий рівень солі [Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2006]. Цей елемент може зв'язуватися з білками CBF. У арабідопсисі три гени CBF (CBF1–3) активують морозостійкість, зв’язуючись з послідовністю CRT/DRE (A/GCCGAC) у промоторах COR-генів [Liu et al., 1998; Gilmour et al., 1998; Medina et al., 1999]. Наприклад, надмірна експресія CBF1 посилює активність COR-генів, підвищуючи стійкість до морозів [Jaglo-Ottosen et al., 1998; Mathivanan, 2021; Yadav et al., 2020].
Посттранскрипційна регуляція генів починається після утворення пре-мРНК і включає етапи процесингу пре-мРНК (кепінг, сплайсинг, поліаденілування), транспортування мРНК з ядра в цитоплазму, підтримки стабільності мРНК і її трансляції [Floris et al., 2009]. Важливим механізмом цієї регуляції є альтернативний сплайсинг (AS), що адаптує експресію генів до різних стресів. Наприклад, ген STA1 забезпечує правильний сплайсинг мРНК для стійкості до холоду, тоді як ген RCF1 кодує РНК-геліказу, що підтримує сплайсинг під час стресу [Lee et al., 2006; James et al., 2012; Calixto et al., 2018; Mathivanan, 2021].
Xi та ін. [2023] виявили стрес-специфічний ген ZM366, що накопичує інформаційну РНК у різних тканинах пшениці під час посухи. Крім того, дослідження показали активацію кількох генів, пов'язаних з метаболізмом гормонів гіберелінової кислоти (GA), саліцилової кислоти (SA) та абсцизової кислоти (ABA), через 8 днів після початку посухового стресу [Mao et al., 2022]. Dugasa та ін. [2021] за допомогою транскриптомного аналізу дослідили молекулярні механізми у різних органах пшениці під час посухового стресу, виявивши важливість сигнальних шляхів ABA і NAC, згортання білків та синтезу осмотичних захисних речовин у реакції на стрес у колосках, зернах і листі. Також було відмічено посилену активність гена TaCOMT у відповідь на посуху [Yang et al., 2021; Bhanbhro et al., 2024].
Посттрансляційні модифікації, такі як фосфорилювання, сумоїлювання та убіквітування білків, відіграють важливу роль у відповіді рослин на абіотичні стреси, сприяючи адаптивним реакціям. Наприклад, мітоген-активовані протеїнкінази (MAPKs) та SNF-1-споріднені протеїнкінази (SnRKs) утворюють сигнальні каскади, що активуються під час дегідратації та осмотичного стресу через фосфорилювання специфічних залишків [Zhu, 2002]. Білок XERICO регулює рівень абсцизової кислоти (ABA), активуючи транскрипцію гена AtNCED3, що бере участь у відповідях на водний дефіцит, як-от закриття продихів [Yoshida et al., 2006; Ko et al., 2006; Mazzucotelli et al., 2008; Mathivanan, 2021].
Модифікації гістонів, такі як ацетилювання та деацетилювання, а також метилювання ДНК, впливають на експресію генів при холодовому стресі [Kim et al., 2015]. Наприклад, гістонова деацетилаза HDA6 підвищує морозостійкість шляхом деацетилювання гістонів H3 і H4, також регулюючи гени, такі як DREB1 у кукурудзи [To et al., 2011; Hu et al., 2011; Roy et al., 2014; Mathivanan, 2021].
Отже, можна виділити декілька шляхів захисту від абіотичних стресів: (I) осмотичний/окислювальний шлях, де MAPK активує антиоксидантні ферменти та осмоліти; (II) Ca²⁺-залежний шлях, що активує гени пізнього ембріогенезу (LEA) через DRE/CRT; та (III) Ca²⁺-залежний шлях SOS, який регулює іонний гомеостаз [Xiong et al., 2002; Rodríguez et al., 2005; Mathivanan, 2021].
1.1.9. Фактори транскрипції 
Після розгляду загальних механізмів транскрипційної регуляції в минулому розділі, перейдемо до аналізу ролі основних транскрипційних факторів, що беруть участь у реакціях на абіотичний стрес. Фактори транскрипції — це білки, які зв'язуються з промотором відповідного гена для регулювання його експресії. Під час посухового стресу особливо важливими є фактори NAC, DREB і CBF [Nasir et al., 2023; Meriç et al., 2021]. 
Білки NAC належать до найбільшого сімейства транскрипційних факторів, що мають висококонсервативний ДНК-зв’язуючий домен NAC на N-кінці, та це сімейство включає велику кількість генів, що відповідають за стійкість до посухи [Meriç et al., 2021; Xu et al., 2015; Mao et al., 2020; Bhanbhro et al., 2024]. Вони контролюють процеси, такі як поділ клітин, розвиток квіток, ріст бічних коренів, старіння, баланс фітогормонів та формування вторинних клітинних стінок. Наприклад, ген TaNAC29 з пшениці підвищує стійкість до солоності та зневоднення завдяки активації антиоксидантних ферментів і залученню сигнального шляху ABA [Huang et al., 2015]. Подібні ефекти спостерігалися при надмірній експресії TaNAC67, яка підвищує стійкість до посухи, солоності та холоду шляхом активації генів стресостійкості, таких як DREB1A, DREB2A, RD29A, RD29B, RD22, COR15 і Rab18 [Mao et al., 2014; Shah et al., 2014; Meriç et al., 2021]. Надмірна експресія гена TaNAC2A значно підвищує стійкість рослин до посухи [Xu et al., 2015]. Серед гомологічних NAC-генів у пшениці також виділяються TaNAC29, який зберігає стабільний рівень експресії в коренях, та TaNAC69 активується в листі, посилюючи загальну стійкість рослини до стресу [Xue et al., 2011; Bhanbhro et al., 2024].
Фактори транскрипції сімейства MYB, поширені в рослинах, відіграють ключову роль у різних фізіологічних і біохімічних процесах, таких як розвиток клітин, клітинний цикл, гормональні цикли, первинний і вторинний метаболізм, передача сигналів, а також відповіді на біотичні й абіотичні стреси [Wang et al., 2016]. Дослідження Su із співавторами [2014] показують, що введення гену GmMYBJ1 виявляє підвищену стійкість до посухи та солоності, а також показали вищу висоту й меншу швидкість втрати води при зневодненні та холодовому стресі у рослин. Транскрипційний фактор TaMYB3R1 з пшениці також сприяв посухостійкості у рослин Arabidopsis, зменшуючи транспірацію через закриття продихів під час стресових умов [Cai et al., 2015; Meriç et al., 2021].
Основна лейцинова застібка (bZIP) — це клас транскрипційних факторів, що мають збережений домен bZIP, який включає область для зв’язування з ДНК і ядерної локалізації на N-кінці та лізин-багату ділянку для димеризації на C-кінці. Дослідження Agarwal та ін. [2019] показало, що гени сімейства bZIP, специфічні для пшениці, експресуються в різних тканинах на всіх стадіях розвитку — від проростків до репродуктивних органів. Ця тканинноспецифічна експресія підтверджує попередні дослідження, де виявлено специфічну локалізацію для таких генів, як TabABL1, TaAREB3, TaABP1 та TabZIP14-B. Зокрема, експресія TaAREB3 у різних тканинах та за умов абіотичного стресу, як-от посуха, низька температура та обробка ABA, свідчить про його важливу роль у стресостійкості. Крім того, гени TaHDZipI-3 і TaHDZipI-4, що активуються під час посухового стресу, відіграють важливу роль у покращенні стійкості пшениці до посухи [Yang et al., 2020]. Інші дослідники також виявили, що надмірна експресія TabZIP2 у пшениці сприяє посухостійкості та збільшує масу насіння в умовах стресу [Luang et al., 2018; Bhanbhro et al., 2024].
Сімейство білків WRKY – є важливими регуляторними факторами транскрипції, які містять два консервативних домени WRKY з приблизно 60 амінокислот, включаючи послідовність WRKYGQK на N-кінці та цинковий пальцевий мотив на C-кінці [Eulgem et al., 2000]. WRKY-білки беруть участь у розвитку рослин, таких як старіння листя, регуляція біосинтетичних шляхів, сигналізація гормонів, ембріогенез та розвиток трихом. У стресових умовах WRKY покращують фізіологічні показники, зокрема схожість насіння, довжину коренів і вміст хлорофілу. Трансгенні рослини Arabidopsis thaliana, що містять ген пшениці TaWRKY79 (Triticum aestivum), демонструють підвищену толерантність до сольового та іонного стресу завдяки здатності подовжувати корені при впливі солі [Meriç et al., 2021]. У дослідженнях посухостійких і чутливих до посухи сортів пшениці було виявлено, що під час посухового стресу експресія транскриптів TaWRKY посилюється, особливо в коренях посухостійких сортів. Крім того, надмірна експресія гена TaWRKY2 значно підвищує посухостійкість та врожайність зерна у пшениці [He et al., 2016; Gao et al., 2018; Bhanbhro et al., 2024].
Сімейство транскрипційних факторів Apetala2/етиленового зв’язування (AP2/ERF) характеризується консервативним доменом APETALA2 (AP2)/етиленового зв’язування (EREB), що складається з 40–70 амінокислот і залучений до зв’язування ДНК. AP2/ERF включає чотири основні групи: Apetala2 (AP2), RAV (інтенсивний абсцизовий білок 3/Viviparous), DREB (білок, що реагує на дегідратацію) і ERF (фактор, що реагує на етилен). Ці фактори регулюють ріст рослин і відповіді на різні стреси [Sharoni et al., 2011; Meriç et al., 2021].
В Arabidopsis транскрипційний фактор WAX INDUCER1/SHINE1 (SHINE1) із сімейства AP2/ERF регулює біосинтез кутикули. Надмірна експресія гену SHINE1 стимулює накопичення воску, активуючи гени, що кодують ферменти для його синтезу [Oshima et al., 2013]. Аналогічно, надмірна експресія TaSHN1 у пшениці підвищує стійкість до посухи шляхом зміни складу кутикули, посилення її біосинтезу та зменшення щільності пор у листі порівняно з рослинами дикого типу. Проте активація промотора TaSHN1, що сприяла посухостійкості трансгенних рослин, також знижувала врожайність зерна в контрольованих умовах вирощування [Bi et al., 2018; Bhanbhro et al., 2024].
Фактори AP2/ERF також беруть участь у сигнальних шляхах жасмонату та абсцизової кислоти. Наприклад, ген EREB1 у рослин рису сприяє підвищенню рівня α-ліноленату, жасмонату та абсцизової кислоти, що підвищує стійкість до біотичних і абіотичних стресів [Jisha et al., 2015]. Білки DREB взаємодіють із генами, залученими у біосинтез поліамінів, що дозволяє рослинам переносити сольовий стрес [Peng et al., 2013; Meriç et al., 2021].
Білки DREB/CBF зв’язуються з цис-діючими елементами DRE і CRT (CCGAC), що ініціюють експресію генів у відповідь на холодовий і водний стреси. Наприклад, білки CBF1, CBF2 і CBF3 активуються стресом і опосередковують транскрипцію генів, таких як rd29A, rd17, cor6.6, cor15a, erd10, kin1 та kin2 [Ingram and Bartels, 1996; Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998; Wang et al., 2003].
Дослідження Liu та ін. [2018] показало, що надлишкова експресія TaDREB1A у пшениці покращує схожість насіння та загальну толерантність до стресу. TdDRF1, інший ген із сімейства DREB, також сприяє стійкості до посухи та покращує агрономічні характеристики рослин під час стресу [Latini et al., 2022; Bhanbhro et al., 2024].

