№1 дәріс тақырыбы: Репродуктивті биологияның молекулалық негіздері және өсімдік биотехнологиясындағы рөлі

Репродуктивті биология — бұл тірі ағзалардың көбеюі мен ұрпақ қалдыру процестерін зерттейтін ғылым саласы. Өсімдіктердің репродукциясы — табиғи сұрыпталу мен эволюцияның негізгі механизмі болып табылады. Бұл салада молекулалық деңгейде жүретін процестерді зерттеу өсімдіктердің өнімділігін арттыру, жаңа сорттарды алу, және биотехнологиялық әдістерді қолдану мүмкіндігін кеңейтеді.

Өсімдіктердің көбеюі жынысты (гаметалар арқылы) және жыныссыз (вегетативті немесе апомиксис) жолмен жүзеге асады. Жынысты көбеюде гүлді өсімдіктерде аталық (тозаң) пен аналық (ұрыққап) жыныс жасушалары түзіліп, тозаңдану мен ұрықтану нәтижесінде зигота пайда болады. Бұл процестерді реттейтін молекулалық механизмдер генетикалық деңгейде бақыланады. Заманауи зерттеулер бұл механизмдерде транскрипциялық факторлар, РНҚ-интерференция, эпигенетикалық өзгерістер және гормондық сигнал беру жүйелерінің шешуші рөл атқаратынын көрсетті.

Мысалы, гүлденуді реттейтін негізгі гендердің бірі — FLOWERING LOCUS T (FT). Бұл геннің экспрессиясы фотопериодқа тәуелді және ол гүлденуді индукциялайтын сигнал ретінде флоэма арқылы апикальді меристемаға жеткізіледі. Мұндай сигналдар өсімдіктің репродуктивті фазасына өтуін қамтамасыз етеді. Сонымен қатар, LEAFY (LFY) және APETALA1 (AP1) сияқты транскрипциялық факторлар гүл мүшелерінің дамуын реттейді.

Ұрықтану процесі де молекулалық деңгейде күрделі реттеледі. Тозаң түтігінің өсуі, бағытталуы және аналық жыныс жасушасымен қосылуы арнайы сигнальдік молекулалар арқылы жүзеге асады. Бұл жерде FERONIA, LURE сияқты гендер маңызды рөл атқарады. Мысалы, LURE пептидтері аналық гаметофиттен бөлініп, тозаң түтігін бағыттайды.

Ұрық пайда болған соң, эмбриогенез процесі басталады. Бұл кезде зигота бөлініп, ұрық денесі түзіледі. Эмбриогенездің бастапқы кезеңдерінде WUSCHEL (WUS), MONOPTEROS (MP), BABY BOOM (BBM) сияқты гендердің экспрессиясы ұрық дамуының бағытын анықтайды. Бұл гендер жасушалардың бөлінуі, дифференциациясы және морфогенез процесін басқарады.

Репродуктивті биология өсімдік биотехнологиясында зор рөл атқарады. Молекулалық механизмдерді терең түсіну арқылы селекция және генетикалық инженерия әдістерін тиімді қолдануға болады. Мысалы, in vitro жағдайында соматикалық эмбриогенезді немесе микроспоралардан (аталық жасушалардан) ұрық алу мүмкіндігі арқылы гаплоидтық өсімдіктерді жылдам алуға болады. Бұл әдістер өсімдіктердің жаңа сорттарын тез шығару үшін қолданылады.

Гендік инженерия саласында, репродуктивті даму кезеңіне әсер ететін гендерді енгізу немесе өшіру арқылы гүлдену уақытын өзгерту, тозаңсыз стерильді линиялар алу, немесе апомиктикалық (жыныссыз тұқым арқылы) көбеюді басқару мүмкіндігі бар. Бұл әсіресе гибридті сорттар шығаруда маңызды, себебі апомиксис арқылы гибридті артықшылықтарды келесі ұрпаққа сақтау жүзеге асады.

Сондай-ақ, өсімдіктердің стресс жағдайларына (құрғақшылық, тұздық, температуралық ауытқулар) төзімділігін арттыру үшін репродуктивті кезеңде белсенді болатын гендердің экспрессиясын зерттеу маңызды. Көптеген өнімділікті шектейтін факторлар дәл осы кезеңде әсер етеді. Сондықтан репродуктивті кезеңге тән стресс-жауап гендері — өсімдік биотехнологиясының негізгі нысандарының бірі.

Қорытындылай келе, репродуктивті биологияның молекулалық деңгейдегі зерттеулері — өсімдік биотехнологиясының негізін құрайды. Бұл салада алынған білім жаңа өнімді, тұрақты және бейімделгіш өсімдік сорттарын жасауға, сондай-ақ ауылшаруашылық өндірісін биотехнологиялық әдістермен жаңғыртуға мүмкіндік береді. Репродуктивті процестерді басқару арқылы адамзат азық-түлік қауіпсіздігін қамтамасыз етіп, климаттың өзгеру жағдайларына бейімделе алады.
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2-дәріс тақырыбы: Өсімдіктердің репродуктивті стратегиялары: эволюциялық аспектілері

Өсімдіктер эволюция барысында әртүрлі ортада тіршілік етуге бейімделіп, ұрпақ қалдырудың (репродукцияның) алуан түрлі стратегияларын дамытты. Бұл стратегиялар өсімдіктің өмір сүру ұзақтығы, тіршілік ету ортасы, генетикалық әртүрлілігі, тозаңдану механизмі, тұқым таралу тәсілдері және көбею жылдамдығы сияқты көптеген факторларға тәуелді. Репродуктивті стратегиялар эволюцияның жүрісі мен өсімдіктердің тіршілік ету қабілетін анықтайтын негізгі факторлардың бірі болып табылады.

1. Жынысты және жыныссыз көбею стратегиялары
Жынысты көбею

· Жынысты көбею — гаметалардың қосылуы арқылы жүзеге асады (аталық және аналық).

· Генетикалық әртүрлілікті қамтамасыз етеді.

· Эволюциялық артықшылығы — бейімделу мүмкіндігін арттыру.

· Гүлді өсімдіктерде тозаңдану мен ұрықтану процестері арқылы жүреді.

· Өздігінен тозаңдану (аутогамия) және айқас тозаңдану (ксерогамия) формалары бар.

Жыныссыз көбею

· Жаңа ұрпақ вегетативті органдардан немесе соматикалық жасушалардан пайда болады.

· Тұқымсыз көбеюдің (апомиксис) табиғи және қолдан жасалған түрлері бар.

· Генетикалық тұрақтылықты сақтайды, бірақ эволюциялық өзгерістерге бейімделу мүмкіндігі төмен.

2. Өсімдіктердің өмірлік цикл стратегиялары
Жылдық өсімдіктер (аннуалдар)

· Бір вегетациялық маусым ішінде көбею мен өлім фазалары толық өтеді.

· Репродуктивтілікке көп энергия жұмсайды.

· Мысалы: бидай, жүгері, көкөністер.

Екіжылдық өсімдіктер

· 1-жыл: вегетативті даму, 2-жыл: гүлдеу және көбею.

· Мысалы: сәбіз, қызылша.

Көпжылдық өсімдіктер (перенниалдар)

· Бірнеше жыл өмір сүреді, бірнеше маусым бойы гүлдеп, ұрпақ бере алады.

· Репродуктивті фазалар арасында вегетативті тынығу кезеңі болуы мүмкін.

· Ағаштар, бұталар және кейбір көпжылдық шөптесін өсімдіктер жатады.

3. Тозаңдану стратегиялары (Pollination strategies)
Абиотикалық тозаңдану

· Желмен тозаңдану (анемофилия) — дәнді дақылдарда, қарағайда.

· Сумен тозаңдану (гидрофилия) — кейбір су өсімдіктерінде.

Биотикалық тозаңдану

· Жәндіктер (энтомофилия), құстар (орнитофилия), жарқанаттар (хиороптерофилия) арқылы тозаңданады.

· Жәндіктерді тарту үшін ашық түсті гүлдер, иіс, нектар секілді бейімделулер дамыған.

Эволюциялық артықшылығы: биотикалық тозаңдану генетикалық әртүрлілікке көбірек мүмкіндік береді, бірақ өсімдік пен тозаңдатушы арасында коэволюцияны қажет етеді.

 4. Ұрықтану мен тұқым тарату стратегиялары

Ұрықтану типтері

· Өзін-өзі тозаңдану: гүл ішінде тозаң мен аналық бірігеді. Энергияны үнемдейді, бірақ генетикалық әртүрлілік азаяды.

· Айқас тозаңдану: әртүрлі даралар арасында тозаң алмасады. Эволюциялық жағынан тиімді.

Тұқым таралу стратегиялары

· Анемохория (желмен таралу): жеңіл тұқымдар, қанатты құрылымдар.

· Зоохория (жануармен таралу): қапталған, шырынды жемістер.

· Гидрохория (сумен таралу): суда қалқып жүретін тұқымдар.

· Автохория (өздігінен таралу): тұқымдарын өздігінен лақтыру.

Эволюциялық тұрғыда, тұқым таралу стратегиялары түрдің таралу аймағын кеңейту мен жаңа экожүйелерге қоныстануға мүмкіндік береді.

5. Апомиксис және вегетативті көбеюдің эволюциялық рөлі
Апомиксис — ұрық ұрықтанусыз дамиды (жыныссыз тұқым түзу). Эволюциялық тұрғыдан генотипті сақтай отырып көбеюге мүмкіндік береді.

· Кейбір жабайы және мәдени өсімдіктерде кездеседі (мысалы: кейбір цитрус түрлері, бидайда кездесетін кейбір линиялар).

· Биотехнологияда бұл әдіс гибридті сорттарды сақтап қалуда маңызды.

Вегетативті көбею (түйнек, тамырсабақ, өркендер арқылы) – тез және көп мөлшерде ұрпақ алу, бірақ генетикалық әртүрлілік шектеледі.

6. Эволюциялық қысым және бейімделу
Репродуктивті стратегиялар табиғи сұрыпталу қысымына жауап ретінде қалыптасады. Мысалы:

· Құрғақ климатта — өмірлік цикл қысқа (жылдықтар басым).

· Орманды аймақтарда — жануарлармен тозаңдану және тұқым таралуы кең таралған.

· Тұрақсыз ортада — генетикалық әртүрлілік маңызды, сондықтан айқас тозаңдану дамиды.

· Су ортасында — гидрофильді тозаңдану және суға бейімделген тұқым таралу механизмдері дамиды.