1.1.9.1. Підродина DREB та її роль у геномі пшениці 
Суперродина білків APETALA2/етилен-реагуючих елемент-зв’язуючих білків (AP2/EREBP) залежно від кількості доменів AP2 та схожості білкової послідовності поділяється на три основні родини: родина AP2 — містить один або два домени AP2; родина RAV — включає домени AP2 та B3; сімейство ERF (етилен-реагуючі фактори) — має один домен AP2 [Riechmann and Meyerowitz, 1998; Sakuma et al., 2002; Han et al., 2022].
Сімейство ERF містить найбільшу кількість генів і відіграє ключову роль у розвитку рослин, відповіді на різні стреси та регуляції передачі сигналів фітогормонів [Licausi et al., 2013; Verma et al., 2016; Xie et al., 2019]. ERF поділяється на дві основні підродини на основі амінокислот у домені AP2: підродина DREB (відповідальна за дегідратацію) та підродина ERF. Підродина DREB характеризується залишками 14-V і 19-E, тоді як підродина ERF містить залишки 14-A і 19-D. Залежно від дослідження, ERF можна поділити на 10 груп (I-IV для DREB і V-X для ERF) або 12 груп (A-1 до A-6 для DREB і B-1 до B-6 для ERF) [Sakuma et al., 2002; Nakano et al., 2006].
Підродина DREB є добре дослідженою через її ключову роль у відповідях на абіотичні стреси, такі як спека, холод, посуха, надлишок води та солоність. Білки DREB зв’язуються з промоторами цільових генів, що реагують на дегідратацію (DRE), і активують ці гени у відповідь на стресові умови [Sakuma et al., 2002; Agarwal et al., 2017; Ohama et al., 2017; Guo et al., 2018]. Висока подібність білків DREB у межах груп сприяє їх здатності компенсувати функції один одного, що є характерним для підродини DREB порівняно з підродиною ERF [Nakano et al., 2006; Han et al., 2022].
C-repeat binding factors (CBF), що належать до групи A-1 підродини DREB, мають специфічні мотиви з обох боків домену AP2 та беруть участь у холодовій акліматизації наземних рослин [Jaglo et al., 2001; Guo et al., 2018; Shi et al., 2018; Li, Chen et al., 2020]. Білки DREB2 (DREB2A/B/C) з групи A-2 сприяють стійкості до таких стресів, як спека, холод, посуха, надмірна вологість і солоність [Matsukura et al., 2010; Ohama et al., 2017]. У групі A-5 білки підгрупи IIa, які мають амфіфільний мотив репресії EAR, виконують роль репресорів транскрипції, що контролюють стійкість до посухи та холоду [Kagale et al., 2010; Amalraj et al., 2016; Han et al., 2022]. 
Гени Dreb кодують три консервативні домени: ДНК-зв’язуючий домен EREBP/AP2, сигнал ядерної локалізації на N-кінці та область, багату на амінокислоти серин і треонін. Як було сказано раніше, у специфічності зв’язування з ДНК основну роль виконують валін у 14-му положенні та глутамінова кислота в 19-му положенні [Sakuma et al., 2002; Rustamova et al., 2021]. Транскрипційні фактори DREB зв’язуються з дев'ятипарним C-повтором або DRE-мотивом (TACCGACAT) у промоторній області генів-мішеней. Вперше DRE-елемент із базовою послідовністю (ACCGAC) був ідентифікований у промоторі гена rd29A [Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994; Sazegari and Niazi, 2012; Rustamova et al., 2022]. Наявність DRE/CRT-мотиву в промоторі гена DREB вказує на можливий контроль його експресії іншими транскрипційними факторами, що взаємодіють із цим мотивом, що сприяє не лише стійкості до певних видів стресу, таких як посуха, але й підвищує загальну стресостійкість рослин [Khan, 2011; Rustamova et al., 2022].
Ген TaDREB1 у пшениці був виділений зі зразка, як раз отриманого під час посухового стресу [Shen et al., 2003]. Цей ген містить консервативний домен EREBP/AP2 і розташований на хромосомі 3BL у пшениці, тоді як інші гени Dreb1 знаходяться на хромосомах 3A, 3B та 3D. Аналіз послідовності показав, що кДНК вставка TaDreb1 має довжину 1,3 кб, включаючи повну ORF на 837 п.н., 5'-UTR на 251 п.н. та 3'-UTR на 204 п.н. Цей ген кодує поліпептид із 278 амінокислотами з молекулярною масою 30,3 кДа, а його картування показало, що він знаходиться між маркерами Xmwg818 і Xfbb117 на хромосомі 3BL [Wei et al., 2009; Rustamova et al., 2021].
Han та ін. [2022] у дослідженні еволюції та функцій підродини білків DREB виявили, що деякі генні групи розширилися та диверсифікувалися, що підвищило їхню стресостійкість. Дослідники наголошують на важливості збереження критичних генів у злакових, таких як ERF014, які коеволюціонують із білковми кластерами теплового шоку, додатково підсилюючи стійкість. Rustamova та ін. [2021] визначили, що під впливом посухи експресія гена Dreb1 значно зростає в усіх генотипах пшениці, причому в толерантних генотипів це зростання виражене сильніше, ніж у чутливих.
Хоча значний прогрес у геноміці сприяв покращенню багатьох культурних рослин, геном пшениці залишається складним для дослідження через великий розмір (~17 000 мегабаз) і високий рівень повторюваних елементів (>85%). Сучасна анотація налічує 124 201 білковий ген, що походить із трьох предкових геномів [International Wheat Genome Sequencing Consortium, 2018]. Гексаплоїдна пшениця Triticum aestivum (AABBDD) успадкувала геном «A» від Triticum urartu, «B» від Aegilops speltoides і «D» від Aegilops tauschii. Ці види-прабатьки є важливими джерелами генетичної різноманітності [Rustamova et al., 2022].
Rustamova та ін. [2022] виявили значне нуклеотидне різноманіття в геномі B, включаючи мутації, вставки та делеції, які можуть впливати на стресостійкість. Зокрема, шість несинонімічних SNPs у T. urartu та чотири у Ae. tauschii впливають на здатність білків до зв’язування, підвищуючи здатність рослини зберігати водний баланс під час посухи. Найвищий рівень різноманіття генів підродини DREB спостерігався в Ae. speltoides, що підтверджує складну еволюцію геному. 
Аналіз гена TaDreb-B1 показав його наявність у трьох субгеномах пшениці (A, B, D) з 13 новими алельними варіантами, що свідчить про високу генетичну поліморфність і складність механізмів посухостійкості [Liu et al., 2018]. Дослідження також продемонстрували, що стійкість до осмотичного стресу під час пророщування насіння тісно пов'язана з експресією TaDreb1-D. Цікаво, що в умовах осмотичного стресу гени TaDreb1-A і TaDreb1-B не виявляли активності, тоді як TaDreb1-D демонстрував значну експресію. У стійких до осмотичного стресу ліній рівень експресії TaDreb1-D був вищим, досягаючи піку через 24 години після початку стресу, тоді як у чутливих ліній цей пік настав раніше, через 12 годин [Liu et al., 2018].
Дослідження показують, що гени DREB відповідають на абіотичний стрес у різний час. В Arabidopsis ген AtDreb1A активується через 10 хвилин при 4°C, а AtDreb2A — через 10 хвилин за умов посухи або солоності (250 мМ NaCl), проте обидва не реагують на ABA [Liu et al., 1998]. У рису OsDreb1A і OsDreb1B активуються через 40 хвилин після впливу холоду; OsDreb1A також реагує на сіль через 5 годин, тоді як OsDreb1C демонструє стабільну експресію. Осмотичний стрес і сіль активують OsDreb2A через 24 години, проте відповідь на ABA і холод слабша [Dubouzet et al., 2003]. У пшениці також спостерігаються подібні реакції: транскрипти PgDreb2A активуються холодом, посухою та сіллю, тоді як TaDreb1 реагує лише на холод, майже не відповідаючи на посуху чи сіль. Наприклад, ген WCBF2 у пшениці активується низькою температурою і посухою, але не ABA, тоді як CBF4 в Arabidopsis активується посухою та ABA, але не холодом. При цьому експресія CBF4 під час посухи знижується у мутантів, що не продукують ABA, що підкреслює важливу роль цього гормону у відповіді на водний дефіцит [Kume et al., 2005; Agarwal et al., 2006].

1.2. KASP для відбору посухостійкої пшениці
Технологія Kompetitive Allele-Specific PCR (KASP) – це метод алель-специфічної ПЛР, що дозволяє точно генотипувати однонуклеотидні поліморфізми (SNP), які є важливими для вивчення цільових генетичних механізмів [Eltaher et al., 2023; Mohamed et al., 2023]. KASP є надзвичайно ефективним інструментом для селекційних програм, забезпечуючи високу продуктивність та можливість генотипування великої кількості зразків одночасно. Метод KASP, як альтернатива складнішим технікам (SSR, RFLP, AFLP), пропонує високу точність, економічність і гнучкість, що робить його незамінним для покращення посухостійкості пшениці [Rasheed et al., 2016; Zhao et al., 2019; Eltaher et al., 2023]. 
Для проведення KASP-аналізів Rasheed та ін. [2016] розробили маркери для широкого спектра генів, які регулюють ключові агрономічні ознаки пшениці: TaDreb-B1 і 1-Fehw3, що відповідають за стійкість до посухи через осмотичний стрес і ремобілізацію водорозчинних вуглеводів; Ppd-B1, Ppd-D1, Vrn-A1, Vrn-B1, Vrn-D1, що впливають на фотоперіодичну чутливість, яровизацію; Rht-B1 і Rht-D1, які забезпечують напівкарликовість і регулюють висоту рослини; TaSus2-2B, TaGS-D1, TaCKX-D1, TaTGW6-3A, пов’язані з регуляцією маси зерна; TaMoc1-7A і TaCwi-4A, що впливають на кількість зерен у колосі; Glu-A1, Glu-B1, Glu-D1, які кодують високомолекулярні глютенінові субодиниці, що визначають хлібопекарські властивості; Pina-D1, Pinb-D1, Pinb-B2, що регулюють твердість зерна; Ppo-A1 і Ppo-D1, які визначають поліфенолоксидазну активність; TaPod-A1, який регулює антиоксидантну активність; Wx-B1, що визначає ваксулярний крохмаль і асоціюється з вмістом крохмальних гранул; Lr14a, Lr21, Lr34, Lr47, Lr68, Yr15, Yr36, Sr2, Sr36, що забезпечують стійкість до хвороб, (листкова, смугаста, стеблова іржа).  Ці маркери є ефективним інструментом для ідентифікації алельних варіацій і селекції пшениці з поліпшеними характеристиками.
Діагностичні SNP та InDel для різних алелів прелічених генів були ідентифіковані, а KASP-праймери створені з використанням стандартних хвостів FAM і HEX із цільовим SNP на 3'-кінці. Ця модифікація потрібна для приєднання флуоресцентних міток. Для визначення наявності або відсутності генів цільовий алель (наявність гена) було позначено фарбою FAM (синього кольору), а нецільовий алель (відсутність гена) — фарбою HEX (червоного кольору). Особливістю методики є використання ПЛР «тачдаун» – зі зниженням температури на 0,8 °C за цикл та зчитування результатів за допомогою аналізатора, що зчитує флюоресценцію, такого як FLUOstar Omega. Спільний праймер було спроектовано так, щоб загальна довжина амплікону не перевищувала 120 п. н. [Rasheed et al., 2016]. 
Розроблені маркери були створені на основі опублікованих даних інших авторів із використанням програми Geneious Pro v4.8.3 і протестовані на панелі з 300 генотипів пшениці з різних країн світу. Це підтвердило їх високу ефективність у селекційних програмах, спрямованих на маркер-асоційований добір. Перевірка KASP-аналізів у панелі сортів та батьківських популяціях підтвердила їх асоціацію з відповідними фенотипами, що свідчить про їхню придатність для застосування у селекційних програмах пшениці [Rasheed et al., 2016].
Zhao та ін. [2019] вивчали основні гени, що впливають на врожайність, якість та стійкість до стресів, використовуючи колекцію з 1152 глобальних зразків пшениці, та проводили генотипування за 47 функціональними генами за допомогою KASP. Автори провели детальний аналіз алельної різноманітності між місцевими сортами (landraces) та сучасними сортами, що дозволило виявити значні фенотипові зміни за 11 ключовими ознаками. У результаті були визначені алелі, які зазнали сильної позитивної або негативної селекції. Наприклад, такі алелі, як Sus1-7A-Hap-H, TGW6-A1a, Cwi-4A-Hap-C, піддавалися сильному відбору у сучасних сортах. Дослідження також показало, що селекція суттєво змінила частоти алелів між традиційними сортами та сучасними. Деякі гени, такі як Rht-B1b, Rht-D1b, що раніше були відсутні в місцевих сортах, стали поширеними серед сучасних. 
У дослідженні Rehman et al. [2021] було протестовано два KASP-маркери, Fehw3 та TaDreb-B1, на 200 генотипах пшениці для підтвердження їхньої асоціації з ознаками, які підвищують врожайність та стійкість до посухи. Аналіз виявив кластери для кожного гена, що підтверджує точність та специфічність KASP навіть у складних генетичних фонах. Дослідження продемонструвало новизну, досліджуючи ефект генів TaDreb-B1 та Fehw3 на параметри росту проростків при високих концентраціях PEG-6000, що раніше не було задокументовано.