Қорытынды
Өсімдіктердің репродуктивті стратегиялары — олардың тіршілік ету ортасына, эволюциялық тарихына және генетикалық бейімделу мүмкіндігіне байланысты әртүрлі. Бұл стратегиялар өсімдіктердің экологиялық бейімділігін, түрдің сақталуын және эволюциялық табыстылығын анықтайды. Репродуктивті процестердің молекулалық және экологиялық негіздерін түсіну — биология, экология және ауыл шаруашылығы үшін маңызды.
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3-дәріс тақырыбы:  Гүлдің органогенезі: генетикалық реттелуі (ABC моделі)
Гүл — өсімдіктің репродуктивті мүшесі. Оның дамуы күрделі морфогенетикалық процестердің нәтижесінде жүзеге асады және бұл процестер генетикалық деңгейде қатаң реттеледі. Гүлдің органогенезі деп гүл апикальді меристемасынан басталып, толық қалыптасқан гүл мүшелерінің пайда болуын айтады. Бұл процесте маңызды рөл атқаратын негізгі молекулалық механизмдердің бірі – ABC моделі. Бұл модель өсімдіктің морфогенезін түсіндірудегі негізгі тұжырымдама болып табылады және қазіргі өсімдік биологиясының іргетасы саналады.

Гүлдің органогенезі жалпы сипаттама
Гүл меристемасы – вегетативті меристемадан репродуктивті даму сатысына ауысқанда қалыптасатын арнайы құрылым. Гүл меристемасы детерминделген және шектеулі даму потенциалына ие. Ол белгілі бір уақыт ішінде гүлдің барлық органдарын түзеді. Гүлдің негізгі төрт органдық шеңбері (вора) бар: тостағанша жапырақшалар (сепалдар), күлтелер (петалдар), аталықтар (стамендер), аналықтар (карпельдер). Бұл мүшелердің дамуы генетикалық бағдарламаланған және кеңінен зерттелген модель өсімдік Arabidopsis thaliana мысалында анықталған.

ABC моделі: негізгі тұжырымдама
ABC моделі гүл мүшелерінің орналасуын және дифференциациясын түсіндіру үшін ұсынылған. Бұл модельге сәйкес, үш түрлі гендер тобы (A, B және C класты гендер) гүлдің әртүрлі мүшелерін қалыптастыруда өзара әрекеттеседі. Әрбір гүл шеңбері белгілі бір комбинациядағы гендердің экспрессиясына сәйкес қалыптасады.

· A класты гендер — тостағанша және күлте

· B класты гендер — күлте және аталық

· C класты гендер — аталық және аналық

Гүл шеңберлеріндегі гендердің экспрессиялық комбинациясы:
1. Бірінші шеңбер (сыртқы): A гендері → тостағанша (сепалдар)

2. Екінші шеңбер: A + B гендері → күлтелер (петалдар)

3. Үшінші шеңбер: B + C гендері → аталықтар (стамендер)

4. Төртінші шеңбер (ішкі): C гендері → аналық (карпель)

A және C гендері бір-бірін өзара тежейді: A гендері C гендерінің экспрессиясын басады және керісінше. Бұл тепе-теңдік гүлдің симметриялы дамуын қамтамасыз етеді.

ABC модельдегі негізгі гендер:
· A класты гендер: APETALA1 (AP1) және APETALA2 (AP2)
· B класты гендер: APETALA3 (AP3) және PISTILLATA (PI)
· C класты ген: AGAMOUS (AG)
Мысалы, AP1 және AP2 гендері бірінші және екінші шеңбердің мүшелерінің дамуына жауап береді. AP3 және PI гендері AP1/AP2 мен AG гендерімен бірігіп жұмыс істейді. AG гені үшінші және төртінші шеңберде белсенді болады және репродуктивті мүшелердің түзілуін қамтамасыз етеді.

ABC модельдің генетикалық дәлелдемелері
Модель негізінен мутанттық фенотиптерді зерттеу нәтижесінде құрылған:

· A класы жоқ болса (мысалы, ap1 мутанты): бірінші және екінші шеңберлерде C гені экспрессияланады → тостағанша мен күлте орнына аналық және аталық мүшелер түзіледі.

· B класы жоқ болса (ap3 немесе pi мутанттары): екінші және үшінші шеңберлерде B гендері болмайды → күлте орнына тостағанша, аталық орнына аналық пайда болады.

· C класы жоқ болса (ag мутанты): үшінші және төртінші шеңберде A гені белсенді болады → аналық пен аталық орнына тостағанша мен күлте мүшелері шексіз қайталана береді (меристема белсенділігі тоқтамайды).

ABC моделінің кеңеюі: D және E гендері
Кейінгі зерттеулер гүл мүшелерінің дамуында қосымша гендер де маңызды екенін көрсетті. Осылайша, кеңейтілген ABCDE моделі ұсынылды.

· D класы — тұқым бүршіктерінің (овулалардың) дамуына жауапты (SEEDSTICK (STK))

· E класы — барлық гүл мүшелерінің толық морфогенезіне қажет (SEPALLATA (SEP) гендері)

E класты SEP гендері A, B және C гендерімен кешен түзіп, транскрипциялық белсенділікті қамтамасыз етеді. Оларсыз жоғарыдағы гендердің ешқайсысы өз функциясын толық атқара алмайды. Осылайша, E гендері ABC гендерінің "кофакторлары" ретінде қарастырылады.

Гүлдің органогенезі мен транскрипциялық реттелу
ABC гендері — транскрипциялық факторларды кодтайды. Бұл факторлар MADS-box типті транскрипциялық факторлар болып табылады, яғни ДНҚ-мен байланысып, басқа гүл дамуымен байланысты гендердің транскрипциясын реттейді. Мысалы, AG, AP1, AP3, PI, SEP гендерінің белсенділігі бір-біріне тәуелді кешендер түзу арқылы іске асады.

Экологиялық және эволюциялық аспектілері
Гүл мүшелерінің дамуын бақылайтын гендердің эволюциялық консервациясы жоғары. ABC гендеріне ұқсас MADS-box гендері барлық жабық тұқымды өсімдіктерде кездеседі. Сонымен қатар, гүл морфологиясының әртүрлілігі осы гендердің экспрессия деңгейі мен кеңістіктік-уақыттық өзгеруіне байланысты қалыптасады.

Қорытынды
Гүлдің органогенезі — жоғары деңгейде ұйымдастырылған және қатаң генетикалық реттелетін процесс. ABC моделі гүл мүшелерінің дамуындағы негізгі генетикалық механизмдерді сипаттайды. Бұл модель өсімдік морфогенезін түсіндіруде, сондай-ақ гүл құрылымын өзгерту арқылы өсімдіктердің сәндік және ауылшаруашылық маңызын арттыру бағытында қолданылуы мүмкін. Генетикалық инженерия мен селекцияда ABC моделі өсімдіктердің репродуктивті жүйесін манипуляциялау үшін теориялық негіз болып саналады.
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4-дәріс тақырыбы:

Тозаң түзілуі мен жетілуінің молекулалық механизмдері

Тозаң түзілуі және оның жетілуі — өсімдіктердің жынысты көбеюінің алғашқы және аса маңызды кезеңдерінің бірі. Бұл процесс микроспорогенез және микрогаметогенез сатыларын қамтиды және кең көлемдегі молекулалық, генетикалық және эпигенетикалық реттелу жүйелеріне негізделген. Тозаң түзілуіндегі дұрыс реттелу өсімдіктің ұрықтану қабілетін, демек өнімділігін анықтайды. Лекцияда тозаңның дамуының кезеңдері, оны бақылайтын негізгі гендер, молекулалық механизмдер мен реттеу жолдары қарастырылады.

1. Тозаң түзілу процесінің морфологиялық сатылары

Тозаң антеридегі (аталық тозаңқап) тозаң қалталарында дамиды. Процесс екі негізгі сатыдан тұрады:

Микроспорогенез

· Арнайы жасушалар – археспориальды жасушалар бөлініп, микроспороциттерге (аналық тозаң жасушаларына) айналады.

· Микроспороциттер мейоз арқылы 4 гаплоидты микроспора түзіп, тетрада түзеді.

Микрогаметогенез

· Әр микроспора митоз арқылы вегетативті жасуша және генеративті жасушаға бөлінеді.

· Генеративті жасуша кейін екінші митоздан өтіп, екі сперматозоид түзеді.

· Нәтижесінде толық жетілген тозаң дәнінде үш жасуша болады: бір вегетативті және екі генеративті.

2. Тозаңның дамуындағы негізгі молекулалық механизмдер

Тозаң түзілуі көптеген гендердің координацияланған экспрессиясына негізделеді. Бұл гендер жасушалық бөлінуді, дифференциацияны, қабықша түзілуін, гормоналды сигналдарды және ген экспрессиясын реттейді.

А. Тапетум мен оның рөлі

Тапетум — тозаң дамуына қажет қоректік заттар мен сигналдық молекулаларды қамтамасыз ететін антер қабатындағы жасушалар.

· Тапетум тозаң қабығының сыртқы экзина қабатын құрайтын спорополленин сияқты биополимерлерді синтездейді.

· Бұл қабат тозаңның қоршаған орта әсеріне төзімді болуын қамтамасыз етеді.

Маңызды гендер:

· DYT1 (DYSFUNCTIONAL TAPETUM1) – тапетумның қалыпты дамуына қажет транскрипциялық фактор.

· TDF1 – DYT1 генімен қатар жұмыс істейді, тапетум қызметін реттейді.

· AMS (ABORTED MICROSPORES) – тапетумнан тозаңға қоректік заттар тасымалын бақылайды.

· MS1 (MALE STERILITY1) – соңғы даму кезеңдерінде тозаң қабығын қалыптастыруға қатысады.

B. Мейозды реттейтін гендер

Микроспороциттердегі мейоздың дұрыс жүруі генетикалық тұрғыдан қатты бақыланады.

· SDS (SOLO DANCERS) – мейоздың I профазасында хромосомалардың синапсисін және кроссинговерін реттейді.

· AtRAD51, AtDMC1 – гомологтық рекомбинация мен ДНҚ жөндеуге қатысатын гендер.

· PAIR1, ZYP1 – синаптонемді кешенді қалыптастыратын белоктарды кодтайды.

C. Митоз және микрогаметогенез

Микроспоралардың митоз арқылы екі және кейін үш жасушалы тозаңға айналуы да транскрипциялық деңгейде бақыланады.

· DUO1 (DUO POLLEN1) – генеративті жасушаның митозын реттейтін транскрипциялық фактор.

· GEM1 (GENERATIVE CELL MITOSIS1) – митозды бақылаушы маңызды ген.

· MYB33, MYB65 – тозаң дәндерінің морфологиясын және дұрыс бөлінуін қамтамасыз етеді.

3. Тозаң қабығының түзілуі және экспрессияланатын гендер
Тозаң қабығы бірнеше қабаттан тұрады: экзина (сыртқы), интина (ішкі), және tryphine (липопротеидті заттар қабаты).

· ACOS5, CYP703A2, CYP704B1 – спорополленин биосинтезінде қызмет етеді.

· LAP3, LAP5, LAP6 – тозаң қабығының тұрақтылығына жауап береді.

· TKPR1, TKPR2 – тапетумда май қышқылы туындыларының түзілуіне қатысады.