2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1. Матеріал для дослідження 
Для дослідження було взято 12 сортів пшениці, виведені в Інституті зрошуваного землеробства НААН України (ІЗЗ НААН, м. Херсон). Ці сорти створювалися в Херсонському степу, адаптовані для степової зони, мають високий рівень стійкості до посухи та відзначаються хорошими агрономічними показниками в різних умовах, що надає підґрунтя для дослідження механізмів посухостійкості (Табл. 1). 
Таблиця 1
Характеристики херсонських сортів визначена за  [Вожегова, 2020]
	Сорт
	Зона вирощування 
	Потенціал урожайності (т/га)
	Рівень стійкості до посухи  у степу, бал
	Зимостійкісь


	Анатолія
	Степ
	9,5
	Високий, 8,3
	Середня

	Благо
	Степ, Лісостеп, Полісся
	7,8–9,1
	Високий
	Вище середньої

	Бургунка
	Степ
	9,0
	Високий, 8,3
	Вище середньої 

	Кошова
	Степ, Лісостеп
	9,5
	Високий, 8,4
	Висока

	Овідій
	Степ, Лісостеп, Полісся
	9,5–10,0
	Високий
	Висока

	Росинка
	Степ
	9,0–10,0
	Високий, 8,1
	Вище середньої

	Соборна
	Степ
	9,5
	Високий, 8,0
	Висока

	Херсонська безоста
	Степ, Лісостеп, Полісся 
	8,5–9,5
	Високий
	Підвищена

	Конка
	Степ, Лісостеп
	10,1
	Високий, 8,0
	

	Ледя
	Степ
	9,0
	Високий, 8,0
	

	Кохана
	Степ, Лісостеп 
	9,0–9,5
	Високий
	Вище середньої

	Марія
	Степ
	5,0–9,0
	Високий, 8,5
	Вище середньої



Для ПЛР-аналізу додатково використовували сорт Миронівська 808, який Ткачов та ін. [2010] визначили як низькопосухостійкий через меншу здатність підтримувати водний статус листків та інтенсивність фотосинтезу в умовах посухи порівняно з більш продуктивними сортами, а також зменшене співвідношення сухих мас кореня до надземної частини. Досліджень генотипу цього сорту за генами DREB, пов'язаними з посухостійкістю, раніше не проводилося, що робить його аналіз у цьому аспекті актуальним.
З метою створення контрольної групи було обрано ще п'ять сортів пшениці, стійких до посухи, за результатами дослідження Ahmed та співавт. [2022]. Ці сорти були оцінені авторами за фізіологічними та морфологічними показниками під час осмотичного стресу на стадії проростків. Дослідження виявило, що толерантні генотипи демонстрували підвищений рівень глюкози, білка, загальних розчинних вуглеводів та проліну під впливом посухи, тоді як рівень фруктози та амінокислот знижувався. Автори припускають, це є результатом генетичної пластичності, що дозволяє толерантним генотипам адаптуватися до умов посухи через використання проліну як механізму захисту від стресу. Всі сорти контрольної групи були визначені як толерантні до посухи та характеризувалися такими ознаками: сильне відновлення біомаси після посухи, короткорослість (крім Gimmeiza-12), стійкість до в’янення, а також високий рівень виживання в умовах водного дефіциту. Результати також вказують на трішки вищу стійкість єгипетських генотипів порівняно з марокканськими та американськими. Дослідники також висунули гіпотезу, що толерантні генотипи можуть містити інші гени та алелі, які сприяють стійкості до посухи, окрім гена TaDREB1.
Згідно з дослідженням Ahmed та ін. [2022], сорти MISR1, SAKHA93, Gimmeiza-12, PI525434 і Hutch відрізнялися за генотипом. Єгипетські сорти (MISR1, SAKHA93, Gimmeiza-12) були проаналізовані на наявність Dreb-генів, і в усіх трьох було виявлено гени Dreb-B1, Dreb-A1 і Dreb-D1. Однак у статті не було вказано конкретний алель гена Dreb-B1, що досліджувався. Сорти PI525434 і Hutch, які мали дещо нижчий індекс толерантності до посухи порівняно з єгипетськими сортами, не містили генів Dreb-B1 та Dreb-A1, як вказували Ahmed та ін. [2022]. Також у дослідженні Ahmed та ін. [2022] було розроблено три пари праймерів до різних послідовностей гена Dreb-D1. У сорту PI525434 наявність гена Dreb-D1 було підтверджено за допомогою трьох різних комбінацій праймерів, тоді як для сорту Hutch ампліфікація гена Dreb-D1 була виявлена лише з використанням однієї пари праймерів.
У Табл. 2 наведено основні характеристики, країну походження та рівень стійкості до посухи контрольної групи сортів згідно Ahmed та ін. [2022].
Таблиця 2
Характеристики контрольної групи сортів визначених за  [Ahmed et al., 2022]
	Сорт
	Країна походження
	Рівень стійкості до посухи 
	DTI
	Dreb-A1/
Dreb-B1
	Dreb-D1
	Генотип DREB специфічних генів

	MISR1
	Єгипет
	Високий 
	2,8
	++/+
	+++
	6 генів на 3А, 3B  і 3D хромосомі

	SAKHA93
	Єгипет
	Високий
	3,17
	++/+
	+++
	6 генів на 3А, 3B  і 3D хромосомі

	Gimmeiza-12
	Єгипет
	Високий
	3,68
	++/+
	-++
	5 генів на 3А, 3B  і 3D хромосомі

	PI525434
	Марокко
	Високий
	3,48
	--/-
	+++
	3 гени на 3D хромосомі

	Hutch
	США
	Високий
	3,66
	--/-
	+--
	1 ген на 3D хромосомі


Примітка: DTI – комплексний показник стійкості рослин до посухового стресу (індекс толерантності до посухи), який розраховується як середнє значення нормалізованих індексу толерантності (TI) та індексу відновлення (RI). Формула для розрахунку DTI враховує стандартні відхилення, що дозволяє коригувати індекси на фенотипову варіативність. Значення DTI варювали від 2,7 до 7,03; низькі значення DTI свідчать про високу толерантність генотипу до посухи.

2.2. Метод визначення толерантності рослин до посухи за допомогою змодельованого осмотичного стрес-тесту
Оцінку толерантності сортів пшениці до індукованого осмотичного стресу проводили шляхом пророщування насіння (25 шт.) на фільтрувальному папері змоченому 12% розчином PEG 6000 із осмотичним потенціалом -0,2 МПа в період 2024 року. Для контролю − 25 насінин кожного сорту пророщували на фільтрувальному папері, змоченому у дистильованій воді, при температурі 21±2°C у темряві протягом 3 днів та 5 днів при 12-годинному фотоперіоді. Фільтрувальний папір використовували розміром 40x20 см на кожен сорт. Насіння розкладали  зародком вниз в ряд із відстанню 1,5 см між зернами, після чого згортали у рулон. Рулони поміщали у поліетиленові пакети, залишаючи верхню частину відкритою для забезпечення доступу повітря [Landjeva et al., 2008].
За обробки PEG 6000 очікується реакція, подібна до реакції, спричиненої природною посухою, а саме відбувається пригнічення проростання насіння, зменшується сила росту коренів і пагонів [Landjeva et al., 2008]. На восьмий день експерименту вимірювали довжину пагона, колеоптиля, та кореня. Значення схожості визначали шляхом розрахунку відсотка пророслого насіння від загальної кількості. Для кожного сорту розраховували індекс толерантності до осмотичного стресу − як відношення значень виміряної ознаки в умовах стресу до значень, що спостерігали в контрольних умовах. 
Узагальнені за трьома повторностями результати стрес-тесту аналізували за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA) за використання програми Statistica 8.  Під час аналізу було створено матрицю даних із середніми значеннями для кожного повторення. Достовірність відмінностей між сортами за кожною ознакою оцінювали за методом найменшої істотної різниці (НІР) [Доспехов, 1985; Мармоза 2013] на рівні значущості 0,05. Цей критерій дозволяє встановити, чи різниця між значеннями є результатом реального впливу факторів, чи випадкових варіацій у даних. Значення НІР0,05 означає, що з імовірністю 95% різниця, більша або рівна цьому порогу, не є випадковою. 
Важливо зазначити, що в попередньому дослідженні, проведеному на бакалавраті, ця методика була ефективною для оцінки впливу осмотичного стресу, викликаного 12 % PEG 6000, на проростки пшениці. Спостерігалося значне зменшення розмірів коренів і пагонів, що вказувало на відповідь рослин на стресові умови. Однак результати не були статистично достовірними через недостатню вибірку та використання «низькоякісного» насіння, отриманого з Генбанку Інституту рослинництва ім. В.Я. Юр'єва (с. Устимівка, Харківська область). До надісланих нам зразків насіння не було надано інформації про рік збору насіння, умови його зберігання і однорідність попередніх умов вирощування. Вважаємо, що можливість різного терміну зберігання насіння різних херсонських сортів пшениці, призвело до того, що нами були отримані різнородні дані щодо проростання насіння в умовах осмотичного стресу, як наприклад, насіння сотру Благо зовсім не проростало ні в умовах контролю, ні  в умовах осмотичного стресу.
У зв'язку з цим «негативним» досвідом отриманим  при виконанні експерименту в бакалаврській роботі, в поточному експерименті для магістерської роботи було виращене і зібране нове насіння одного року врожаю (2023). Для отримання більш стандартизованого насіння херсонські сорти пшениці м’якої вирощували  у період 2022/2023 сільсько-господарський рік на одному полі в однакових умовах вирощування (СПГ, Дачне), під контролем провідного наукового співробітника відділу стійкості до абіотичних факторів к. с.-г. н. В.Ю. Сєчняк. На нашу думку, таке «стандартизоване» насіння, виращене в однакових умовах, одного року збору врожаю повинно забезпечити більшу надійність результатів  експеременту щодо  вивчення реакції паростків пшениці на змодельований осмотичний стрес. Кількість насіння для пророщування в нашому експерименті 2024 року була збільшена з 8 до 25 насінен для кожного сорту. Методику пророщування було модифіковано для підвищення ефективності: замість використання чашок Петрі насіння пророщували на фільтрувальному папері в рулонах, які вкладали в поліетиленові пакети. Такій підхід створює стабільний мікроклімат, зменшує випаровування вологи з поверхні субстрату та запобігає його пересиханню.  

2.3. Метод виділення ДНК зі 2% СТАВ 
Для екстракції геномної ДНК, зерена пшениці попередньо подрібнювали до стану порошку, після чого переносили в стерильні пробірки типу Eppendorf. До кожного зразка додавали 500 мкл лізуючого буфера з 2% CTAB (1,4 М NaCl, 20 мM ЕДТА, 100 мM Трис-НCl, pH 8 при 25˚С, 2% СТАВ) та ретельно перемішували. Отримані гомогенати інкубували при 80°C протягом 60 хвилин, перемішуючи кожні 15 хвилин на вортексі, що забезпечувало розщеплення клітинних мембран і звільнення нуклеїнових кислот в лізуючий розчин. Висока температура і детергент CTAB (цетилтриметиламоній бромід) руйнували фосфоліпідний шар мембран та денатурували білки, забезпечуючи доступ геномної ДНК для подальшої очистки.
Після інкубації в кожну пробірку додавали 500 мкл суміші хлороформ:ізоаміловий спирт (24:1) та інтенсивно перемішували на вортексі для депротеїнізації білкових компонентів. Пробірки центрифугували при 12 000 об./хв протягом 10 хвилин на центрифузі MiniSpin (Eppendorf, Німеччина). Надосадову фазу переносили у нові стерильні пробірки, додаючи по 500 мкл холодного ізопропілового спирту для осадження ДНК, після чого зразки знову центрифугували при тих же умовах протягом 5 хвилин.
Отриманий осад ДНК тричі промивали 70% етиловим спиртом для видалення залишкових домішок, потім осад підсушували при кімнатній температурі до випаровуваня залишків етилового спірту. Підсушену ДНК ресуспендували у 200 мкл дистильованої води, інкубували при 60°C протягом 10 хвилин, щоб забезпечити повне розчинення осаду, та додатково перемішували для отримання однорідного розчину [Doyle, 1991]. 
Концентрація ДНК була виміряна за допомогою спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) і становила від 70 нг/мкл до 200 нг/мкл залежно від сорту. Кінцева концентрація ДНК кожного зразка була розведена до 40 нг/мкл.

2.4.  ПЛР з використанням пар праймерів KASP-технології
Алель-специфічну ампліфікацію проводили з використанням пар KASP-праймерів, розроблених Rasheed зі співавт. [2016] для генів TaDreb-B1 та 1-Feh-w3 з адаптуванням методики генотипування під стандартизовані умови ПЛР. 
Праймери до гена TaDreb-B1 дозволяють виявити два алельні варіанти – Dreb-B1a та Dreb-B1b, носії яких, згідно з дослідженням Rasheed та співавт. [2016], відрізняються за посухостійкістю. Для визначення цього зв’язку Rasheed та співавт. [2016] порівнювали продуктивність генотипів у польових умовах із впливом посухи та без нього на стадії повної фізіологічної зрілості. Генотипи з алелем Dreb-B1a демонстрували вищу врожайність в умовах посухи, що автори ідентифікували як толерантний фенотип. Натомість генотипи з алелем Dreb-B1b показали нижчу продуктивність, що дало підстави охарактеризувати їх як нестійкі до посухи.
Wei та співавт. [2009] провели дослідження з метою розробки функціональних маркерів для генів Dreb у пшениці. Вони секвенували Dreb-гени з різних геномів пшениці (A, B і D) і виявили SNP у позиціях S646 (C -> T) та S770 (A -> C), які відрізняють алелі Dreb-B1a і Dreb-B1b відповідно. На основі цієї секвенованої послідовності Rasheed та співавт. [2016] розробили KASP-праймери для ідентифікації алелів Dreb-B1, взявши за основу SNP у позиції S770 (A -> C) на хромосомі 3B, що забезпечує ідентифікацію алелей Dreb-B1a і Dreb-B1b, асоційованих з толерантністю/сприйнятливістю до посухи відповідно (Рис. 1).