Экзинаның түзілуі сыртқы ортамен өзара әрекеттесуді (мысалы, стигмамен адгезия) қамтамасыз етеді және тозаңның қорғанысын атқарады.

4. Гормондық реттелу

Тозаң түзілуі фитогормондармен де реттеледі:

· Ауксин – жасушалық бөлінуге және полярлы даму жолына әсер етеді.

· Гиббереллин – микроспоралар мен тапетумның дамуын стимулдайды. GA-deficient мутанттарда тозаң дамуында бұзылыстар байқалады.

· Жасмона қышқылы – тапетумның дегенерациясы мен тозаң қабығының қалыптасуына қатысады.

COI1, MYC2 – жасмона қышқылына жауап беретін маңызды гендер.

5. Эпигенетикалық және посттранскрипциялық бақылау

· miRNA және siRNA түріндегі шағын РНҚ молекулалары тозаң түзілу процесінде көптеген гендердің экспрессиясын басу немесе күшейту арқылы реттейді.

· ARGONAUTE (AGO) белоктары осы шағын РНҚ-лармен кешен түзіп, нысана мРНҚ-ны ыдырату немесе трансляцияны тежеу жолымен қызмет етеді.

· Эпигенетикалық модификациялар (гистондардың ацетилденуі, метилденуі) арқылы тозаң дамуымен байланысты гендердің белсенділігі өзгеруі мүмкін.

6. Мутациялардың әсері және стерильділік

Көптеген жоғарыда аталған гендердің мутациялары аталық стерильділікке әкеледі. Бұл құбылыс гибридті тұқымдар өндіруде биотехнологиялық әдіс ретінде кеңінен қолданылады. Цитоплазмалық аталық стерильділік (CMS) жүйелері де митохондриялық гендердің ақауларына байланысты пайда болып, тозаң түзілуін тоқтатады.

Қорытынды

Тозаң түзілуі мен жетілуі — жоғары дәрежеде ұйымдастырылған және молекулалық деңгейде қатаң бақыланатын процесс. Гендердің, транскрипциялық факторлардың, гормондардың, эпигенетикалық факторлардың және сигналдық жолдардың өзара үйлесімді әрекеті арқылы тозаң қалыпты түрде дамып, өсімдік ұрықтануға дайын болады. Бұл процестерді терең түсіну өсімдіктің өнімділігін арттыруда, стерильді линиялар жасауда және өсімдік биотехнологиясында кеңінен қолданылады.
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5-дәріс тақырыбы:
Гаметофиттердің өзара әрекеттесуі: сигналдық жолдар және тозаң түтігінің өсуі

Гүлді өсімдіктердегі ұрықтану процесі — аналық және аталық гаметофиттер арасындағы нәзік молекулалық байланыстар мен сигналдардың нәтижесінде жүзеге асады. Бұл процестің маңызды кезеңі — тозаң түтігінің аналық ұлпалар арқылы бағытталып өсіп, аналық гаметофитке (ұрыққап) жетіп, ұрықтануды қамтамасыз етуі. Осы күрделі әрекеттестіктерді гаметофиттердің өзара әрекеттесуі деп атайды.

Бұл процесс өсімдіктің көбею жүйесінде дәлдік пен сәйкестікті қамтамасыз етеді және молекулалық деңгейде кең ауқымды сигналдық жолдармен, рецепторлармен, лигандтармен, және иондық ағындармен бақыланады.

1. Аталық және аналық гаметофиттердің қысқаша сипаттамасы

· Аталық гаметофит – тозаң дәні. Жетілген тозаңда:

· 1 вегетативті жасуша (тозаң түтігін түзуге жауапты),

· 2 генеративті жасуша (спермиялар) болады.

· Аналық гаметофит – ұрыққаптағы зародыш қапшығы (ембриондық қап), оның құрамында:

· 1 жұмыртқа жасушасы,

· 2 синергид (бағыттаушы жасушалар),

· 2 полярлық ядро,

· 3 антипод болады

2. Тозаң түтігінің өсу кезеңдері

2.1. Гүлдену мен тозаңдану

Тозаң аналық гүлдің мүйізшесіне (стигма) түскен соң, онда ылғал мен сигналдық молекулалар әсерінен өсе бастайды.

2.2. Тозаң түтігінің түзілуі

Тозаң дәнінің вегетативті жасушасы түтік түрінде өсе отырып, стигма арқылы стильге, одан әрі жатынға енеді. Бұл процесс бағытталған өсу арқылы жүреді.

2.3. Бағытталған өсу мен бағытталу

Тозаң түтігі аналық гаметофитке нақты бағытта өсіп, тек дұрыс бағытта жүрген жағдайда ұрықтануға әкеледі. Бұл бағытталу арнайы химиялық сигналдар арқылы жүзеге асады.

2.4. Гаметофиттер арасындағы өзара тану

Тозаң түтігі синергид жасушалармен байланысып, солар арқылы жұмыртқа жасушасына жетеді. Сигнал арқылы түтік тоқтап, жарылып, екі сперматозоидты шығарады.

3. Сигналдық жолдар: тозаң түтігінің бағытталған өсуі мен навигациясы

3.1. Тозаң түтігінің бағытталуын реттейтін сигналдар

Аналық гаметофит бағыттаушы молекулаларды бөледі. Ең маңызды сигналдар:

· LURE1 және LURE2 — синергид жасушалар бөліп шығаратын цистеинге бай пептидтер. Олар тозаң түтігін жұмыртқа жасушасына бағыттайды.

· Бұл пептидтер спецификалық – тек сәйкес тозаң түтігін тартады, осылайша түрлік сәйкестік сақталады.

3.2. Рецепторлар мен олардың өзара әрекеттесуі

Тозаң түтігі бетінде LURE сигналдарын қабылдайтын рецепторлар орналасқан:

· PRK (Pollen Receptor Kinases) – тозаң түтігінің бетінде орналасқан рецептор-киназа типті белоктар.

· MDIS1, MIK1/2 – LURE пептидтеріне жауап беретін рецепторлар.

· FERONIA (FER) — синергид жасушасында орналасқан рецептор-киназа. Тозаң түтігінің жарылуын және сперма жасушаларын босатуды бақылайды.

FER рецепторымен байланыс тозаң түтігі мен синергид арасындағы финалды өзара тануды қамтамасыз етеді.

3.3. Кальций сигнализациясы

· Аналық гаметофитте тозаң түтігі жақындаған кезде [Ca²⁺] концентрациясы артады.

· Бұл кальций толқындары түтіктің бағытталуын және синергид жасушаның дайын болуын көрсетеді.

3.4. RAC/ROP GTPase сигналдық жолдары

· Тозаң түтігінің апикальды өсуі кезінде цитоскелет, везикулярлық транспорт, және пектин метаболизмі реттеледі.

· Бұл процестерге ROP1 GTPase қатысады, ол плазмалық мембранада локализацияланып, өсудің бағытын анықтайды

4. Тозаң түтігінің жарылуы және ұрықтану

Тозаң түтігі синергид жасушасына жеткен соң, арнайы сигнал арқылы жарылып, екі сперма жасушасын шығарады. Бұл процесте:

· FERONIA және LORELEI гендері маңызды рөл атқарады.

· NORTIA (NTA) – синергид жасушасындағы белок, тозаң түтігінің келуімен іске қосылады.

· ANXUR1/2 – тозаң түтігінің жарылуына кедергі жасайтын рецепторлар. FERONIA сигналы келгенде олар тежеліп, жарылу жүреді.

Жарылған соң:

· Бір сперма жасушасы жұмыртқамен қосылып зигота түзеді.

· Екіншісі поляр ядроларымен қосылып эндосперм түзеді.

Бұл – қосарлы ұрықтану процесі.

5. Түрлерге тән сәйкестік және репродуктивтік тосқауылдар

· LURE пептидтері мен олардың рецепторлары түрлік ерекшелікке ие.

· Бұл өсімдіктерде айқас тозаңдануды шектеу және түрішілік ұрықтануды қамтамасыз ету механизмі.

· Гаметофиттер арасындағы сәйкессіздік — репродуктивтік тосқауылдардың негізі болып саналады.

Қорытынды

Аталық және аналық гаметофиттердің өзара әрекеттесуі – молекулалық сигналдардың нақты және үйлесімді жұмысына негізделген жоғары ұйымдасқан процесс. Бұл жүйеде:

· Сигналдық пептидтер (LURE),

· Рецепторлар (FERONIA, PRK, MDIS1),

· Иондық сигналдар (Ca²⁺ толқындары),

· GTPase белсенділігі (ROP1),

· Жасушааралық тану және сәйкестік жүйелері

үлкен рөл атқарады. Бұл процесті терең түсіну өсімдіктердің ұрықтану механизмдерін бақылауға, түрлік будандастыру мүмкіндіктерін кеңейтуге және ауылшаруашылық дақылдарының өнімділігін жақсартуға жол ашады.
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6-дәріс:

Гүлді өсімдіктерде ұрықтану процесі аналық және аталық гаметофиттердің күрделі әрі нақты өзара әрекеттесуі арқылы жүзеге асады. Бұл әрекеттесу молекулалық деңгейде үйлесімді сигналдық жүйелермен қамтамасыз етіледі және тозаң түтігінің өсуі, бағытталуы, аналық ұлпалар арқылы навигациясы мен жұмыртқа жасушасына жету процесін қамтиды. Аталық гаметофит рөлін атқаратын тозаң дәні аналық гүлдің стигмасына түскен соң, оның вегетативті жасушасы тозаң түтігін түзеді. Тозаң түтігі стигма, стиль және жатын бойымен бағытталған өсу арқылы аналық гаметофит орналасқан ұрыққапқа қарай жылжиды. Бұл өсу мен бағытталу процестері түрлі биохимиялық сигналдар мен ион ағындарының реттелуіне негізделген.

Аналық ұлпалар тозаң түтігін өзіне бағыттау үшін арнайы молекулалар бөледі. Әсіресе синергид жасушаларынан бөлінетін LURE1 және LURE2 деп аталатын цистеинге бай пептидтер тозаң түтігінің бағытталған өсуін қамтамасыз ететін негізгі сигналдық молекулалар болып табылады. Бұл пептидтер аналық гаметофитке тән сигнал ретінде қызмет атқарады және тек белгілі бір түрге жататын тозаң түтіктерін тартады. Осылайша түрлік сәйкестік пен сұрыптау жүреді. Тозаң түтігінің бетінде бұл пептидтерді қабылдайтын рецепторлар орналасқан. Олардың қатарына MDIS1 және MIK1/2 рецепторлары жатады. Бұл рецепторлар арқылы тозаң түтігі LURE пептидтерін таниды және аналық гаметофитке қарай дәл бағытталады.