[image: C:\Users\Acer\Downloads\Telegram Desktop\IMG_7268 (3).PNG]
Рис. 1. Вирівнювання послідовностей генів Dreb1, де показані місця відпалювання пар праймерів: (а) – спільний праймер, що відпалюється на хромосомах 3В і 3D; (б) – алель-специфічний праймер Dreb-B1b з SNP у позиції S770 зі зміною A на C у B-геномі; (в) – алель-специфічний праймер Dreb-B1a на хромосомах 3В і 3D; (г) – делеція у позиції S745 [Wei et al., 2009].
Спільний праймер (Рис. 1а) було розроблено відносно делеції на 3A хромосомі у позиції S745 (Рис. 1г), що унеможливлює ампліфікацію продукту, який відповідає гену Dreb-A1. Праймер для алеля Dreb-B1b (Рис. 1б) відпалюється на послідовності, яка містить мутацію з цитозином і є специфічною для B-геному. Тим часом праймер, націлений на нуклеотидну послідовність, що кодує толерантний алель Dreb-B1a, може також гібридизуватися з послідовністю гена Dreb-D1, присутнього в геномі пшениці (Рис. 1в). Це знижує його специфічність, оскільки очікується, що продукти ампліфікації можуть бути отримані для всіх зразків, які мають ген Dreb1 на хромосомі 3D.
Праймери Dreb-B1a та Dreb-B1b були розроблені для ампліфікатів довжиною менше 120 п.н. з метою оптимізації реакції в KASP-аналізах, оскільки коротші продукти ампліфікації дозволяють полегшити і прискорити процес. По цій причині у KASP-аналізах етап елонгації не є обов'язковим через коротку довжину продуктів ампліфікації. Для визначення точного розміру очікуваних продуктів ампліфікації нами була розрахована відстань між спільним праймером і специфічними праймерами для кожного алеля на основі вирівнювання послідовностей генів Dreb1 [Wei et al., 2009], з урахуванням нуклеотидних хвостів FAM (5'GAAGGTGACCAAGTTCATGCT3') та HEX (5'GAAGGTCGGAGTCAACG GATT3') [Rasheed et al., 2016]. Ця відстань за розрахунками становить 75 п.н. 
Rasheed та співавт. [2016] також розробили KASP-праймери для іншого гена, пов’язаного з посухостійкістю, – 1-Fehw3 (fructan 1-exohydrolase w3), який локалізується на хромосомі 6B [Zhang et al., 2008]. У польових умовах Zhang зі співавт., [2015] виявили, що ген 1-Fehw3 є важливим елементом у мобілізації водорозчинних вуглеводів (WSC) зі стебла до зерна, що особливо корисно під час стресу від посухи. Цей ген має два основні алеля, які відрізняються своїми функціональними властивостями та мутацією в промоторній області, яка впливає на рівень експресії гена, ферментативну активність та зв’язування факторів, зокрема фактора реакції на ауксин (ARF). У сорту пшениці Westonia, мутація в регіоні промотора (TGTCCC) запобігає зв'язуванню ARF, що, ймовірно, робить цей сорт більш чутливим до регуляції абсцизової кислоти (ABA) під час посухи. Це може стимулювати деградацію фруктанів, забезпечуючи ресурс для росту коренів і зернопродукції у стресових умовах. Натомість сорт Kauz зберігає більше фруктанів у стеблах завдяки SNP у промоторі (TGTCTC), який дозволяє зв'язування ARF та може бути пов’язаний із тривалим накопиченням фруктанів [Zhang et al., 2015]. 
Згідно з дослідженням Zhang та співавт. [2015], алелі гена 1-Fehw3 для різних генотипів пшениці, таких як KM262665 (сорт Kauz) і KM262666 (сорт Westonia), були ідентифіковані та збережені в базі даних NCBI.  Отримавши послідовності алелів у базі даних NCBI, нами було розраховано, що продукт ампліфікації для алеля типу Westonia має становити 70 п.н., тоді як для алеля типу Kauz — 71 п.н.
Сорт Westonia асоційований із підвищеною експресією гена 1-Fehw3, яка досягає пікового рівня швидше, ніж у сорті Kauz. Це впливає на здатність ремобілізувати водорозчинні вуглеводи (WSC) до зерна під час посухового стресу завдяки підвищенню активності ферменту 1-FEH, що каталізує деградацію фруктанів у стеблах пшениці. Така активність сприяє ефективнішому перенесенню вуглеводів із резервів у стеблах до зерна в умовах посухи. Зокрема, у сорті Westonia цей фермент демонструє вищу інтенсивність, що забезпечує ефективніше використання накопичених фруктанів для підтримки зерноутворення за стресових умов. 
Ці маркери були перевірені різними авторами на сортах пшениці, як озимої, так і ярої, провівши фенотипування на основі польових досліджень, або за допомогою методу пророщування з PEG 6000. Фенотипування здійснювалося відповідно до визначених кожним автором параметрів (наприклад сума в’янення, біомаса відновлення, кількість зерен на колос, довжина колоса, маса тисячі зерен).
Характеристику результатів цих досліджень наведено в Табл. 3.

Таблиця 3
Характеристика алелів досліджуваних генів згідно даних літератури
	Ген
	TaDreb-B1
[Wei et al., 2009]
	1-Fehw3
[Zhang et al. 2015]

	
	Хромосома 3В
	Хромосома 6В

	Алель
	Dreb-B1a
(W7984)
	Dreb-B1b
(Opata 85) 
	Westonia 
	Kauz 

	SNP

	A

	C
в інтроні в позиції S770
	C
	T
у промоторі 

	Фенотип згідно [Salem et al., 2007]
	Більш посухостійкий 
	Менш посухостійкий
	
	

	[Zhang et al. 2015]
	
	
	Висока експресія
гену 1-Fehw3
в генотипі сорта стійкому до посухи 
	Низька експресія
гену 1-Fehw3
в генотипі сорта сприйнятливому до посухи

	[Rasheed et al., 2016]

	Більша урожайність* (Толерантний)
	Менша урожайність* (Сприйнятливий)
	 Менша урожайність*
	Більша урожайність*

	[Rehman et al., 2021]
	Більша урожайність
	Менша урожайність
	Більша урожайність
	Менша урожайність

	[Eltaher et al., 2023]
	Більш посухостійкий  
Більша врожайність
	Менш посухостійкий
Менша врожайність
	Менш посухостійкий
Менша врожайність
	с
Більша врожайність

	
	Більший вплив на посухостійкість порівняно з 1-Fehw3
	Менший вплив на посухостійкість порівняно з TaDreb-B1

	[Mohamed et al., 2023]
	Більш посухостійкий
	Менш посухостійкий
	Більш посухостійкий
	Менш посухостійкий

	
	Менш посухостійкий порівняно з Westonia 
	Більш посухостійкий порівняно  з Dreb-B1a


Примітка:* -урожайність визначена в оптимальних умовах [Rasheed et al., 2016]
Rasheed та ін. [2016] також провели фенотипування сортів за врожайністю зерна для виявлення відмінностей у продуктивності між алелями названими за типом сорту – Kauz та Westonia. Результати показали, що середні показники врожайності зерна для сорту з алелем типу Kauz перевищують показники сорту з алелем типу Westonia. Це дозволяє припустити, що алелі типу Kauz асоціюються з більшою врожайністю зерна і стійкістю в умовах посухи, порівняно з алелями типу Westonia.
Пари праймерів, що застосовували для ПЛР-аналізу наведено у Табл. 4.
Таблиця 4
Послідовності праймерів для визначення TaDreb-B1 та 1-Fehw3 згідно Mohamed та ін. [2023]
	Алель
	Прямий праймер (специфічний до алелю)
	Зворотній праймер (спільний)

	1
	2
	3

	Dreb-B1a
	GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCTGCGCACTTTCTTCTTCCTGT
	TTTCACCTTGTGATATGGATTGCCTTGAT

	Dreb-B1b
	GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTGCGCACTTTCTTCTTCCTGG
	

	Westonia 
	GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTCCCCCCTTCCTTCTGTCC
	AGGAAGACGGCCCGAGCTTT

	Kauz 
	GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTCCCCCCTTCCTTCTGTCT
	



Ліофілізовані сухі праймери розводили відповідно до концентрацій, зазначених виробником, для забезпечення оптимальних умов реакції. Суміш праймерів готували за наступною схемою: до 30 мкл 0,04 мМ прямого праймера (специфічного до алеля) додавали 12 мкл 0,02 мМ зворотного (спільного) праймера. Алель-специфічну ПЛР проводили в 10 мкл реакційній суміші, яка включала: 4 мкл ДНК (40 нг/мкл), 0,12 мкл 10 мМ dNTP Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP по 8 мкмоль кожного), 1,12 мкл суміші праймерів, 0,1 мкл DreamTaq-полімераза (0,25U) та 3,66 мкл H2O. Така суміш використовувалася для першого і третього експерименту для Dreb-B1 гену і для одного з експерименту з 1-Fehw3 гену. Для другого експерименту використовувався готовий мікс для ПЛР з набору SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix BioRad (Catalog #172-572) така реакційна суміш містила: 5 мкл буфера BIO-RAD, 4 мкл ДНК і 1,12 мкл суміші праймерів. 
ПЛР виконували за наступною програмою: початкова денатурація при 94 °C протягом 5 хвилин. Далі 10 циклів «touchdown» ПЛР з наступними параметрами: 94 °C протягом 20 секунд та 65–57 °C протягом 60 секунд (з пониженням температури на 0,8 °C кожен цикл). Після цього було виконано 26 циклів ПЛР за умов: 94 °C протягом 20 секунд і 55 °C протягом 60 секунд. Умови ПЛР базувалися на протоколі статті [Mohamed et al., 2023]. Однак, у першому експерименті для Dreb-B1 ми додали додатковий крок елонгації, що відрізнялося від початкових умов. 

2.5. Електрофорез продуктів ампліфікації в акриламідному гелі
Продукти ампліфікації фракціонували методом вертикального електрофорезу в 7% акриламідному гелі з використанням буфера 1× TBE. Для приготування одного гелю використовували: 3,55 мл 10× TBE буфера (10,8 г Трис, 5,5 г борної кислоти, 0,75 г ЕДТА Трилону Б на 100 мл води); 8,22 мл 30% акриламідного розчину (29 г акриламіду, 1 г бісакриламіду на 100 мл води); 23,22 мл дистильованої води.
До 2 мл розчину для «смужки» додавали 100 мкл амонійного персульфату і 10 мкл ТЕМЕД. Після полімеризації «смужки» до залишку розчину додавали 350 мкл амонійного персульфату та 35 мкл ТЕМЕД. В лунки гелю наносили 10 мкл ампліфікату (або 2 мкл маркера молекулярної маси 50–500 п.о. Thermo Fisher Scientific) та змішували з 3 мкл 0,25 % бромфенолового синього. Електрофорез проводили при 120 В протягом 70 хвилин [Bassam and Gresshoff, 2007].
Поліакриламідні гелі фарбували нітратом срібла за методикою Silver Sequence™ DNA Sequencing System [Promega, 1999]: гель витримували 5 хвилин у 10% етанолі, 3 хвилини в 1% азотній кислоті, після чого двічі промивали дистильованою водою. Далі інкубували у 0,12 М розчині AgNO₃ протягом 30 хвилин у темряві, промивали тричі, і додавали відновний розчин (12 г Na₂CO₃, 200 мкл формальдегіду на 400 мл води). Після досягнення забарвлення повторювали процедуру і промивали водою. Фіксували забарвлення в 10% оцтовій кислоті, потім промивали водою. Сканування пофарбованих гелів здійснювали на сканері Brother DCP-7065DN.
3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Результати визначення толерантності херсонських сортів пшениці до осмотичного стрес-тесту на ювенільній стадії розвитку 
Посухостійкість є важливою ознакою сортів пшениці, що визначається генотипом і забезпечується розвитком глибокої кореневої системи та вегетативних органів у сприятливих умовах вологості та температури [Авксентьева та Жмурко, 2011]. Ювенільний етап розвитку, критичний для формування стійкості, включає проростання насіння, під час якого підвищується проникність оболонки насіння для води й кисню та активуються фізіологічні функції. У цей період рослини найбільш вразливі до стресових чинників. Тому для оцінки адаптивних реакцій пшениці на водний дефіцит застосовано метод індукованного осмотичного стресу з використанням 12 % PEG 6000, який імітує посуху, знижуючи водний потенціал середовища. PEG 6000 викликає фізіологічні зміни, подібні до умов посухи, зокрема пригнічення росту клітин, що дозволяє стандартизувати аналіз реакцій генотипів [Iqbal, et al., 2018; Iqbal et al., 2012].
За результатами проведеного експерименту з 12 % PEG 6000 було зафіксовано високий відсоток проростання насіння – у середньому 87% за умов посухи та 94,7 % в контрольних умовах. Сорт Росинка продемонстрував найвищий показник схожості в умовах стресу, досягнувши 100%. Достовірні відмінності у схожості в умовах стресу і в умовах контролю спостерігалися лише для двох сортів: Анатолія та Благо, де схожість за умов 12% PEG 6000 була знижена в 1,7 та 1,5 рази відповідно (Рис. 2). Примітно, що сорти з нижчим рівнем проростання за умов осмотичного стресу демонстрували найвищий рівень проростання за умов повного зволоження, тоді як сорти з найвищими показниками проростання в умовах стресу характеризувалися середнім рівнем проростання за сприятливих умов. Це свідчить про те, що сорти, стійкі до посухи, мають вищий рівень адаптаційної здатності до умов водного дефіциту, але можуть демонструвати менш виражену реакцію за умов профіциту вологи, що підкреслює їхню специфічну адаптивність до стресових факторів середовища.