Сигналдарды қабылдаумен қатар, тозаң түтігінің өзі апикальды бағытталған өсуін реттейтін ішкі механизмдермен жабдықталған. Оның өсуінде цитоскелет элементтерінің, әсіресе актин филаменттерінің қайта құрыла отырып бағытталуы маңызды рөл атқарады. Бұл процесті ROP GTPase тәрізді кіші сигналды молекулалар реттейді. ROP1 GTPase тозаң түтігінің ұшында локализацияланып, жасуша ішіндегі везикула тасымалын, жасуша қабырғасының кеңеюін және ион ағындарын үйлестіреді. Сонымен қатар, кальций иондарының локальды концентрациясы да тозаң түтігінің өсуін басқаратын негізгі сигналдардың бірі болып табылады. Аналық ұлпалардан тозаң түтігіне жақындаған сайын синергид жасушаларында кальций деңгейінің көтерілуі тіркеледі. Бұл құбылыс тозаң түтігінің келіп жеткенін білдіретін сигнал ретінде қабылданады.

Тозаң түтігі синергид жасушаларының біріне жеткен соң, оны таниды және байланыс орнатады. Бұл байланыс FERONIA деп аталатын рецептор-киназаның қатысуымен жүреді. FERONIA аналық гаметофиттің синергид жасушасында орналасып, тозаң түтігінің жарылуын реттейтін негізгі рецептор болып табылады. Ол LORELEI және NORTIA тәрізді басқа да аналық гендермен бірігіп, тозаң түтігі арқылы әкелінген сперма жасушаларын жұмыртқа жасушасына жеткізуге жағдай жасайды. Тозаң түтігі синергидпен түйіскен кезде арнайы сигнал арқылы түтік жарылып, екі сперма жасушасын босатады. Бұл сигнал FERONIA арқылы іске қосылып, тозаң түтігінің ішінде орналасқан ANXUR1 және ANXUR2 тәрізді жарылуға кедергі келтіретін рецепторлардың белсенділігін төмендетеді. Бұл үйлесімділік болмаса, тозаң түтігі жарылмайды немесе ерте жарылып, ұрықтану жүрмей қалуы мүмкін.

Тозаң түтігі жарылғаннан кейін екі сперма жасушасының бірі жұмыртқа жасушасымен қосылып зигота түзеді, ал екіншісі орталық жасуша полярлық ядроларымен қосылып триплоидты эндосперм түзеді. Бұл қосарлы ұрықтану гүлді өсімдіктерге тән ерекше репродуктивті құбылыс. Сперма жасушаларының бағытталып, дәл жетуі және тек сәйкес жасушалармен бірігуі де арнайы сигналдық тану жүйелеріне байланысты. Олардың ішінде GCS1 (HAP2) және EC1 тәрізді гендер сперма мен жұмыртқа жасушалары арасындағы плазмалық мембраналардың қосылуына жауап береді.

Гаметофиттердің өзара әрекеттесуі түрлік сәйкестікті қамтамасыз ететін биологиялық фильтр ретінде де қызмет атқарады. Сәйкес емес тозаң түрлері аналық стигмада өніп, бірақ синергидке жете алмайды немесе тіпті стигмадан әрі қарай өспейді. Бұл құбылыс репродуктивті тосқауыл ретінде әрекет етеді және түрлер арасында генетикалық оқшаулануды қамтамасыз етеді. Сонымен қатар, тозаң мен аналық ұлпалар арасындағы байланыс көптеген экологиялық және селекциялық факторларға тәуелді. Мысалы, тозаң түтігінің өсіп-жету жылдамдығы, стигманың ылғалдылығы, аналық ұлпалардың физиологиялық күйі – бәрі де ұрықтануға әсер етеді.

Қорытындылай келе, тозаң түтігінің өсуі мен аналық гаметофитпен әрекеттесуі өте күрделі молекулалық желіге негізделген. Бұл желіде сигналды молекулалар, рецепторлар, GTPase белоктары, кальций иондары және мембраналық белсенділіктер өзара үйлесімді жұмыс істейді. Гүлді өсімдіктердің репродуктивті жетістігі осы молекулалық коммуникация жүйесінің дәлдігі мен сенімділігіне тікелей байланысты. Осы процесті терең зерттеу өсімдіктердің тұқым беру қабілетін арттыруда, түрішілік және түраралық будандастыруда, сондай-ақ өсімдік биотехнологиясында кең мүмкіндіктер ұсынады.
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Эмбриогенездің реттелуі: транскрипциялық факторлар мен гормондардың рөлі

Өсімдіктердегі эмбриогенез — зиготаның бөлінуі нәтижесінде жаңа ұрпақтың қалыптасуын қамтамасыз ететін күрделі әрі көп сатылы процесс. Бұл процесс зиготаның асимметриялы бөлінуінен басталып, морула, глобулярлы, жүрек тәрізді және торпедо сатыларынан өтіп, жетілген ұрықтың пайда болуымен аяқталады. Эмбриогенез барысында жасушалардың полярлығы, қабаттылық, ұлпалар мен мүшелердің шеттетілуі, сондай-ақ клеткалық спецификация орын алады. Бұл өзгерістер қатаң транскрипциялық және гормоналды реттелуге бағынады.

Эмбриогенездің бастапқы кезеңінде зигота асимметриялы бөлініп, екі түрлі жасуша түзеді: ұрыққа бастама беретін апикальды жасуша және ұрыққап (суспензор) түзетін базальды жасуша. Бұл асимметриялы бөліну — дамудың кеңістіктік ұйымдастырылуы мен жасуша тағдырын анықтауда шешуші рөл атқарады. Асимметрия процесін цитоскелет элементтері, полярлы сигналдар мен транскрипциялық факторлар реттейді.

Эмбриогенездің транскрипциялық деңгейде реттелуінде негізгі рөл атқаратын бірнеше басты гендер мен транскрипциялық факторлар анықталған. Олардың ішінде WOX (WUSCHEL-related homeobox) тобы ерекше маңызға ие. WOX2 және WOX8/9 зиготадан кейінгі алғашқы асимметриялы бөліну мен апикальды-базальды өрістің түзілуін қамтамасыз етеді. WOX8/9 экспрессиясы базальды жасушада, ал WOX2 апикальды жасушада байқалады. Бұл факторлар жасуша тағдырын ажыратуға қатысады. WOX5 — меристема аймағының түзілуіне қатысып, тамыр апикальды меристемасының белсенділігін реттейді.

Келесі маңызды фактор — MONOPTEROS (MP) немесе ARF5, ол AUXIN сигналын қабылдайтын транскрипциялық фактор. MP эмбрионның орталық бөлігінде экспрессияланады және тамыр меристемасын, гипокотиль мен котиледон аралығындағы осьті қалыптастырады. MP белсенділігі auxin response factor (ARF) жүйесі арқылы жүзеге асады және оның экспрессиясы AUX/IAA белоктарымен кері байланысқа түседі. MP-тің жұмыс істеуі үшін басқа факторлармен — мысалы, BODENLOS (BDL) және TMO гендерімен — өзара әрекет қажет. MP мутациялары гипокотиль мен тамыр құрылымдарының болмауына әкеледі.

Эмбриогенезде YODA (YDA) атты MAP-киназа каскады да маңызды. YDA зигота бөлінуіндегі асимметриялы процесті іске қосып, ұрық пен суспензор жасушаларының тағдырын ажыратады. Оның активтенуі SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE) рецепторлары арқылы жүреді. Сонымен қатар, YDA каскады арқылы транскрипциялық фактор SPCH белсенділігі тежеліп, эпидермалдық жасуша тағдыры анықталады.

LEC (LEAFY COTYLEDON) гендер тобы — эмбриогенезге тән транскрипциялық бағдарлама үшін аса маңызды. LEC1, LEC2 және FUSCA3 гендері ұрық жасушаларының спецификациясына, эмбриондық морфогенезге және қоректік заттар жинақталуына қатысады. Бұл гендердің экспрессиясы эмбриональды күйдің сақталуына және соматикалық эмбриогенезді индукциялауға да әсер етеді. Мутация кезінде тұқым дамуы бұзылады немесе эмбриональды ерекшеліктер жоғалады.

Эмбриогенездің гормоналды реттелуі де аса күрделі. Ең басты гормон — ауксин (IAA). Ауксин зиготадан бастап барлық даму кезеңдерінде полярлы түрде таралады. Ауксиннің бағытталған ағынын PIN-FORMED (PIN) ақуыздары реттейді. PIN1 экспрессиясы ауксиннің апикальды жасушаларда жиналуын қамтамасыз етеді, бұл котиледондардың түзілуіне негіз болады. Тамыр меристемасы жағында PIN7 белсенді болады. Ауксиннің концентрация градиенті жасуша тағдырын, морфогенетикалық өрістерді және мүшелердің орналасуын анықтайды. Ауксин сигналын қабылдайтын ARF/IAA модулі арқылы көптеген гендердің транскрипциясы іске қосылады.

Цитокининдер меристема белсенділігін арттыруда рөл атқарады, әсіресе апикальды өріс пен ұрыққаптың өсуінде. Цитокинин ауксинмен антагонистік байланыста жұмыс істей отырып, тіндердің пролиферациясын реттейді. ARR (Arabidopsis Response Regulators) белоктары цитокинин сигналын жеткізуде маңызды.

АБА (абсциз қышқылы) эмбриогенездің соңғы кезеңдерінде маңызды болып табылады. Ол ұрықтың пісіп-жетілуін, сусыздануға төзімділігін және тыныштық күйінің сақталуын қамтамасыз етеді. ABI3, ABI4, ABI5 транскрипциялық факторлары ABA сигналын жеткізетін негізгі компоненттер болып табылады. Бұл гендер қоректік заттардың (мысалы, крахмал, белоктар) жинақталуына, липидтердің синтезіне және стресске төзімділіктің қалыптасуына әсер етеді.

Гиббереллиндер көбінесе ABA-ға қарсы әсер етеді. Олардың деңгейі өскенде эмбрион тыныштығы бұзылады, ал ABA концентрациясы жоғары болса, эмбрион тыныштық күйін сақтайды. Осылайша, екі гормон арасындағы тепе-теңдік тұқымның пісіп-жетілуі мен өркендеу уақытын реттейді.

Эмбриогенез барысында жасушалардың тағдыры, полярлығы, меристемалардың түзілуі және мүшелердің қалыптасуы — барлығы күрделі сигналдық желілермен, транскрипциялық факторлармен және гормондармен реттеледі. Бұл молекулалық механизмдердің үйлесімділігі өсімдіктің тұқым арқылы көбеюінің сәттілігін және келесі ұрпақтың дамуын қамтамасыз етеді. Эмбриогенезді терең түсіну — өсімдік селекциясы, жасушалық биотехнология және регенерация процестерін басқару салаларында маңызды теориялық және практикалық база болып табылады.
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8-дәріс:
Апомиксис — өсімдіктердегі ұрықтанусыз тұқым арқылы көбею формасы, яғни эмбрионның жыныстық емес жолмен, ұрықтанусыз дамуы. Бұл процесс кезінде жаңа ұрпақ ата-аналық генетикалық материалдың толық көшірмесі болып қалыптасады, сондықтан апомиктикалық өсімдіктерде генетикалық әртүрлілік азаяды немесе мүлдем болмайды. Апомиксис табиғатта кең таралған және ол өсімдіктердің экологиялық тұрғыдан тұрақтылығын қамтамасыз етеді, себебі генетикалық тұрақтылық пен тұқымның сенімді көбеюін қамтамасыз етеді.