[image: ]
Рис. 2. Діаграма схожості зерна херсонських сортів пшениці м’якої (2023 р.) на восьмий день вирощування паростків в контрольних умовах і за умов штучно-індукованої посухи за використання 12% PEG 6000 

Однофакторний дисперсійний аналіз показав значущі відмінності між дослідженними сортами пшениці у відповідях на осмотичний стрес. Було встановлено, що у досліджуваних сортів стрес призвів до скорочення довжини кореня та пагонів, за винятком сорту Росинка. Водночас у більшості сортів довжина колеоптиля не зазнала істотних змін, за винятком сортів Анатолія та Херсонська безоста, чия різниця значень між контролем та варіантом, що  проростав в умовах осмотичного стресу, більше за (НІР0,05). Під час змодельованного осмотичного стресу сорт Анатолія також зазнав значного зменшення наступних показників: на 37% зменьшилася довжина кореня, на 64% зменьшилася довжина пагона і на 29% зменшилася довжина колеоптиля, тоді як відповідні показники сорту Херсонська безоста становили 31% для кореня, 33% для пагона і 14% для колеоптиля (Табл 5).
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Таблиця  5
Характеристики росту паростків херсонських сортів пшениці визначені в контролі та після 8-денної обробки 12 % PEG 6000
	Сорт
	Довжина кореня, см
	Довжина пагона, см

	Довжина колеоптиля, см

	
	Контроль
	12% PEG 6000
	Контроль
	12% PEG 6000
	Контроль
	12% PEG 6000

	
	
	s
	
	s
	
	s
	
	s
	
	s
	
	s

	Росинка
	12,93
	2,30
	13,70
	3,13
	11,15
	3,31
	10,83
	3,04
	3,53
	0,50
	3,69
	0,73

	Соборна
	14,52
	2,75
	13,42
	4,34
	11,28
	2,21
	8,57
	3,29
	3,46
	0,54
	3,22
	0,76

	Овідій
	13,17
	2,85
	11,42
	3,64
	12,19
	3,71
	10,39
	3,04
	3,65
	0,64
	3,61
	0,71

	Марія
	14,28
	2,79
	11,58
	3,99
	8,87
	2,13
	6,15
	2,53
	2,63
	0,44
	2,46
	0,63

	Бургунка
	14,35
	3,17
	11,71
	3,70
	11,27
	2,55
	8,54
	3,44
	3,39
	0,50
	3,19
	0,68

	Конка
	14,42
	2,73
	12,40
	3,49
	10,35
	2,14
	6,95
	2,41
	3,44
	0,43
	3,34
	0,65

	Ледя
	12,06
	1,92
	9,22
	2,68
	9,49
	1,42
	6,16
	2,60
	2,85
	0,39
	2,85
	0,61

	Кошова
	12,37
	2,06
	7,80
	2,49
	10,27
	2,17
	6,52
	3,20
	3,11
	0,57
	3,04
	0,73

	Кохана
	13,55
	3,46
	9,02
	3,76
	9,89
	3,06
	7,26
	3,79
	2,98
	0,41
	2,95
	0,81

	Благо
	16,34
	2,24
	10,49
	4,20
	11,84
	1,78
	9,09
	4,20
	3,43
	0,46
	3,47
	1,15

	Херсонська безоста
	11,91
	3,01
	8,22
	3,79
	9,50
	3,24
	6,34
	3,71
	3,11
	0,66
	2,69
	0,90

	Анатолія
	13,87
	2,55
	8,77
	4,99
	12,92
	2,89
	4,63
	3,56
	3,72
	0,68
	2,66
	1,15

	 
	13,65 
	2,65
	10,65
	3,68
	10,75
	2,55
	7,62
	3,24
	3,27
	0,52
	3,10
	0,79

	НІР0,05
	3,10
	
	3,56
	
	2,65
	
	2,98
	
	0,45
	
	0,73
	



Примітка:  - середнє значення ознаки;  s - стандартне відхилення; НІР0,05 – найменша істотна різницям при рівні значущості 0,05, що показує граничну похибку для різниці двох вибіркових середніх.
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Сорти Росинка, Соборна, Овідій, Марія, Бургунка, Конка, Благо демонстрували вищі результати за морфологічними показниками за умов посухи порівняно з іншими сортами: довжина кореня перевищувала 10 см, довжина пагона становила понад 9 см для сортів Росинка, Овідій і Благо, а довжина колеоптиля перевищувала 3 см для більшості перелічених сортів, включно із сортом Кошова, за винятком сорту Марія, у якого цей показник був нижчим.
Сорт Марія відзначався найменшою серед усіх сортів середньою довжиною пагона в контрольних умовах (8,87 см) і продемонстрував зниження цього показника у 1,44 рази в умовах стресу, а також найменшу довжину колеоптиля як у стресових умовах, так і на контролі. Сорт Кошова мав низький рівень проростання кореня як на контролі, так і під впливом 12% PEG 6000, зі зменшенням довжини кореня в 1,34 рази та пагона в 1,58 рази за умов водного дефіциту.
Для оцінки адаптаційного потенціалу генотипів до умов осмотичного стресу було використано розрахунок індексу толерантності (ІТ) (Табл. 6). ІТ визначався для кожної ознаки як співвідношення між значенням, отриманим у стресових умовах, та відповідним значенням у контрольних умовах. Розрахунок проводився окремо для кожного значення з трьох повторностей експерименту, враховуючи схожість насіння, тобто не відкидуючи з матриці чисел нульові значення для непророслого зерна. Після чого визначали середнє значення () для кожної ознаки. На основі цих даних було обчислено значення () всіх ознак, як узагальнюючий показник толерантності рослин сорту, що буде слугувати базою для подальшого аналізу посухостійкості генотипів. 
Статистичний аналіз за методом найменшої істотної різниці за (НІР0,05) для () показав, що сорт Росинка мав найвищій індекс толерантності (0,96) в нашому дослідженні. Найменьший індекс толерантності мав сорт  Анатолія. Сорти Овідій і Соборна не мали значущих відмінностей від сорту Росинка. Це означає, що ці три сорти демонструють подібний рівень стійкості до осмотичного стресу. Водночас, при порівнянні з найменшим значенням індексу 0,31 сорту Анатолія, усі сорти мали статистично достовірну різницю, крім сорту Херсонська безоста. У цього сорту різниця була недостатньо великою, щоб перевищити межу значущості, встановлену за методом (НІР0,05). Це свідчить про те, що Херсонська безоста демонструє низький рівень толерантності, подібний до сорту Анотолія. Тому ми віднесли ці два сорти в групу сортів з низькою посухостійкістю.
Таблиця 6
Впорядкування сортів пшениці за  та визначення рівня посухостійкості на основі НІР0,05 стрес-тесту із 12% PEG 6000
	№
	Сорт
	ITкорінь

	ITпагін

	ITколеоптиль

	
	Посухостійкость

	1.
	Росинка
	0,949
	1,041
	0,903
	0,964
	Висока

	2.
	Соборна
	0,950
	0,766
	0,935
	0,884
	Висока

	3.
	Овідій
	0,781
	0,866
	0,857
	0,835
	Висока

	4.
	Марія
	0,802
	0,676
	0,932
	0,803
	Середня

	5.
	Бургунка
	0,796
	0,724
	0,885
	0,801
	Середня

	6.
	Конка
	0,835
	0,625
	0,927
	0,796
	Середня

	7.
	Ледя
	0,623
	0,623
	0,960
	0,773
	Середня

	8.
	Кошова
	0,575
	0,547
	0,861
	0,661
	Середня

	9.
	Кохана
	0,540
	0,566
	0,812
	0,639
	Середня

	10.
	Благо
	0,418
	0,497
	0,652
	0,523
	Середня 

	11.
	Херсонська безоста
	0,450
	0,448
	0,448
	0,449
	Низька

	12.
	Анатолія
	0,361
	0,188
	0,395
	0,314
	Низька

	НІР0,05
	0,24
	0,38
	0,17
	0,15
	


 Примітка:  – це середній індекс толерантності, який розраховується як середнє значення трьох окремих індексів толерантності для кожної ознаки (довжини кореня, пагона та колеоптиля), які є відношенням між показниками під стресом та відповідними контрольними значеннями; НІР0,05 – найменша істотна різниця при рівні значущості 0,05, що показує граничну похибку для різниці двох вибіркових середніх.
Сорти Марія, Бургунка, Конка, Ледя, Кошова та Кохана не демонструють достовірної різниці при порівнянні між собою відносно комбінації найвищого і найнижчого значень. Однак, якщо спробувати класифікувати ці сорти, використовуючи не пікові значення, наприклад за сортом Овідій - 0,84, від якого починається недостовірна різниця, вони можуть бути поділені на дві групи. Перша група (Марія, Бургунка, Конка, Ледя) демонструє недостовірну різницю відносно сорту Овідій, тоді як друга група (Кошова, Кохана, Благо) має достовірну різницю. Попри можливість такого розмежування, поділ цих сортів на групи ускладнює пояснення природи їхньої посухостійкості. З огляду на це, у подальшому аналізі всі зазначені сорти будуть віднесені до однієї групи та характеризуватимуться як такі, що мають відносно однакову  середню посухостійкість. 
Отже, на основі середніх значень, розрахованих для трьох індексів толерантності кожного сорту, сорти були розподілені на три групи: з високим рівнем стійкості до осмотичного стресу: Росинка (0,96),  Соборна (0,88), Овідій (0,84); сорти із середньою посухостійкістю (0,80–0,52): Марія, Бургунка, Конка, Ледя, Кошова, Кохана, Благо; та низькопосухостійкі: Херсонська безоста (0,45) та Анатолія (0,31). Подалі сорти будуть впорядковано відносно цієї оцінки, вказаної в Табл. 6. 

3.2. Результати маркерного аналізу Dreb-B1 гену
Молекулярно-генетичний аналіз посухостійкості сортів Triticum aestivum проводили з використанням KASP-праймерів, специфічних до гена TaDreb-B1. Як вказано в розділі 2, ці праймери дозволяють виявити два алельні варіанти – Dreb-B1a та Dreb-B1b. Генотипи які утримують ці алелі, згідно досліджень Rasheed та співавт. [2016], відрізняються за посухостійкістю. 
На електрофореграмі (Рис. 3А) представлено ампліфіковані фрагменти розміром 75 п.н. алельного варіанту Dreb-B1a. На електрофореграмі відсутні продукти ампліфікації у сортів Анатолія, Кошова, Овідій і Gimmeiza-12, що нам дає основання припустити, що в цих сортах немає алелю Dreb-B1a, який низкою авторів називається як посухостійкий. 

	(А)
Dreb-B1a

	[image: C:\Users\Acer\Downloads\Telegram Desktop\IMG_7210 (2).JPEG]

	(Б)
Dreb-B1b

	[image: C:\Users\Acer\Downloads\Telegram Desktop\IMG_7311.JPEG]



Рис. 3. Електрофореграми продуктів ампліфікації, що отримані в ПЛР з використанням KASP-праймерів до алелів Dreb-B1a (А) – толерантного до посухи і Dreb-B1b (Б) – нестійкого до посухи Triticum aestivum L. 1 – Анатолія, 2 – Благо, 3 – Бургунка, 4 – Конка, 5 – Кохана, 6 – Кошова, 7 – Ледя, 8 – Марія, 9 – Овідій, 10 – Росинка, 11 – Соборна, 12 - Херсонська безоста, 13 – MISR1, 14 – SAKHA93, 15 – Gimmeiza-12, 16 – PI525434, 17 – Hutch, М – маркер
Результати електрофоретичного розділення продуктів ПЛР-аналізу щодо наявності алелю Dreb-B1а представлені у Табл. 7.
Очікується, що при ПЛР-аналізі сортів з високою толерантністю до посухи не буде ампліфікуватися продукт з праймерами до алелю Dreb-B1b. Однак, нам не вдалося отримати чітких результів для досліджених сортів пшениці у ПЛР з праймерами до алелю Dreb-B1b в трьох повторностях. 