Апомиксистің негізгі түрлері екіге бөлінеді: апоспория және диплоидтық эмбриоқауызының пайда болуы (другой тип апомиксиса — арапоспория). Апоспорияда мейоздан өтіп, гаплоидтық ұрыққап түзілуі тоқтатылады, оның орнына соматикалық жасушалардан (мысалы, ұрыққаптың эпителий жасушаларынан) диплоидтық, мейозсыз ұрыққап жасушалары дамиды. Бұл жасушалар ұрықтанусыз эмбрион түзеді. Арапоспорияда ембриоқауыз тікелей диплоидты соматикалық жасушалардан дамиды, мейоз болмайды немесе мейоздың кейбір сатылары өтіп кетеді.

Генетикалық деңгейде апомиксистің күрделі механизмдері бірнеше негізгі гендер мен генетикалық локустар арқылы бақыланады. Апомиктикалық даму үшін маңызды гендердің бірі — APOSPORY (АПОС) локусы, ол апоспориялық эмбриогенезге жауап береді. Бұл локус мейоздың болмауын және эмбриоқауыздың соматикалық жасушалардан дамуын іске қосады. Басқа маңызды локус — PARTHENOGENESIS (ПАР) локусы, ол жұмыртқа жасушасының ұрықтанусыз эмбрионға айналуын реттейді. Бұл гендер көбінесе доминантты түрде әсер етеді және апомиктикалық фенотиптің пайда болуына әкеледі.

Партеногенез — апомиксис процесінің маңызды бөлігі, ол жұмыртқа жасушасының ұрықтанусыз дамуын білдіреді. Бұл процесс әртүрлі өсімдік түрлерінде әртүрлі молекулалық механизмдер арқылы іске асады. Партеногенезге жауапты гендер қатарына PAR, FIS (Fertilization Independent Seed) комплексі және MEA (MEDEA) сияқты эпигенетикалық реттеушілер жатады. MEA және басқа полимеразалық білоктар ДНҚ метилациясы мен хроматин құрылымының өзгеруіне байланысты жұмыртқа жасушасының эмбриондық даму бағдарын іске қосады.

Апомиксистің молекулалық деңгейде іске асырылуы көбінесе гормоналды реттелумен тығыз байланысты. Ауксин мен цитокининнің балансын өзгерту арқылы ұрықсыз эмбрионның қалыптасуына қолдау көрсетіледі. Ауксиннің жоғары локальды концентрациясы мейозсыз эмбрионның дамуын ынталандырады, ал цитокинин жасуша бөлінуін және меристемалық белсенділікті арттырады. Гормондар арқылы апомиктикалық дамуды қолдау өсімдік жасушаларының регенеративті қабілеттерімен байланысады.

Апомиксис өсімдік селекциясында ерекше маңызға ие, себебі ол әрқашан генетикалық тұрақтылықты сақтай отырып, генетикалық жағынан жоғарғы сапалы сорттарды тұрақты түрде шығаруға мүмкіндік береді. Мысалы, гетерозистік қасиеттерді (гибридтік артықшылық) ұрпақтарға дәл беру арқылы ауылшаруашылық дақылдарының өнімділігін арттыруға болады. Сонымен қатар, апомиксис көмегімен сирек және эндемикалық өсімдік түрлерін көбейту тиімді болады, себебі олардағы генетикалық материал сақталады және түрлі экологиялық жағдайларға тұрақты көшірмелер беріледі.

Биотехнологиялық жағынан апомиксисті индуцирлеу және бақылау қазіргі заманғы молекулалық биология және геномдық инженерия құралдары арқылы жүзеге асырылуда. Геномдық редакциялау әдістері, атап айтқанда CRISPR/Cas9 технологиясы, апомиксиске жауапты гендерді нақты нүктеде өзгертіп, табиғи емес апомиктикалық дақылдар шығаруға мүмкіндік береді. Сонымен қатар, соматикалық эмбриогенездің биотехнологиялық әдістерімен бірге қолданылғанда, апомиксис өсімдік регенерациясы мен микроклондау процестерін тиімді етеді.

Дегенмен, апомиксистің толық бақылауы әлі де қиындықтар туғызады. Оның себебі — бұл процесс көптеген генетикалық және эпигенетикалық факторлардың өзара әрекеті нәтижесінде пайда болады. Сонымен қатар, апомиксис кейде мейоздың толық немесе жартылай болмауымен байланысты болғандықтан, тұқымның генетикалық әртүрлілігі шектеледі, бұл кейбір жағдайларда өсімдіктің бейімделу мүмкіндігін төмендетеді.

Қорытындылай келе, апомиксис — өсімдіктердің жыныссыз көбеюінің ерекше және перспективалы механизмі. Оның молекулалық негіздерін ашу және биотехнологиялық қолдану өсімдік шаруашылығында революциялық өзгерістер енгізуге мүмкіндік береді. Апомиксис арқылы жоғары өнімді, ауруға төзімді, экологиялық жағдайларға бейімделген дақылдарды жылдам және тиімді шығаруға болады. Бірақ осы мақсатқа жету үшін апомиксис механизмдерін толық түсіну және оны сенімді түрде басқару үшін қосымша ғылыми зерттеулер қажет.
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In vitro жағдайында жасушалардың тотипотенттілігі: молекулалық механизмдері

Тотипотенттілік – өсімдік жасушаларының барлық типті ұлпалар мен мүшелерді түзетін қабілеті. Бұл қасиет өсімдіктердің регенерациясы, соматикалық эмбриогенез және in vitro көбею технологияларының негізі болып табылады. In vitro жағдайында өсімдік жасушаларының тотипотенттілігі молекулалық деңгейде күрделі және көпсатылы механизмдер арқылы жүзеге асады.

Бастысы, тотипотенттілік соматикалық жасушалардың децеллюляризациясы мен детерминанттылығынан бас тартуын, яғни қайта программалануы мен қайта бағыталуын талап етеді. Бұл процесс кезінде жасуша ядросындағы транскрипциялық профиль өзгеріп, эмбрионалды даму бағдарламасы іске қосылады.

Тотипотенттілікті іске қосатын молекулалық механизмдердің негізгі құрамдастары – транскрипциялық факторлар, гормондар, эпигенетикалық модификациялар және сигналдық жолдар.

1. Транскрипциялық факторлар

Өсімдік тотипотенттілігінде ерекше роль атқаратын транскрипциялық факторлар тобы бар. Олар жасушалардың эмбрионалды даму бағдарын реттеп, регенерация процесін бастайды. Мысалы, WUSCHEL (WUS) — апикальды меристеманың қалыптасуын қамтамасыз ететін транскрипциялық фактор. WUS белсенділігі меристемалық жасушалардың идентификациясын, өздігінен жаңарып тұру қабілетін сақтауды қамтамасыз етеді. Сонымен қатар, BABY BOOM (BBM), LEAFY COTYLEDON (LEC1, LEC2) және AGAMOUS-LIKE (AGL15) сияқты транскрипциялық факторлар да тотипотенттіліктің маңызды регуляторлары ретінде белгілі. Олар соматикалық жасушалардың эмбриогенезге қайта өтуін ынталандырады.

2. Гормоналды реттелу

In vitro жағдайында жасушалардың тотипотенттілігін қамтамасыз етуде өсімдік гормондарының — ауксин мен цитокининнің балансы шешуші рөл атқарады. Ауксин жасуша бөлінуі мен өсімін ынталандырады, ал цитокинин жасуша бөлінуді және меристемалық белсенділікті қолдайды. Бұл гормондардың үйлесімді қатынасы жасушалардың регенеративтік қабілетін арттырады және жаңа органның немесе ұрықтың түзілуін іске қосады. Гормондардың рецепторлары мен сигналдық каскадтары жасуша ядросына әсер етіп, транскрипциялық факторлардың экспрессиясын өзгертеді.

3. Эпигенетикалық механизмдер

Жасушалардың тотипотенттілігі көбінесе ДНҚ-ның метилденуі, гистондардың модификациясы сияқты эпигенетикалық өзгерістер арқылы реттеледі. In vitro жағдайында жасушаларда гендердің белсенділігін өзгерту үшін хроматин құрылымы еркіндеп, транскрипцияға қолжетімді болады. Мысалы, гистон ацетилтрансферазалары мен дезацетилазалары гистондардың ацетилдену дәрежесін өзгертеді, бұл транскрипцияның іске қосылуына немесе тежелуіне әкеледі. Сонымен қатар, ДНҚ-ның метилдену деңгейінің төмендеуі маңызды гендердің экспрессиясын арттырады және тотипотенттілікке қажетті генетикалық бағдарламаның ашылуын қамтамасыз етеді.

4. Сигналдық жолдар

Өсімдік жасушаларындағы сигналдық жолдар тотипотенттілікті сақтауға және дамуды басқаруға қатысады. Мысалы, MAP-киназа каскадтары, Ca²⁺-сигналдары, ROS (реактивті оттегі түрлері) сияқты ішкі және сыртқы сигналдар жасушаның транскрипциялық жауаптарын қалыптастырады. Бұл сигналдар гормондық деңгейлермен және эпигенетикалық өзгерістермен үйлесіп, жасушаның қайта бағдарлануына ықпал етеді.

Қорытынды

In vitro жағдайында өсімдік жасушаларының тотипотенттілігі — бұл жасушаның генетикалық және эпигенетикалық деңгейде қайта программалануы, транскрипциялық факторлар мен гормондардың үйлесімді әрекеті, сондай-ақ күрделі сигналдық жолдардың интеграциясы арқылы іске асатын күрделі молекулалық процесс. Бұл механизмдер өсімдік биотехнологиясында соматикалық эмбриогенезді, микроклондау мен регенерацияны тиімді басқару үшін негізгі ғылыми база болып табылады. Тотипотенттілік механизмдерін терең түсіну өсімдіктерді in vitro көбейту технологияларын жетілдіруге және жаңа дақылдардың шығарылуын жеделдетуге мүмкіндік береді.
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Каллусогенез және органогенез өсімдік жасушаларының in vitro жағдайында регенерациялану процестері болып табылады, олар фитогормондардың күрделі өзара әрекеттесуі арқылы бақыланады. Бұл процестер өсімдік биотехнологиясында микроөсіру, генетикалық трансформация және өсімдік регенерациясы үшін негіз болып табылады.

Каллусогенез — өсімдік жасушаларының немесе ұлпаларының ұлғаюы мен бөлінуі нәтижесінде пайда болатын ұлпа массасының түзілуі. Каллус — бастапқыда децеллюлярланған, полипотентті немесе тотипотентті жасушалардан құралған ұлпа, ол әрі қарай органогенез немесе соматикалық эмбриогенез жолымен жаңа мүшелер мен өсімдіктерге айнала алады. Каллусогенез процесін фитогормондардың, әсіресе ауксин мен цитокининнің қатысуымен жүзеге асырылады.

Фитогормондардың қатысуы каллусогенезді реттеуде шешуші маңызға ие. Ауксиндер (мысалы, 2,4-Дихлорфеноксиуксус қышқылы — 2,4-Д, индолилацетат — ИАА) жасушалардың бөлінуін ынталандырып, каллус түзілуіне жағдай жасайды. Ауксиндердің жоғары концентрациясы жасуша циклының белсенділігі мен клеткааралық байланыстардың қайта ұйымдастырылуын тудырады, бұл жасушалардың тұрақты бөлінуіне және каллус массасының өсуіне әкеледі. Цитокининдер (например, кинетин, бензиламинопурин) көбінесе ауксинмен бірге әрекет етіп, жасушалардың дифференциациялануын және жаңа органның түзілуін ынталандырады. Каллусогенездің басталуында ауксин деңгейі жоғары болып, цитокинин деңгейі төмен болуы маңызды.

Органогенез — каллус немесе басқа соматикалық ұлпалардан жаңа мүшелердің (тамыр, бүршік, жапырақ) түзілуі. Бұл процесс жасушалардың полярлы бөлінуі, дифференциациялануы және құрылымдық қайта ұйымдастырылуын қамтиды. Органогенез фитогормондардың нақты балансын талап етеді: ауксин мен цитокининнің қатынасы органогенездің бағытын анықтайды. Егер цитокинин концентрациясы ауксинге қарағанда жоғары болса, бүршік түзілуі (шахмат) басым болады, ал ауксин деңгейі жоғары болса, тамыр түзілуі ынталанады. Ауксин мен цитокининнің тепе-теңдігі органогенездің басталуы мен дұрыс дамуында шешуші рөл атқарады.

Молекулалық деңгейде фитогормондар жасушаның ядросына сигналдарды жеткізіп, транскрипциялық факторлар мен гормондық жауап гендерінің экспрессиясын өзгертеді. Мысалы, ауксиннің рецепторлары (TIR1/AFB) протеолиздік жолмен AUX/IAA репрессорларын ыдыратып, ARF транскрипциялық факторларын белсендіреді. ARF-тар гормонға жауап беретін гендердің транскрипциясын реттеп, жасуша циклінің және даму бағдарламасының іске қосылуын қамтамасыз етеді. Цитокининнің сигналдық жолында AHK (Arabidopsis Histidine Kinase) рецепторлары мен ARR (Arabidopsis Response Regulators) транскрипциялық факторлары маңызды.

Каллусогенез бен органогенездің тиімді өтуі үшін фитогормондардың концентрациялары мен түрлерінің дұрыс таңдалуы өте маңызды. Сонымен қатар, сыртқы факторлар — қоректік заттардың мөлшері, жарық, температура және өсімдік материалдарының түрі де бұл процестерге әсер етеді.

Қорытындылай келе, каллусогенез бен органогенез фитогормондардың (ауксин мен цитокинин) өзара үйлесімді әрекеті арқылы молекулалық деңгейде басқарылатын күрделі физиологиялық және генетикалық процестер. Бұл механизмдерді түсіну өсімдік жасушаларын in vitro жағдайында тиімді регенерациялау, жаңа дақылдарды шығару және биотехнологиялық әдістерді жетілдіру үшін өте маңызды.
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Соматикалық эмбриогенез – өсімдік жасушаларының соматикалық (жыныссыз) ұлпаларынан ұрыққа ұқсас құрылымдардың (эмбриондардың) түзілу процесі. Бұл процесс өсімдіктердің in vitro көбеюі мен регенерациясының маңызды тәсілі болып табылады және биотехнологияда кеңінен қолданылады. Соматикалық эмбриогенез дамудың бірнеше сатыларынан тұрады, әрбір сатыға тән морфологиялық және молекулалық (ген экспрессиясының) ерекшеліктері бар.
Даму сатылары:

1. Инициация (басталу кезеңі)
Соматикалық эмбриогенез жасушалардың тотипотенттілігіне негізделеді. Бұл кезеңде соматикалық жасушалар гормоналды әсер, әсіресе ауксиндердің жоғары концентрациясының ықпалымен қайта программаланады. Жасушалар регенерация мен эмбрионалды даму бағдарламасын іске қосады. Бұл сатыда жасушалар децеллюляризацияланып, бөліну белсенділігі артады. Морфологиялық тұрғыдан каллус пайда болады, оның ішінде эмбриогендік қабілеті бар жасушалар анықталады.

2. Протокембриондық саты (протодермальды саты)
Бұл кезеңде эмбриогендік жасушалар топтары (протокембриондар) пайда болады. Олар жоғары полярлыққа ие, яғни жасушалар бөліну кезінде белгілі бір бағытқа бағдарланады. Бұл полярлық ұрықтың қалыптасуы үшін маңызды. Протокембриондық жасушалар болашақ эмбрионның негізін құрайды.

3. Құрылымдық (морфогенетикалық) даму сатысы
Бұл сатыда протокембриондар дамып, ұрыққа тән құрылымдар — қалалық, гипокотиль, бүршік және тамыр ұштары қалыптасады. Эмбрионның органогенездік белгілері көріне бастайды. Бұл кезеңде жасушалардың дифференциациясы жүреді, яғни жасушалар белгілі бір функцияларға бағдарланады.

4. Жетілу және созылу сатысы
Эмбриондар көлемі өседі, жасушалар бөлінуі мен ұзаруы жалғасады. Эмбрион құрылымы толық қалыптасады және ол негізгі өсімдік мүшелерін дамытуға қабілетті болады. Бұл сатыда эмбриондар in vitro немесе ex vitro жағдайларда өсіріледі.

5. Жұмыртқалау және өсімдікке көшу сатысы
Жетілу сатысында қалыптасқан соматикалық эмбриондар арнайы жағдайларда өсіріліп, толық дамыған өсімдіктерге айналады.

Ген экспрессиясының ерекшеліктері:

Соматикалық эмбриогенез кезінде жасушалардың ген экспрессиясы күрделі өзгерістерге ұшырайды. Бұл өзгерістер белгілі транскрипциялық факторлар мен гормондық сигналдар арқылы бақыланады.

· WUSCHEL (WUS) — меристемалық жасушалардың қалыптасуын қамтамасыз ететін және totipotent күйін сақтайтын негізгі ген. Оның экспрессиясы протокембриондық сатыда жоғары болады.

· BABY BOOM (BBM) — соматикалық эмбриогенезді ынталандыратын транскрипциялық фактор, жасушалардың эмбриондық бағдарын іске қосады.

· LEAFY COTYLEDON (LEC1, LEC2) — ұрықтық даму және жасушалардың дифференциациялануын реттейтін гендер, олар эмбриогенездің барлық сатысында маңызды.

· SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) — сигналдық рецепторлық киназалар, олар жасушааралық коммуникация мен гормондық жауаптарды іске қосады, эмбриогендік қабілеттілікті қолдайды.

· AGAMOUS-LIKE (AGL15) — MADS-box транскрипциялық фактор, соматикалық эмбриогенездің ерте сатысында белсенді болады және жасушалардың эмбрионалды бағдарын қолдайды.

Гормондық деңгейлердің өзгеруі де ген экспрессиясына тікелей әсер етеді. Ауксин мен цитокининнің қатынасы жасушалардың дифференциациясын және эмбрионның құрылымдық дамуын реттейді. Эпигенетикалық механизмдер (ДНҚ метилденуі, гистондардың модификациясы) де жасуша программасының қайта құрылуына ықпал етеді.

Қорытынды

Соматикалық эмбриогенездің дамуы бірнеше нақты сатылардан тұрады, әрбір кезең морфологиялық және молекулалық ерекшеліктерімен сипатталады. Бұл процестің тиімділігі жасушалардың тотипотенттілігін сақтауға, гендердің дұрыс уақытында және деңгейде экспрессиялануына, сондай-ақ гормондық және эпигенетикалық механизмдердің үйлесімді жұмыс істеуіне тәуелді. Соматикалық эмбриогенез биотехнологияда өсімдік материалын жылдам көбейту, генетикалық модификациялау және жаңа дақылдарды шығару үшін маңызды құрал болып табылады.
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12-дәріс: 
Микроклоналды көбейту: протоколдар және генотипке тәуелділік
Микроклоналды көбейту (микроклондау) – өсімдік материалын in vitro жағдайында жасуша немесе ұлпа деңгейінде тез және көптеп көбейту технологиясы. Бұл әдіс өсімдіктердің генетикалық тұрақтылығын сақтай отырып, таза және сапалы көшірмелерін алу үшін қолданылады. Микроклондау ауыл шаруашылығы, орман шаруашылығы, өсімдік селекциясы және биотехнология саласында өте маңызды.

Микроклоналды көбейту протоколдары

Микроклондау процесі бірнеше кезеңнен тұрады, әр кезеңде белгілі шарттар мен әдістер қолданылады. Жалпы протокол келесідей:

1. Материалды дайындау
Таза және сау өсімдік тіні (мысалы, бүршік, меристемалық ұлпа) таңдалады. Дезинфекция жасалып, микробиологиялық ластанудан тазаланады.

2. Экспланттарды орналастыру
Экспланттар стерильді қоректік ортаға орналастырылады. Қоректік орта құрамында макро- және микроэлементтер, аминқышқылдары, витаминдер және фитогормондар болады.

3. Бөліну және өсіру
Экспланттар меристемалық жасушалардың белсенділігін арттырып, жаңа өсімдіктердің ұрықтары немесе бүршіктері пайда болады. Бұл кезеңде гормондардың (әсіресе ауксин мен цитокининнің) дұрыс балансы маңызды.

4. Жаңа өсімдіктердің көбеюі
Жаңа бүршіктер мен ұрықтардан өсімдіктер өсіріледі. Бұл кезеңде органогенез немесе соматикалық эмбриогенез арқылы толық өсімдіктер қалыптасады.

5. Жету және тамырландыру
Өсімдіктер тамырланады, бұл үшін ортадағы гормондардың (мысалы, ауксиннің) концентрациясы өзгереді. Тамырланған өсімдіктер субстратқа ауыстырылып, ex vitro жағдайына бейімделеді.