Таблиця 7
Результати ПЛР-аналізу сортів пшениці м’якої з використанням KASP-праймерів до гену DrebB1 і 1-Fehw3 гену 
	№
	Сорти, що розташовані у порядку зменшення посухостійкості
	Посухостійкість, визначена за стрес-тестом з PEG 6000 та для контрольних  сортів за [Ahmed et al., 2022]
	Алель
Dreb-B1a
	Алель Westonia
	Алель 
Kauz 

	
	
	
	Толерантний до посухи [Rasheed et al., 2016]
	Менш врожайний в умовах посухи з високою експресією 1-Fehw3 гену  [Rasheed et al., 2016]
	Більш врожайний в умовах посухи з низькою експресією 1-Fehw3 гену 
[Rasheed et al., 2016]

	
	
	
	Рис. 3А
	Рис. 4А
	Рис. 4Б

	1.
	Росинка
	Висока 
	+
	+
	-

	2. 
	Соборна
	Висока 
	+
	+
	-

	3. 
	Овідій
	Висока 
	-
	-
	-

	4.
	Марія
	Середня 
	+
	+
	-

	5. 
	Бургунка
	Середня 
	+
	-
	+

	6. 
	Конка
	Середня 
	+
	-
	+

	7.
	Ледя
	Середня 
	+
	+
	-

	8. 
	Кошова
	Середня
	-
	-
	+

	9. 
	Кохана
	Середня 
	+
	+
	-

	10. 
	Благо
	Середня 
	+
	+
	-

	11. 
	Херсонська безоста
	Низька
	+
	+
	-

	12. 
	Анатолія
	Низька
	-
	+
	-

	13. 
	MISR1
	Висока
	+
	-
	+

	14. 
	SAKHA93
	Висока
	+
	-
	-

	15. 
	Gimmeiza-12
	Висока
	-
	+
	-

	16
	PI525434
	Висока
	+
	+
	-

	17
	Hutch
	Висока
	+
	+
	-

	18
	Миронівська 808
	Низька
	+
	+
	+




Припускали, якщо у ПЛР із праймерами до алеля Dreb-B1b спостерігається ампліфікація, то сорт класифікується як чутливий до посухи. Але слабкі  фрагменти ампліфікації (Рис. 3Б), які ми спостерігали  як у  посухостійких генотипів так і у тих, що не були нами віднесені  до посухостійких, не надало можливості чітко визначити алель Dreb-B1b.
Сорт Росинка, визначений як високопосухостійкий, продемонстрував стабільність ростових показників незалежно від умов вирощування (Табл. 5). За результатами генотипування, у сорта Росинка виявлений алель Dreb-B1a, що відповідає результатам експерименту з використанням 12% PEG 6000. Сорти MISR1 і SAKHA93 можна віднести до посухостійких сортів із алелем Dreb-B1а, але для сорта Gimmeiza-12 не виявлено Dreb-B1а, в той час як для сортів PI5254343 i Hutch показано фрагмент ампліфікації відповідний Dreb-B1а. Згідно данних Ahmed et al., [2022] сорти MISR1, SAKHA93, Gimmeiza-12 мають ген Dreb-B1, але сорти PI5254343 i Hutch не мають такого гена. Хоча Ahmed et al., [2022] не вказують якого саме алеля гена Dreb-B1 не мають сорти PI5254343 i Hutch.

3.3. Результати маркерного аналізу 1-Fehw3 гену
Використання пар праймерів для гена 1-Fehw3 дозволило нам ідентифікувати алельний склад цього гена в українських сортах, ПЛР виконували згідно методики запропонованої Zhang et al. [2008]. 
Згідно з електрофореграмами (Рис. 4) фрагментів ампліфікації отриманними з парами праймерів  до алелів гену 1-Fehw3  сорти розділили за наявністю або відсутністю продукту ампліфікації. Узагальнені результати молекулярного аналізу гену 1-Fehw3 представлені у Табл. 7 в розділі 3.2.
Для більшості сортів було ампліфіковано фрагменти розміром 70 п.н. за допомогою пар праймерів для алеля типу Westonia (Рис. 4А), за винятком сортів Кошова, Бургунка та Конка, які містять алель типу Kauz з продуктом ампліфікації 71 п.н. (Рис. 4Б). Це може свідчити про вищу потенційну врожайність цих сортів, що корелює з показниками схожості, отриманими під час осмотичного стресу. Єгипетський сорт SAKHA93 та херсонський сорт Овідій не продемонстрували жодного продукту ампліфікації, що може вказувати на відсутність гена 1-Fehw3 або наявність значних мутацій у цьому генотипі.

	(А) Westonia 
	[image: C:\Users\Acer\Downloads\Telegram Desktop\IMG_7229.JPEG]

	(Б)
Kauz 
	[image: C:\Users\Acer\Downloads\Telegram Desktop\IMG_7230 (2).JPEG]



Рис. 4. Електрофореграми продуктів ампліфікації, що отримані в ПЛР з використанням KASP-праймерів за алелями, що відповідають за високу експресію 1-Fehw3 – Westonia алель (А) та низьку експресію 1-Fehw3 – Kauz  (Б) Triticum aestivum L. 1 – Анатолія, 2 – Благо, 3 – Бургунка, 4 – Конка, 5 – Кохана, 6 – Кошова, 7 – Ледя, 8 – Марія, 9 – Овідій, 10 – Росинка, 11 – Соборна, 12 - Херсонська безоста, 13 – MISR1, 14 – SAKHA93, 15 – Gimmeiza-12, 16 – PI525434, 17 – Hutch, 18 – Миронівська808, М – маркер.

Сорти, що мали низьку схожість в умовах посухи (Анатолія,  Херсонська безоста), характеризувалися наявністю алеля типу Westonia. Це узгоджується з результатами досліджень Eltaher та ін. [2023] та Rasheed та ін. [2016], які вказують на асоціацію цього алеля зі зниженою схожістю та посухостійкістю.
Кореляції між результатами стрес-тесту з використанням 12% PEG 6000 також не було встановлено: сорти з алелем типу Kauz були визначені як середньопосухостійкі, не належачи ані до групи, на яку значно вплинула посуха, ані до групи, яка не зазнала впливу стресу.
Миронівська 808 – сорт, визначений як низькпосухостійкий,  містив обидва алелі за геном 1-Fehw3. Це не дозволяє зробити однозначні висновки щодо зв’язку алелів гену 1-Fehw3 з посухостійкістю. Контрольний сорт MISR1, що є високопосухостійким, містив алель Kauz. Додатково, сорти Gimmeiza-12, PI525434 та Hutch, які мали нижчі індекси толерантності (DTI) порівняно з іншими єгипетськими сортами (SAKHA93 і MISR1) характеризуються наявністю алеля Westonia, що узгоджується з дослідженнями Rasheed та ін. [2016] та Eltaher та ін. [2023], які вказують на меншу посухостійкість сортів з цим алелем. Проте ці висновки суперечать даним Zhang та ін. [2015], де було вказано, що алель Westonia відповідає за більшу толерантність до посухи. Ці висновки були зроблені Zhang та ін. [2015] на основі польових експериментів із  лініями подвоєних гаплоїднимина стадії після цвітіння та оцінці продуктивності пшениці за масою тисячі зерен. 
За даними літератури спостерігаються розбіжності (дивись Табл. 3) у висновках щодо визначення посухостійкості генотипів з алелями Westonia та Kauz, які можуть бути зумовлені різними підходами до оцінки, умовами експериментів або особливостями тестованих популяцій. Eltaher та ін. [2023] досліджували ефективність алеля Westonia у ярих і озимих популяціях пшениці за умов посухи та зрошення, зокрема на стадії проростків і репродуктивного розвитку. Толерантність оцінювали за фізіологічними показниками, такими як в’янення листків, час відновлення росту, а також за врожайністю. У ярих популяціях алель Westonia був асоційований із меншою стійкістю до стресу. Rasheed та ін. [2016] використовували панель із 300 сортів пшениці з Китаю та інших країн, оцінюючи продуктивність за показниками маси тисячі зерен, кількості колосків і врожайності за умов польових випробувань у кількох місцях із різними рівнями вологості. Алель Westonia був пов’язаний із нижчими значеннями агрономічних показників у оптимальних умовах вирощування.
Mohamed та ін. [2023] досліджували вплив генів TaDreb-B1 і 1-Fehw3 на ознаки проростання, провівши експерименти в лабораторних умовах за двома концентраціями PEG (25% і 30%) для імітації посухового стресу. Хоча транскрипційні фактори DREB мають важливу роль у регуляції стресових генів і тісно пов’язаний із посухостійкістю, ген 1-Fehw3 продемонстрував значніший вплив на ознаки проростання за високих концентраціях осмотика. Дослідження також показало, що посухостійкість є полігенною ознакою, оскільки генотипи, які мають лише TaDreb-B1 або лише 1-Fehw3, демонстрували нижчу продуктивність за багатьма показниками порівняно з тими, що не містять жодного з цих генів. Це узгоджується з дослідженням Rehman та ін. [2021], яке вказує, що інші гени, такі як TaSnRK2.3-1A/1B, TaSnRK2.9-5A, TaPARG-2A, TaSAP-7B, TaPPH-7A та TaMOC1-7A (які пов'язані з підвищеною озерніністю колоса і врожайністю за умов водного стресу), TaSnRK2.8-5A (що контролює вищу біомасу і накопичення водорозчинних вуглеводів за обмеженого зрошення) та TaLTPs-1A (контролює оптимальну висоту рослин під час посухи), можуть підвищувати посухостійкість генотипів, що не мають TaDreb-B1 і 1-Fehw3.
Для визначення комплексного полігенного впливу у досліджуваних сортів результати аналізу алельної варіації генів TaDreb-B1 і 1-Fehw3 було систематизовано в узагальнюючу Табл. 8.




Таблиця 8
Генотипова характеристика за алелями гену Dreb-B1 і 1-Fehw3 
	№
	Сорти, що розташовані у порядку зменшення посухостійкості
	Посухостійкість
	Алельний варіант гену Dreb-B1
[Wei et al., 2009]
	Алельний варіант гену 1-Fehw3 
[Zhang et al. 2015]

	1.
	Росинка
	Висока 
	А
	C

	2.
	Соборна
	Висока
	А
	C

	3. 
	Овідій
	Висока 
	С
	-

	4.
	Марія
	Середня 
	А
	C

	5. 
	Бургунка
	Середня 
	А
	T

	6. 
	Конка
	Середня 
	А
	T

	7. 
	Ледя
	Середня 
	А
	С

	8. 
	Кошова
	Середня
	С
	T

	9. 
	Кохана
	Середня 
	А
	C

	10. 
	Благо
	Середня 
	А
	C

	11.
	Херсонська безоста
	Низька
	А
	C

	12.
	Анатолія
	Низька
	С
	C

	13. 
	MISR1
	Висока
	А
	Т

	14. 
	SAKHA93
	Висока
	А
	-

	15. 
	Gimmeiza-12
	Висока
	С
	C

	16. 
	PI525434
	Висока
	А
	C

	17. 
	Hutch
	Висока
	А
	C

	18. 
	Миронівська 808
	Низька
	А
	С, Т



Як ми бачимо згідно даних наведених у Табл. 9 немає повної відповідності між алельним станом досліджених генів/локусів і проявом визначеної нами посухостійкості сортів на ювенільній стадії розвитку в умовах змодельованного осмотичного стресу. Це може бути пояснено тим, що досліджені гени не контролюють посухостійкість пшениці на ювенільній стадії розвитку, а контроль здійснюють інші гени з великого переліку генетичних детермінант посухостійкості, розглянутих у літературному огляді.