Генотипке тәуелділік

Микроклоналды көбейту тиімділігі және протоколдардың сәттілігі өсімдік түрінің және оның генотипінің ерекшеліктеріне тәуелді болады. Әр түрлі генотиптерде жасушалардың тотипотенттілігі, гормондарға сезімталдығы және регенерация қабілеті әртүрлі болуы мүмкін. Бұл өз кезегінде микроклондаудың оңтайлы шарттарын анықтауда қиындықтар туғызады.

· Гормондарға жауаптың генотипке байланысты өзгеруі: Бір генотип ауксин мен цитокининнің белгілі бір арақатынасында жақсы дамыса, басқасы басқа баланс талап етуі мүмкін. Мысалы, кейбір сорттарда каллусогенез немесе органогенез процесін бастау үшін 2,4-Д мен кинетиннің нақты пропорциясы қажет.

· Тотипотенттіліктің өзгеруі: Кейбір генотиптер тотипотенттілік деңгейі жоғары болып, олардан микроклондау процесінде көп және сапалы өсімдіктер алынады. Ал басқа генотиптерде бұл қабілет төмен, сондықтан олардың in vitro регенерациясы қиындау.

· Генетикалық тұрақтылық: Микроклондау барысында кейбір генотиптерде сомалық мутациялар немесе эпигенетикалық өзгерістер туындауы мүмкін, бұл өсімдіктің фенотипіне әсер етуі ықтимал. Сондықтан генотип ерекшеліктерін ескеру маңызды.

Генотипке тәуелділік мәселесін шешу жолдары

· Протоколдарды жеке генотиптерге бейімдеу: Әр өсімдік түрі немесе сорты үшін гормондардың, қоректік ортаның құрамын, ортадағы жағдайларды оңтайландыру қажет.

· Гормондардың дозаларын және түрлерін зерттеу: Генотиптерге сәйкес гормоналды комбинацияларды таңдау арқылы микроклондаудың тиімділігін арттыруға болады.

· Генетикалық тұрақтылықты бақылау: Молекулалық маркерлер (мысалы, RAPD, AFLP) арқылы микроклондалған өсімдіктердің генетикалық тұтастығын тексеру.

· Жаңа биотехнологиялық әдістерді қолдану: Эпигенетикалық тұрақтылықты арттыру немесе геномдық тұрақтылықты қамтамасыз ететін әдістерді енгізу.

Қорытынды

Микроклоналды көбейту – өсімдіктерді жылдам, сапалы және генетикалық тұрақты көбейтуге мүмкіндік беретін тиімді әдіс. Алайда, оның сәттілігі көбінесе өсімдіктің генотипіне байланысты, сондықтан әрбір түр мен сорт үшін арнайы протоколдар әзірлеу қажет. Генотипке тәуелділікті ескере отырып, микроклондаудың биотехнологиялық потенциалын толық пайдалану мүмкін болады.
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13-дәріс:

Криосақтау және гермплазманы ұзақ сақтау технологиялары

Криосақтау – биологиялық материалдарды (өсімдік жасушалары, ұлпалар, тұқымдар, эмбриондар, меристемалар және т.б.) өте төмен температурада, әдетте сұйық азотта (–196°C) ұзақ мерзімге сақтау әдісі. Бұл әдіс өсімдіктердің генетикалық қорын (гермплазмасын) сақтаудың сенімді және тиімді жолы ретінде кеңінен қолданылады.

Гермплазма — бұл өсімдіктердің тұқым қуалайтын ақпаратын қамтитын материал. Оған тұқымдар, вегетативтік мүшелер, меристема ұлпалары, соматикалық эмбриондар, тозаң, жұмыртқа жасушалары және ДНҚ фрагменттері жатады. Оларды сақтау өсімдік әртүрлілігін сақтау, сирек немесе жойылып бара жатқан түрлерді қорғау, селекция және биотехнология үшін маңызды.

1. Криосақтаудың негізгі принциптері

Криосақтау кезінде жасушалар мен ұлпалар төмен температураның әсерінен барлық метаболикалық белсенділігін тоқтатады. Бұл олардың ұзақ уақыт бойы сақталуын және кейін қайтадан тіршілікке қабілетті болуын қамтамасыз етеді.
Криосақтаудағы басты қауіп — жасуша ішіндегі мұз кристалдарының түзілуі, ол мембраналар мен органеллаларды зақымдауы мүмкін. Сондықтан криосақтау алдында арнайы криопротекторлар қолданылады.

2. Криосақтау сатылары

а) Материалды дайындау
Экспланттар (мысалы, апикальды меристема, эмбриоидтар, каллус, тозаң) in vitro өсіріледі және криосақтауға жарамдылығы бағаланады.

б) Криопротекторлармен өңдеу
Криопротекторлар (мысалы, диметилсульфоксид — DMSO, глицерин, этиленгликоль, сахароза) жасушалардың ішіне еніп, судың мұзға айналуын тежейді және жасуша құрылымын қорғауға көмектеседі.

в) Мұздату

· Баяу мұздату әдісі: температура біртіндеп –40°C немесе –80°C-қа дейін төмендетіліп, содан кейін сұйық азотқа салынады.

· Жылдам мұздату (вителификация): материалды бірден сұйық азотқа салып, судың аморфты шыны тәрізді күйге өтуіне жағдай жасалады (мұз кристалдары түзілуіне жол бермейді).

· Инкапсуляция және дегидратация: экспланттар арнайы гелге (альгинат) оралған күйде дегидратацияланып, сосын мұздатылады.

г) Сақтау
Сақтау –196°C температурада сұйық азотта немесе –150°C бу фазасында жүзеге асырылады. Бұл жағдайда жасушаларда ешқандай физиологиялық өзгеріс болмайды, метаболизм толық тоқтайды.

д) Қайта жандандыру (регенерация)
Қалпына келтіру кезінде үлгілер тез түрде жылытып, арнайы қоректік ортада өсіріледі. Тірі қалған жасушалар қалыпты метаболизмін қайта бастайды және жаңа өсімдікке айналады.

3. Гермплазманы сақтау технологиялары

а) Тұқымдарды сақтау

· Орташа ылғалдылық пен температурада (құрғақ және суық ортада) сақталады.

· Дәстүрлі әдіс – гербарийлер мен тұқым банктері (мысалы, Норвегиядағы Свалбард жаһандық тұқым қоймасы).

· Бірақ вегетативті көбеюші немесе тұқым түзбейтін өсімдіктер үшін бұл әдіс жарамсыз.

б) Вегетативтік ұлпаларды сақтау

· In vitro консервация: өсімдік меристемалары немесе каллус ұзақ уақыт бойы баяу өсу жағдайында сақталады (температура мен жарық шектеледі).

· Бұл әдіс 6 айдан 2–3 жылға дейін сақтау үшін жарамды.

· Ұзақ мерзімге сақтау үшін in vitro өсірілген материалды криосақтау әдісімен мұздату қажет.

в) Пластида, тозаң, жұмыртқа жасушаларын сақтау

· Генетикалық материалды (мысалы, трансгенді желілерді немесе сирек генотиптерді) сақтау үшін қолданылады.

· Генетикалық трансформациядан кейін алынған регенеранттарды сақтау үшін де маңызды.

4. Қолдану салалары

· Сирек және жойылып бара жатқан өсімдік түрлерін сақтау
Көптеген табиғи түрлер тұқым түзбейтін немесе баяу көбейетін болғандықтан, криосақтау оларды сақтау мен қалпына келтірудің жалғыз жолы болуы мүмкін.

· Генетикалық ресурстар банктері
Селекциялық бағдарламалар мен генетикалық зерттеулер үшін әртүрлі генотиптерді ұзақ уақыт сақтау.

· Трансгенді өсімдіктер мен элиталық сорттарды сақтау
Геномдық тұрақтылықты қамтамасыз ету және қымбат өсімдіктерді сақтау үшін.

· Ұзақ мерзімді биобанк жүйелері
Өнеркәсіптік және ғылыми мақсаттарға арналған орталықтарда өсімдіктердің гермплазмасын стандартталған түрде сақтау.

5. Артықшылықтары мен қиындықтары

Артықшылықтары:

· Ұзақ мерзімді сақтау мүмкіндігі (ондаған жылдар).

· Генетикалық тұрақтылықты сақтау.

· Жоғары биологиялық қауіпсіздік (патогенсіз сақтау).

· Тұрақты тіршілікке қабілетті материалды кез келген уақытта қалпына келтіру.

Қиындықтары:

· Әр өсімдік үшін криосақтау протоколы жеке жасалуы керек (генотипке тәуелділік жоғары).

· Қымбат құрал-жабдықтарды талап етеді.

· Жасушалардың мұздату мен ерітуден кейінгі тіршілікке қабілеттілігін сақтау қиын.

· Кейбір ұлпаларда мутациялар немесе эпигенетикалық өзгерістер туындауы мүмкін.

Қорытынды

Криосақтау және гермплазманы сақтау технологиялары – өсімдік генетикалық ресурстарын қорғау мен ұзақ мерзімді сақтау үшін стратегиялық маңызы бар бағыт. Бұл әдістер сирек, бағалы және биотехнологиялық маңызды өсімдік генотиптерін болашақ ұрпаққа сақтау, оларды қажет кезінде қалпына келтіру және биотехнологиялық зерттеулерде пайдалану мүмкіндігін береді. Тиімді сақтау үшін әр өсімдік түріне бейімделген арнайы криопротоколдарды әзірлеу қажет.
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Сомаклоналды вариациялар: геномдық тұрақтылықты молекулалық маркерлермен бағалау

Сомаклоналды вариациялар — өсімдіктерді in vitro жағдайда өсіру барысында пайда болатын генетикалық және эпигенетикалық өзгерістер. Бұл өзгерістер өсімдіктің фенотипінде (сыртқы белгілері) де, генотипінде (ДНҚ деңгейінде) де байқалуы мүмкін. Вариациялар in vitro көбейту кезінде, каллусогенез, органогенез, соматикалық эмбриогенез сияқты регенерациялық процестерде немесе ұзақ мерзімді мәдениетте туындауы мүмкін.

Сомаклоналды өзгерістердің пайда болуы жағымды (мысалы, жаңа пайдалы белгілердің қалыптасуы) немесе жағымсыз (генетикалық тұрақсыздық, өнім сапасының төмендеуі) болуы мүмкін. Сондықтан геном тұрақтылығын бақылау және бағалау биотехнологиялық жұмыстардың маңызды бөлігі болып табылады.

1. Сомаклоналды вариациялардың түрлері

Сомаклоналды өзгерістердің бірнеше типтері бар:

· Геномдық өзгерістер:
– ДНҚ-ның делециясы, инверсиясы, транслокациясы
– Хромосомалық аберрациялар (мысалы, плоидтылықтың өзгеруі)
– Транспозондардың белсенділігі

· Нүктелік мутациялар:
– Бір немесе бірнеше нуклеотидтердің өзгеруі (SNP, point mutation)

· Эпигенетикалық өзгерістер:
– ДНҚ метилденуінің деңгейі мен үлгісінің өзгеруі
– Гистондардың модификациясы

· Фенотиптік ауытқулар:
– Жапырақ пішінінің өзгеруі, гүлдену уақытының ауытқуы, өсу қарқыны, пигментация және т.б.