УЗАГАЛЬНЕННЯ
Проведені дослідження продемонстрували необхідність комплексного підходу до оцінки посухостійкості пшениці, який враховує множинні гени та різні фактори, що впливають на вираження цієї ознаки. 
У проведеному досліджені ми застосовували оцінку посухостійкості у посухостійких сортів пшениці, створених в Херсонському степу і для вирощування в умовах степу за допомогою 12%  PEG 6000 на ювенільній стадії розвитку рослин. І нам вдалося диференціювати групу  з 12 сортів рослин на посухостійки, середньопосухостійки та низько посухостійки.  На наступному етапі роботи ми намагалися визначити генетичний поліморфізм за генам Dreb-B1 та 1-Fehw3. Першими авторами, які повідомили про нуклеотидні відмінності в послідовностях гена Dreb-B1 у сортів W7984 і Opata 85, є Salem та ін. [2007] та Wei та ін. [2009], а щодо гена 1-Fehw3 у сортів Westonia і Kauz – Zhang та ін. [2015]. Згідно з дослідженнями вказаних авторів, сорти, що не «відчули» значного впливу водного дефіциту під час осмотичного стресу, мають мати толерантні алелі Dreb-B1a та тип Westonia. Такий генотип було виявлено у більшості сортів: Росинка, Соборна, Марія, Ледя, Кохана, Благо і Херсонська безоста, проте ці сорти відносяться до різних за рівнем посухостійкості груп, визначеним в магістерському дослідженні. Це може свідчити про те, що на фенотипічний прояв стійкості можуть впливати окремі варіанти алелі генів Dreb-B1 і 1-Fehw3, а скоріше інші гени.
Для глибшого розуміння причин алельної варіабельності варто звернутися до результатів бакалаврського дослідження. Алель-специфічний праймер для гена Dreb-B1b (5′ GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTGCGCAC
TTTCTTCTTCCTGG 3′) [Rasheed et al., 2016] був розроблений на основі виявленого однонуклеотидного поліморфізму (SNP) у гені Dreb-B1 в позиції S770, де відбувається заміна нуклеотида A на C. Цей праймер базується на послідовності праймера P40 (5′ ATATGGATTGCCTTGATGCA 3′) [Wei et al., 2009], розробленого на основі тієї ж самої мутації в позиції S770, і який використовувався в бакалаврському дослідженні. За даними Wei та ін. [2009], праймер P40 забезпечував подвійну ампліфікацію продукту для лінії W7984, у якої відсутня мутація в позиції S770, та ампліфікував лише один продукт для лінії Opata 85, у якій присутня мутація. Подвійна ампліфікація у лінії W7984 свідчить про наявність гомологічних послідовностей Dreb1 у геномах A, D та B, тоді як специфічна ампліфікація для Opata 85 підтверджує зв’язок із геномом B, що містить мутацію цитозину в позиції S770. Відповідно до дослідження Rasheed та ін. [2016], цей алель було визначено як Dreb-B1b, оскільки саме він характеризується зазначеною мутацією.
Сорти Анатолія і Росинка, згідно з результатами експерименту з 12% PEG 6000, визначені нами як найменш і найбільш посухостійкі відповідно. В групу з низькою посухостійкістю поряд з сортом Анатолія потрапив сорт Херсонська безоста. 
У бакалаврському дослідженні нами були зафіксовані відмінності у реакціях проростків на стрес, однак статистично значущих результатів досягти не вдалося через обмежену вибірку та недостатню якість насіннєвого матеріалу (через те, що насіння було надано Генбанком (Інститут рослинництва  імені В.Я. Юрєва, (м. Харків), але умови зберігання насіння і час зберігання для нас бува невідомим). У магістерському дослідженні ці обмеження були подолані завдяки збільшенню кількості насіння, використаного в експерименті, та покращенню його якості. Зокрема, використовувалося насіння врожаю 2023 року, отримане в стандартизованих умовах вирощування на одному полі в пгт. Дачне (Одеська область). Додатково було модифіковано методику пророщування, що дозволило підвищити точність і надійність отриманих результатів. Ці покращення підтверджується прикладом сорту Благо, який у попередньому дослідженні був виключений із експерименту через непроростання як у контрольних, так і у стресових умовах, що вказувало на старість зерна. У поточному дослідженні, сорт Благо продемонстрував найбільшу довжину кореня – 16,34 см при постійному вологозабезпеченні. Проте за умов посухи цей сорт зазнав сильного пригнічення росту кореня (у 1,6 рази), що дозволяє віднести його до групи із середньою посухостійкістю.
У попередньому експерименті сорт Кохана продемонстрував значне пригнічення ростових параметрів кореня, пагона та колеоптиля, а сорт Анатолія – по параметрах пагона та колеоптиля, що дозволяло їх віднести до менш посухостійкими. Це узгоджується з результатами цього дослідження: сорт Анатолія посів останнє місце за посухостійкістю, а сорт Кохана – дев'яте, з огляду на значне пригнічення росту коренів (у 1,5 рази).
Сорти з найвищими індексами толерантності в попередньому дослідженні (0,56–0,32), а саме Конка, Кошова, Соборна та Росинка, продемонстрували різну посухостійкість у цьому експерименті. Зокрема, сорти Росинка і Соборна показали високий рівень толерантності, а Конка і Кошова – середній рівень в експерименті з пророщування насіння в умовах індукованного осмотичного стресу на ювенільній фазі розвитку рослин. Крім того, ці сорти відрізняються за генотипами, визначинеми за результатами ПЛР: Росинка і Соборна мають алель типу Westonia, тоді як Конка і Кошова мають алель типу Kauz. Цей розподіл підкреслює, що рівень посухостійкості може залежати як від якості насіння (наскільки насіння є свіжим, попередні умови зберігання насіння, умови формування насіння), специфіки умов дослідження (на якої стадії розвитку спостеригають рослини) та методології оцінки (змодельовані  умови посухи, польові умови; за якими ознаками визначають посухостійкість). 
Отже, хоча оцінка сортів за рівнем стійкості до посухи, визначена в нашому дослідженні за результатами осмотичного стрес-тесту з використанням 12% PEG 6000, була статистично підтверджена, вона не асоціювалася з результатами генотипових характеристик отриманих за маркерними генами посухостійкості Dreb-B1 та 1-Fehw3. 
Отримані результати підтверджують важливість комплексного підходу до аналізу посухостійкості пшениці, оскільки один лише генотиповий аналіз не надає повне уявлення про фенотиповий прояв посухостійкості сорту. Дані  представлені в наукової літературі дозволяють стверджувати, що посухостійкість є полігенною ознакою, на яку впливає велика низка генів.  Данні отримані в нашій роботі щодо розподілу алелів  генів Dreb-B1 та 1-Fehw3, а також спроби встановити зв'язок з фізіологічними показниками прояву посухостійкості на ювенільній фазі розвитку в умовах змодельованного осмотичного стресу, не дозволили виявити  чітку відповідність у реакціях рослин на стрес. 
Доцільним є подальше вивчення інших генів, які можуть сприяти посухостійкості, а також валідація молекулярних маркерів на більш контрастному за ознакою посухостійкість генетичному матеріалі пшениці  для вивчення їх діференціюючої спроможності щодо визначення посухостійких генотипів. 






















ВИСНОВКИ
1. Визначено сорти пшениці м’якої з високим індексом толерантності до осмотичного стресу на ювенільній стадії розвитку, такі як Росинка (0,96), Соборна (0,88) і Овідій (0,84).
2. Визначено сорти з низьким індексом толерантності – Анатолія (0,31) та Херсонська безоста (0,45), які в умовах до змодельованного за допомогою 12% PEG 6000 осмотичного стресу на ювенільній стадії розвитку, продемонстрували значне зниження ростових показників. 
3. Сорти з алелем Dreb-B1a, що асоціюється з толерантністю до посухи, здебільшого продемонстрували вищі показники стійкості до змодельованного за допомогою 12% PEG 6000 осмотичного стресу. Але не всі сорти з Dreb-B1a відповідали очікувано підвищеному рівню толерантності. 
4. У більшості високопосухостійких сортів – Росинка, Соборна та двох контрольних сортів  PI525434, Hutch були виявлені алелі Dreb-B1а  та Westonia гена 1-Fehw3.
5. Середньопосухостійкі сорти мали алель Dreb-B1a, і лише сорт Кошова не мав цього алеля. Сорти Бургунка, Конка та Кошова мали алель типу Kauz гена 1-Fehw3. 
6. У низькопосухостійкого сорта Анатолія був виявлений алель Dreb-B1b, що у літературі описується як сприятливий до посухи. Сорт Херсонська безоста, визначений як низькопосухостійкий, має генотип з алелями Dreb-B1a і Westonia, які вважаються відповідальними за толерантність до посухи. 
7. У дослідженні не було виявлено закономірного зв’язку між посухостійкістю та конкретними алелями TaDreb1 і 1-Fehw3, оскільки алельний розподіл між генами TaDreb1 і 1-Fehw3 включав різні варіанти без чіткої подібності чи переважання у високо- та низькопосухостійких сортів. 
8. Враховуючи, що стійкість до посухи є полігенною ознакою, то залучення інших молекулярних маркерів, крім маркерів до генів Dreb-B1 і 1-Fehw3, може дати більш повне уявлення про генетичний контроль толерантності до посухи, який діє в дослідженних сортах пшениці  м’якої. 
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Додаток А
Охорона праці та безпека у надзвичайних ситуаціях
Дипломна робота магістра 2-го року навчання денного відділення
Студентки Кузьміної Ольги Вікторівни
Кафедра молекулярної біології, біохімії і генетики
на тему: «Посухостійкість херсонських сортів м'якої пшениці на ювенільній стадії розвитку в умовах індукованого осмотичного стресу й маркерний аналіз»
Спеціальності 091 Біологія та біохімія

ВСТУП
Забезпечення охорони праці в умовах лабораторних досліджень є невід'ємною частиною наукової діяльності. Відповідно до чинного законодавства України та «Положення про організацію роботи з охорони праці та безпеки життєдіяльності учасників освітнього процесу в Одеському національному університеті імені І.І.Мечникова», лабораторія має бути обладнана відповідно до сучасних вимог безпеки, зокрема забезпечена надійною вентиляційною системою, необхідним захисним обладнанням та засобами пожежогасіння. Дотримання правил охорони праці підвищує ефективність роботи та знижує ризики травматизму, а також забезпечує захист здоров’я працівників та студентів [10].
Дослідження за темою дипломної роботи виконувалися в лабораторії кафедри молекулярної біології, біохімії та генетики, яка є структурним підрозділом біологічного факультету ОНУ імені І. І. Мечникова. Лабораторія забезпечена всім необхідним обладнанням для виконання молекулярно-генетичних досліджень, включаючи ампліфікатори, центрифуги, електрофоретичні камери, спектрофотометри, а також витяжні шафи для роботи з небезпечними хімічними речовинами. У зазначеному приміщенні дослідження проводилися з використанням сучасних методів молекулярної біології, зокрема, полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) за допомогою KASP-маркерів та електрофорезу.
Метою розробки заходів з охорони праці у межах цього розділу є аналіз умов праці в лабораторії, характеристика методів і обладнання, що використовувалися, та визначення заходів безпеки для зменшення ризику виникнення надзвичайних ситуацій. Особлива увага приділяється запобіганню хімічним, фізичним і біологічним ризикам, що можуть виникати під час роботи з реактивами та дослідними зразками, а також дотриманню санітарно-гігієнічних норм [5, 8].
1. Аналіз умов праці на місці виконання досліджень
1.1. Характеристика лабораторії
Лабораторія кафедри молекулярної біології, біохімії і генетики ОНУ імені І. І. Мечникова обладнана сучасними приладами, а всі реактиви зберігаються у підписаних герметично закритих контейнерах відповідно до їх хімічного складу. Приміщення забезпечене витяжною шафою, штучним і природним освітленням та аптечкою для медичної допомоги. Відсутні джерела ультразвуку, вібрації та іонізуючого випромінювання, не виявлені відкориті джерела електричного струму та шкідливі речовини в повітрі робочої зони [5, 8, 10].

1.2. Методи дослідження і характеристика обладнання
Для виконання роботи використовували наступні методи:
1.	Осмотичний стрес-тест із застосуванням розчину PEG 6000 для моделювання посухового стресу.
2.	Молекулярно-генетичний аналіз із використанням KASP-маркерів для ідентифікації алельних варіацій генів.
3.	Метод електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ)
В якості дослідного матеріалу, брали зразки пшениці Triticum aestivum L (зернівки). Для здійснення роботи за цими методами були використані такі прилади: 
· Міні-центрифуга-вортекс МС 2400 забезпечує одночасне центрифугування до 12 пробірок із можливістю подальшого індивідуального перемішування зразків у кожній пробірці.
· Електронні ваги Axis BTU (Польща) забезпечують високу точність зважування реактивів, необхідних для експериментів.
· Термостат моделі ТЕРМО-48 (Biokom, Росія) використовується для стабільного термостатування мікропробірок.
· Спектрофотометр NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США) дозволяє швидко та точно визначати концентрацію нуклеїнових кислот у зразках.
· Центрифуга MiniSpin (Eppendorf, Німеччина) використовується для центрифугування ДНК-зразків із різною молекулярною масою.
· Ампліфікатор Flex Cycler (Analytik Jena, Німеччина) призначений для проведення полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР).
· Камера вертикального електрофорезу VE-20 (Helicon, Росія) слугує для аналізу продуктів ампліфікації.
· Комп’ютерна техніка застосовується для обробки даних та аналізу отриманих результатів.
· Електрична сушильна шафа моделі 2B-151 застосовувалася для сушіння лабораторного посуду.
Прилад працює від мережі з напругою 220 В, але в разі пошкодження ізоляції електропроводів існує ризик ураження електричним струмом. У роботі використовувався стандартний лабораторний скляний посуд, такий як пробірки, мірні циліндри, колби, стакани і скляні палички. Під час роботи зі скляним посудом суворо дотримувалися правил техніки безпеки, щоб уникнути поранень у разі його пошкодження. Усі електроприлади експлуатувалися відповідно до інструкцій, забезпечуючи безпечні умови роботи.



2. Розробка заходів з охорони праці
2.1. Організація робочого місця і дотримання інструкцій
Робоче місце облаштоване відповідно до вимог безпеки та встановлених стандартів у Положенні про організацію роботи з охорони праці та безпеки життєдіяльності учасників освітнього процесу в Одеському національному університеті імені І.І.Мечникова. На ньому знаходяться лише реактиви, прилади та обладнання відповідні до певного методу експериментальної частини дипломної роботи. Порядок і чистота на робочому місці підтримувалися на постійній основі. Усі хімічні речовини були чітко промарковані етикетками із зазначенням назви, хімічної формули та концентрації. Правильна утилізація відходів, що утворюються під час роботи, була обов'язковою умовою [4,8,10].
Перед початком експериментальної діяльності перевірялися стан протипожежного обладнання, працездатність вентиляційної системи та ізоляція електроприладів. Роботи виконувалися відповідно до затверджених методик і були спрямовані на досягнення поставлених цілей. 