2. Себептері

· Ұзақ уақыт in vitro мәдениетте ұстау

· Каллусогенез кезеңінің ұзақтығы

· Гормондардың жоғары концентрациясы (әсіресе 2,4-Д, цитокининдер)

· Осмостық, жарық, температуралық стресс факторлары

· Меристемалардан емес, каллустан регенерация

· ДНҚ репликациясы мен митоз кезіндегі қателіктер

3. Геномдық тұрақтылықты бағалау әдістері

Сомаклоналды вариацияларды бағалау үшін молекулалық маркерлер кеңінен қолданылады. Бұл әдістер ДНҚ деңгейіндегі өзгерістерді анықтауға мүмкіндік береді және регенеранттардың генотиптік тұрақтылығын дәл бағалайды.

а) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

· Қарапайым әрі жылдам әдіс

· Кездейсоқ праймерлер көмегімен ДНҚ фрагменттері амплификацияланады

· Геномдағы өзгерістер фрагменттердің болу/болмауы арқылы бағаланады

· Бірақ репродукциялануы (қайта дәлелденуі) төмен

b) ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats)

· Микросателлит аймақтар арасындағы ДНҚ-ны амплификациялайды

· Тұрақты және жоғары полиморфизм береді

· Сомаклоналды өзгерістерді өте жақсы анықтайды

с) SSR (Simple Sequence Repeats / Microsatellites)

· ДНҚ-дағы қысқа қайталанатын тізбектерді зерттейді
· Жоғары ақпараттық қабілетке ие, ко-доминантты

· Генотиптер арасындағы ұсақ айырмашылықтарды да көрсете алады

· Жүйелі зерттеулер үшін өте қолайлы

d) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

· ДНҚ-ны рестриктазалармен кесіп, адаптерлер жалғап, кейін амплификациялау

· Өте сезімтал, нақты және репродуктивті әдіс

· Қымбат және күрделі құрал-жабдықты қажет етеді

e) SNP-анализ (Single Nucleotide Polymorphism)

· Бір нуклеотид деңгейіндегі өзгерістерді анықтайды

· Жоғары дәлдікпен геномдық тұрақсыздықты талдайды

· Геномдық селекция мен филогенетикалық зерттеулер үшін өте маңызды

f) MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism)

· Эпигенетикалық өзгерістерді, яғни ДНҚ метилденуін зерттейді
· Эпигенетикалық тұрақсыздықты бағалауға мүмкіндік береді

4. Бағалау процесі (мысалы ретінде)

1. Регенерант өсімдіктер мен бақылау өсімдігінің ДНҚ-сын бөліп алу

2. Таңдалған молекулалық маркер жүйесі бойынша амплификация жасау (мысалы, RAPD праймерлері)

3. Гель электрофорез әдісімен амплификацияланған фрагменттерді талдау

4. Бақылау үлгісімен салыстыра отырып, айырмашылықтарды анықтау

5. Полиморфизм пайызы мен генетикалық қашықтықты есептеу

5. Қолдану маңыздылығы

· In vitro көбейту кезінде генетикалық біртектілікті сақтау

· Генетикалық тұрақты клондарды іріктеу

· Селекциялық процестерде тұрақты сызықтарды таңдау

· Биотехнологиялық регенерациядан кейін мутацияларды бақылау

· Сирек және жойылып бара жатқан түрлерді қалпына келтіруде генетикалық шынайылықты қамтамасыз ету

Қорытынды

Сомаклоналды вариациялар — in vitro өсірудің табиғи салдары, олар кейде пайдалы, кейде зиянды болуы мүмкін. Геномдық тұрақтылықты бағалау – микроклондау мен регенерация жұмыстарының маңызды бөлігі. Молекулалық маркерлер бұл процесте сенімді және дәл құрал ретінде қызмет етеді. Әртүрлі маркерлік жүйелерді біріктіру арқылы генетикалық өзгерістердің толық көрінісін алуға болады, бұл өсімдіктердің сапасын сақтап қалуға және биотехнологиялық зерттеулерді тиімді жүргізуге мүмкіндік береді.
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Репродуктивті биологиядағы «омикс» технологиялары: геномика, протеомика, метаболомика

Қазіргі заманғы репродуктивті биологияда молекулалық деңгейде жүретін күрделі процестерді толық және кешенді түсіну үшін «омикс» технологиялары қолданылады. Бұл технологиялар жасуша мен организмнің әртүрлі молекулалық қабаттарында (ДНҚ, РНҚ, ақуыздар, метаболиттер) жүретін өзгерістерді кең ауқымда зерттеуге мүмкіндік береді. Репродуктивтік процестер – тозаң түзілуі, жұмыртқа жасушасының дамуы, ұрықтану, эмбриогенез, ұрықтың жетілуі – бәрі де генетикалық, протеомдық және метаболиттік деңгейде қатаң реттелетін процестер.

1. Геномика – репродуктивті гендердің құрылымы мен қызметін зерттеу

Геномика – жасушаның немесе организмнің толық ДНҚ құрамын зерттейтін ғылым. Репродуктивті биологияда геномика арқылы тозаң түзілуіне, гүлдің дамуына, ұрықтануға, эмбриогенезге жауап беретін спецификалық гендер анықталады.

Геномика келесі бағыттарды қамтиды:

· Функционалдық геномика: гендердің экспрессиясын, олардың функцияларын, өзара әрекеттесуін зерттейді. Мысалы, тозаңның жетілуіне қатысатын MS1, MYB80, TDF1 сияқты гендердің рөлі.

· Салыстырмалы геномика: әртүрлі өсімдіктердің репродуктивті жүйесіне жауапты гендерді салыстырып, эволюциялық өзгерістерді бағалайды.

· Гендік экспрессияны талдау (RNA-seq): тозаң немесе аналық гаметалардағы белсенді транскрипттерді анықтау арқылы даму кезеңдеріндегі экспрессия үлгілерін зерттейді.

· CRISPR/Cas9 секілді геномды редактлеу әдістері репродуктивті гендердің функцияларын дәлелдеу үшін қолданылады.

Геномика репродуктивті процестердің генетикалық негізін түсінуге, стерильділікке әкелетін мутацияларды анықтауға және жаңа гендерді биотехнологиялық мақсатта пайдалануға мүмкіндік береді.

2. Протеомика – репродуктивті процестердегі ақуыздық реттелуді зерттеу

Протеомика – жасушадағы барлық ақуыздардың құрылымын, функциясын, экспрессиясын және өзара әрекетін зерттейтін ғылым. Репродуктивті даму, мысалы, тозаң түзілуі немесе тозаң түтігінің өсуі – ақуыз деңгейінде күрделі сигналдық жолдармен бақыланады.

Протеомикалық зерттеулер келесі бағыттарда жүргізіледі:

· Тінге-спецификалық протеомика: тек тозаң, аналық гаметалар немесе эмбриондарға тән ақуыздарды бөліп алып, олардың экспрессия деңгейін салыстыру.

· Масс-спектрометрия (MS): ақуыздарды жоғары дәлдікпен анықтайтын негізгі әдіс. Мысалы, ұрық қабықшасының қалыптасуына қатысатын протеиндерді сипаттау.

· Фосфопротеомика: фосфорлану секілді посттрансляциялық модификациялар репродуктивті сигналдық жолдардың негізгі реттеушілері болып табылады. Бұл әдіспен сигналдық ақуыздардың активтілігі зерттеледі.

· Протеин-протеин әрекеттесуі: тозаң мен аналық тіндер арасындағы молекулалық тану процестері кезінде белсенділік көрсететін ақуыз кешендері зерттеледі (мысалы, тозаң түтігінің бағытталуы мен өсуі).

Протеомика репродуктивті даму сатыларында қандай ақуыздар белсенді екенін, олардың қай жерде және қашан әсер ететінін, сондай-ақ әртүрлі стресс факторларына жауап ретіндегі өзгерістерін түсінуге көмектеседі.

3. Метаболомика – репродуктивті процестердегі метаболизм өзгерістерін зерттеу

Метаболомика – жасушадағы барлық метаболиттерді (органикалық қышқылдар, қанттар, аминқышқылдар, фитогормондар және т.б.) кешенді түрде зерттеу. Бұл әдіс репродуктивті даму кезінде қандай метаболикалық жолдардың белсенетіні және қандай қосылыстар жинақталатыны туралы маңызды ақпарат береді.

Метаболомиканың қолданылу мысалдары:

· Гүлдің дамуындағы метаболиттік өзгерістерді анықтау: антоциандар, флавоноидтар секілді қосылыстар гүл түсін анықтайды және жәндіктерді тартуға әсер етеді.

· Тозаңның жетілуі кезінде метаболиттік профиль: крахмал, сахароза, липидтер секілді энергия қоры ретінде қызмет ететін метаболиттер жинақталады.

· Тозаң түтігінің өсуі кезінде локальді метаболизм: жылдам өсу үшін қажет көмірсулар мен сигналдық молекулалар (мысалы, GABA, полиаминдер) локальді концентрацияда байқалады.

· Фитогормондардың (ауксин, гиббереллин, ABA) динамикасы: бұл қосылыстар репродуктивті дамуда шешуші рөл атқарады. Метаболомика олардың синтезі мен өзгеру деңгейін нақты көрсетеді.

· Тұқымның жетілуі мен тыныштыққа түсу кезеңі: метаболиттік жолдар өзгеріп, сақтау қосылыстары жинақталады (мысалы, олеин, линолен қышқылдары, фитин).

Метаболомикалық зерттеулер GC-MS (газды хроматография–масс-спектрометрия), LC-MS (сұйық хроматография–масс-спектрометрия) және NMR (ядролық магниттік резонанс) сияқты әдістермен жүргізіледі.

Қорытынды

«Омикс» технологиялары — репродуктивті биологияны молекулалық деңгейде кешенді түрде зерттеуге мүмкіндік беретін қуатты құралдар. Геномика генетикалық реттелу механизмдерін, протеомика – ақуыз деңгейіндегі жауаптарды, ал метаболомика – биохимиялық процестер мен метаболиттік ағындарды сипаттайды.

Осы үш бағыттың интеграциясы арқылы:

· Репродуктивті даму кезеңдерінің толық картасы жасалады

· Жыныссыз көбею механизмдері (апомиксис) ашылады

· Өнімділік пен стресс төзімділігін жақсартуға арналған биомаркерлер анықталады

· Биотехнологиялық сұрыптау мен генетикалық инженерия үшін мақсатты гендер мен сигналдық жолдар табылады

Омикс технологиялары өсімдік репродуктивті жүйесін тереңірек түсініп, оны басқаруға және жетілдіруге мүмкіндік беретін заманауи биологияның негізі саналады.
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