2.2. Санітарно-гігієнічні вимоги та заходи безпеки під час роботи з реактивами
Забезпечення належних санітарно-гігієнічних умов у лабораторії досягалося завдяки підтриманню чистоти, достатнього рівня освітлення та вентиляції. У приміщенні використовувалася витяжна шафа та встановлено лампи денного світла. Медична аптечка для надання першої допомоги була розміщена в доступному місці. Чистота лабораторного приміщення підтримувалася за допомогою регулярного вологого прибирання, миття посуду одразу після завершення експерименту.
Для запобігання травмам і хімічним опікам робота виконувалася виключно в лабораторних халатах і рукавичках, які використовувалися при контакті з токсичними речовинами або під час миття лабораторного посуду. Одноразові рукавички після роботи утилізувалися, а руки ретельно милися з милом. Робота з летючими речовинами проводилася виключно у витяжній шафі при ввімкненій вентиляції. Заборонялося вживання їжі на робочому місці. Виконання експериментальної частини здійснювалося в присутності наукового керівника Чеботар С.В та молодшого наукового співробітника Попович Ю.А. [7].
Робота з електричними приладами проводиться згідно з відповідними інструкціями. Для запобігання електротравматизму категорично забороняється:
· Допускати до роботи на електричних приладах і установках осіб, які не мають відповідного допуску та дозволу.
· Використовувати несправні електричні прилади та установки. Усі виявлені дефекти ізоляції проводів, несправності пускачів, рубильників, штепсельних вилок, розеток, а також проблеми із заземленням чи огородженням необхідно негайно повідомляти черговому електротехнічному персоналу.
· Переносити ввімкнені прилади або залишати їх без нагляду.
· Працювати поблизу відкритих струмопровідних частин електроустановок чи торкатися до них.
· Ускладнювати доступ до електричних приладів і пристроїв.
Дотримання цих правил є обов’язковим для забезпечення безпеки під час роботи з електроустаткуванням [1,8].
Особливу увагу приділяли дотриманню заходів безпеки під час роботи з центрифугами: перед початком роботи користувач перевіряв цілісність кабелю живлення, а також відсутність сторонніх предметів або забруднень у роторі. Усі забруднення видалялися, а ротор і камера очищувалися. Для центрифугування використовувалися лише ті типи пробірок, які рекомендовані виробником, із суворим дотриманням вимог щодо їх цілісності та розмірів. Зразки врівноважували перед запуском симетричним завантаженням ротора, використовуючи додаткові пробірки з дистильованою водою або іншою речовиною однакової ваги, якщо необхідно.
Для запобігання дисбалансу ротора пробірки розміщувалися симетрично, одна навпроти одної, з однаковим рівнем рідини та приблизною вагою. Робота центрифуги здійснювалася тільки із закритою кришкою, яку фіксував спеціальний механічний замок, що блокував роботу двигуна, якщо кришка не була закрита.
Після закінчення роботи очікували повної зупинки ротора, лише після цього відкривали кришку та виймали пробірки. Завершивши роботу, центрифугу ретельно оглядали на наявність пошкоджень і забруднень, у разі необхідності очищували й дезінфікували відповідно до чинного регламенту. Усі дії виконувалися з дотриманням інструкцій користувача та правил безпеки, щоб уникнути ризику пошкоджень обладнання.

3. Пожежна безпека
Дотримання норм пожежної безпеки у лабораторії є фундаментальним елементом організації безпечної праці. Врахування потенційних ризиків, відповідальна експлуатація обладнання, своєчасне виявлення несправностей та чітка система дій у разі надзвичайної ситуації мінімізують ймовірність виникнення небезпеки. 
Лабораторія, у якій проводилися експериментальні дослідження, належить до категорії "В" за класифікацією пожежної небезпеки. Це означає, що в приміщенні можуть використовуватися горючі та важкогорючі речовини або матеріали, здатні займатися за певних умов, однак вони не утворюють вибухонебезпечного середовища. Такі лабораторії характеризуються наявністю горючих рідин, легкозаймистих твердих матеріалів або хімічних речовин, що можуть викликати самозаймання чи тління.
Основні причини пожеж у лабораторіях включають несправність електрообладнання (коротке замикання, пошкодження ізоляції, перевантаження мережі), роботу з легкозаймистими та горючими речовинами, недотримання правил безпеки при нагріванні хімікатів, а також неправильне зберігання чи витоки летючих речовин. Неналежна вентиляція також може призводити до накопичення парів хімічних сполук, підвищуючи ризик займання [2,7].
Для запобігання виникненню пожеж у лабораторії впроваджуються такі заходи:
- Горючі речовини зберігаються у герметичних контейнерах з чіткими маркуваннями.
- Легкозаймисті матеріали обробляються виключно у витяжних шафах із увімкненою вентиляцією.
- Робочі поверхні мають бути вільні від зайвих предметів та легко займистих матеріалів.
- Регулярно перевіряється справність електроприладів і наявність пожежного інвентарю: вогнегасників, ящиків із сухим піском, пожежних покривал.
- Усі працівники проходять інструктаж із правил пожежної безпеки, включно з діями у разі надзвичайних ситуацій.
У випадку пожежі потрібно негайно діяти відповідно до інструкцій:
1.	Зателефонувати до пожежної служби за номером 101, повідомити адміністрацію та евакуювати людей із приміщення.
2.	Використовувати вуглекислотні або пінні вогнегасники. Для гасіння горючих рідин, що не змішуються з водою, використовувати сухий пісок.
3.	Забезпечити безпечний вихід через евакуаційні маршрути, уникати густого диму, прикривати дихальні шляхи зволоженою тканиною.
4.	Закривати двері лабораторії для обмеження доступу кисню, за можливості вимикати електроживлення [2, 6]
Згідно з міжнародним стандартом ISO 3941-77, вибір засобів пожежогасіння залежить від класу пожежі:
Клас А – включає тверді речовини органічного походження, горіння яких супроводжується тлінням (наприклад, папір, текстиль, деревина). Для гасіння пожеж цього класу застосовуються всі види вогнегасних речовин, включаючи піну, порошки, воду.
Клас B – легкозаймисті рідини, горючі рідини, тверді речовини (нафтопродукти, спирти, стеарин тощо). Для їх гасіння застосовують піну, порошки та розпилену воду.
Клас C – горючі гази (ацетилен, водень, пропан, бутан). Гасіння здійснюється порошковими засобами, інертними газами (CO₂, азот) або водою.
Клас D – метали (калій, магній, натрій). Для ліквідації пожеж цього класу застосовуються спеціальні порошки на основі графіту.
Клас Е – електроустановки, що знаходяться під напругою. Гасіння здійснюється порошками, хладоном 114B2 або вуглекислотним газом [8].
У лабораторії, де проводилися дослідження, використовують вуглекислотні вогнегасники та сухий пісок, які є ефективними для гасіння пожеж класів А, B та E. Для гасіння речони класу С буде застосовуватися вода. Дія вуглекислотних вогнегасників базується на охолодженні зони горіння та зниженні концентрації кисню, що унеможливлює подальше поширення вогню. Їх застосування дозволяє швидко ліквідувати вогонь, що виникає через загоряння легкозаймистих рідин або у разі виникнення пожежі в електроустановках під напругою, не пошкоджуючи при цьому обладнання та матеріали [2].
Кожен працівник лабораторії повинен знати місце розташування первинних засобів пожежогасіння та вміти користуватися ними, бути ознайомленим з основними вимогами виробничої та особистої гігієни, правилами надання першої медичної допомоги [8, 10].

4. Заходи надання першої долікарської допомоги при надзвичайних ситуаціях
Надзвичайна ситуація в умовах лабораторії – це порушення нормального функціонування об’єкта або території, спричинене аварією, катастрофою, пожежею, розливом хімічних речовин, несправністю обладнання, епідемією, або іншою небезпечною подією, що може становити загрозу для життя і здоров’я персоналу, викликати значні матеріальні збитки, унеможливити подальше проведення експериментів, зберігання матеріалів чи використання лабораторії за призначенням [2, 4].
Окрім пожежної небезпеки та ризику ураження струмом від електроприладів, значною загрозою в лабораторії є травматизм, що може виникнути через низку причин. Виробничий травматизм у лабораторних умовах зумовлюють організаційні, технічні, санітарно-гігієнічні та психофізіологічні фактори.
Організаційні причини:
· Відсутність або неякісне проведення навчання з питань охорони праці.
· Порушення вимог інструкцій, норм, стандартів і правил експлуатації лабораторного обладнання.
· Використання обладнання не за призначенням.
· Невиконання заходів щодо охорони праці та недостатній контроль за небезпечними роботами.
Технічні причини:
· Невідповідність лабораторного обладнання вимогам безпеки або його несправність.
· Недосконалість технологічних процесів, конструктивні вади обладнання, відсутність захисних пристроїв чи засобів сигналізації.
· Використання інструментів або матеріалів, які не відповідають технічним вимогам.
Санітарно-гігієнічні причини:
· Наявність у повітрі робочих зон шкідливих речовин, наприклад, парів хімічних реактивів.
· Недостатнє або неякісне освітлення, що може спричинити зниження концентрації персоналу.
· Підвищені рівні шуму чи вібрації, які впливають на ефективність роботи персоналу.
Психофізіологічні причини:
· Втома працівника через надмірну напруженість роботи або її монотонність.
· Недбалість чи необережність під час роботи.
· Хворобливий стан працівника, що може вплинути на його швидкість реакції та уважність.
Таким чином, мінімізація ризику травматизму вимагає чіткого дотримання норм, стандартів та проведення постійного навчання співробітників лабораторії [9].
У разі виникнення надзвичайних ситуацій у лабораторії надзвичайно важливо швидко і правильно надати першу допомогу потерпілому. Невідкладні дії можуть значно покращити стан людини до прибуття професійної медичної допомоги та запобігти ускладненням. Нижче описані основні правила першої допомоги в різних випадках.
При ураженні електричним струмом необхідно негайно звільнити потерпілого від дії електрики, відключивши електроустановку від джерела живлення. Якщо це неможливо, слід обережно відтягнути людину від струмопровідних частин за допомогою одягу чи ізоляційних матеріалів. У разі відсутності дихання та пульсу слід негайно провести штучне дихання і непрямий масаж серця, звертаючи увагу на стан зіниць: їх розширення свідчить про погіршення мозкового кровообігу. Після цих заходів слід викликати швидку медичну допомогу.
При пораненнях слід накласти на рану стерильний перев’язувальний матеріал і забинтувати. У разі відсутності стерильного матеріалу можна використати чисту тканину, попередньо обробивши її настойкою йоду. Особливо важливо обробляти таким чином забруднені рани.
У випадках переломів, вивихів або ударів пошкоджену кінцівку потрібно зафіксувати за допомогою шини чи підручних матеріалів, таких як палиця або картон. У разі перелому черепа слід прикласти до голови холодний предмет. При підозрі на перелом хребта потерпілого потрібно покласти на тверду поверхню, забезпечивши нерухомість тіла, і в жодному разі не ставити його на ноги. Якщо перелом супроводжується болем при диханні або кашлі, слід туго забинтувати грудну клітку під час видиху.
При теплових опіках забороняється відкривати пухирі або перев’язувати опіки бинтом. У разі опіків першого ступеня (почервоніння) уражене місце обробляють етиловим спиртом. При опіках другого ступеня (пухирі) використовують спирт або розчин марганцівки. У разі опіків третього ступеня (змертвіння тканин) накладають стерильну пов’язку та викликають лікаря.
У разі кровотечі необхідно підняти поранену кінцівку та притиснути рану стерильним матеріалом протягом 4-5 хвилин. Якщо кровотеча зупиняється, на матеріал слід накласти додаткову подушечку і забинтувати. При сильній кровотечі, яку неможливо зупинити пов’язкою, застосовують стискання судин пальцями, джгутом або закруткою, і терміново викликають лікаря.
У разі сигналу «Повітряна тривога» необхідно негайно оповістити співробітників і відвідувачів про небезпеку, в разу вибухів повідомити про це відповідні служби (ДСНС, поліцію, медичну допомогу) та наукового керівника, організувати евакуацію до укриття, забезпечити координацію з рятувальними підрозділами та, за потреби, надати медичну допомогу постраждалим [3].
Дотримання цих правил допоможе зменшити наслідки травм у лабораторії та забезпечити безпеку до прибуття медичної допомоги.






ВИСНОВКИ
Під час виконання експериментальної частини даної дипломної роботии дотримувалися всіх правил техніки безпеки, санітарно-гігієнічних вимог та вимог з приводу пожежної безпеки. Робота виконувалася у належних санітарно-гігієнічних умовах. При використанні електроприладів дотримувались усіх інструкцій по їх використанню. Під час експерименту надзвичайних ситуацій не виникало.
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