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Ïøåíèöÿ (Triticum aestivum L.) çàéìàº íàéá³ëüø³ ïîñ³âí³ ïëîù³ ñåðåä
ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð ³ º âàæëèâèì äæåðåëîì åíåðã³¿, ïîæèâíèõ ðå-
÷îâèí, êë³òêîâèíè é á³ëêà â ðàö³îí³ ëþäèíè. Íåçâàæàþ÷è íà çíà÷íèé ð³ñò
óðîæàéíîñò³ ïøåíèö³ çà ÷àñ³â «çåëåíî¿ ðåâîëþö³¿», ïðîäîâîëü÷³ ïîòðåáè
ëþäñòâà òàêîæ çðîñòàþòü. Ñòâîðåííÿ âèñîêîïðîäóêòèâíèõ ñîðò³â ³ç ïîë³ï-
øåíèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñòàº äåäàë³ àêòóàëüí³øèì ç³ çá³ëüøåííÿì ÷èñåëü-
íîñò³ íàñåëåííÿ ïëàíåòè. Iç ïî÷àòêó ÕÕ ñò. äëÿ çá³ëüøåííÿ ð³çíîìàí³òíîñò³
ðîñëèííîãî ìàòåð³àëó â ñåëåêö³éíó ðîáîòó ïî÷àëè âïðîâàäæóâàòè øòó÷íèé
ìóòàãåíåç ³ç âèêîðèñòàííÿì ðàä³îàêòèâíîãî îïðîì³íåííÿ ³ ð³çíîìàí³òíèõ
õ³ì³÷íèõ ñïîëóê. Ö³ ìåòîäè âèÿâèëèñü åôåêòèâíèìè ³íñòðóìåíòàìè ³íäóêó-
âàííÿ øèðîêîãî ñïåêòðà ìóòàö³é, îäíàê ïåðåâàæíà ¿õ á³ëüø³ñòü íåáàæàíà ³
ïîòðåáóº íåéòðàë³çàö³¿ øëÿõîì êîï³òêî¿ ðîáîòè ³ç çàñòîñóâàííÿì çâîðîòíèõ
ñõðåùóâàíü. Íàòîì³ñòü ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó çà äîïîìîãîþ ñàéòñïåöèô³÷íèõ
åíäîíóêëåàç çàáåçïå÷óº òî÷í³, åôåêòèâí³ é ö³ëüîâ³ ìîäèô³êàö³¿ â îáðàíèõ
ëîêóñàõ. Ðîçãëÿíóòî ³ñòîðè÷í³ àñïåêòè ðîçâèòêó òåõíîëîã³é ³íäóêîâàíîãî
ìóòàãåíåçó òà ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó çà äîïîìîãîþ êåðîâàíèõ åíäîíóêëåàç. Ñå-
ðåä ñèñòåì, ïðèäàòíèõ äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó, íàéøèðøå âèêîðèñòîâóþòü
CRISPR/Cas-òåõíîëîã³þ ÷åðåç ¿¿ ïðîñòîòó òà â³äíîñíó ëåãê³ñòü ñïðÿìîâàíî-
ãî ðåäàãóâàííÿ ãåí³â ð³çíèõ îðãàí³çì³â, ó òîìó ÷èñë³ é ïøåíèö³ ç ¿¿ ñêëàäíèì
ãåêñàïëî¿äíèì ãåíîìîì. Äåòàëüíî îïèñàíî íàïðÿìè çàñòîñóâàííÿ ñèñòåìè
CRISPR/Cas äëÿ íàäàííÿ ïøåíèö³ íîâèõ ïîë³ïøåíèõ âëàñòèâîñòåé. Îñîáëè-
âó óâàãó ïðèä³ëåíî ðîçðîáö³ íîâ³òí³õ òåõíîëîã³é íà îñíîâ³ ³ñíóþ÷èõ ñèñòåì
ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó äëÿ ñòâîðåííÿ ã³áðèä³â ïøåíèö³. Óçàãàëüíåíî ïåðñïåê-
òèâè ïîäàëüøîãî âèêîðèñòàííÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ïøåíèö³ äëÿ ïîë³ïøåí-
íÿ ¿¿ ïðîäóêòèâíîñò³ ³ õàð÷îâî¿ ö³ííîñò³. Îáãîâîðåíî ðåãóëÿòîðíó çàêîíîäàâ÷ó
áàçó ùîäî âèðîáíèöòâà òà âèêîðèñòàííÿ îðãàí³çì³â, îòðèìàíèõ ³ç çàëó÷åí-
íÿì ìåòîä³â ö³ëåñïðÿìîâàíîãî ìóòàãåíåçó.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Triticum aestivum L., ïøåíèöÿ, ³íäóêîâàíèé ìóòàãåíåç, ðåäàãó-
âàííÿ ãåíîìó, CRISPR/Cas9.
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Ïøåíèöÿ íàëåæèòü äî îñíîâíèõ êóëüòóð, ÿê³ ñïîæèâàº ëþäèíà, çà-
äîâîëüíÿþ÷è áëèçüêî 20 % åíåðãåòè÷íèõ ïîòðåá ëþäñòâà, ³ º âàæëè-
âèì äæåðåëîì õàð÷îâîãî á³ëêà. Âîíà çàéìàº íàéá³ëüø³ ïîñ³âí³ ïëîù³
â ñâ³ò³ — ïîíàä 220 ìëí ãà, çã³äíî ç äàíèìè ïðàö³ [1], ç ÿêèõ 6,57 ìëí
ãà ïðèïàäàº íà Óêðà¿íó (çà äàíèìè Äåðæàâíî¿ ñëóæáè ñòàòèñòèêè Óê-
ðà¿íè çà 2020 ð³ê [2]). Äëÿ òîãî ùîá ïðîãîäóâàòè 9 ì³ëüÿðä³â ëþäåé,
à ñàìå òàêó ÷èñåëüí³ñòü íàñåëåííÿ ïðîãíîçóþòü íà 2050 ð. íà ïëàíåò³,
âðîæàéí³ñòü ïøåíèö³ ìàº çðîñòè á³ëüø ÿê íà 60 % çà çáåðåæåííÿ àáî
íàâ³òü ïîë³ïøåííÿ ¿¿ õàð÷îâèõ õàðàêòåðèñòèê. Äëÿ äîñÿãíåííÿ òàêî¿
àìá³òíî¿ ìåòè ñë³ä çíà÷íî ïîë³ïøèòè êëþ÷îâi ïîêàçíèêè ö³º¿ êóëüòó-
ðè, ÿê³ âèçíà÷àþòü ïðîäóêòèâí³ñòü òà àäàïòàö³þ äî íåñïðèÿòëèâèõ
óìîâ [3, 4]. Õî÷à ï³ä ÷àñ «çåëåíî¿ ðåâîëþö³¿» ñåðåäíÿ âðîæàéí³ñòü
ïøåíèö³ â óñüîìó ñâ³ò³ çðîñëà ìàéæå âòðè÷³ âíàñë³äîê çá³ëüøåííÿ
çðîøóâàíèõ ïëîù, ³íòåíñèâíîãî âèêîðèñòàííÿ äîáðèâ ³ äîñÿãíåíü
ñåëåêö³¿ [5], íà ñüîãîäí³ ñåðåäí³é ñâ³òîâèé óðîæàé ïøåíèö³ ñòàíîâèòü
~3 ò/ãà, ùî çíà÷íî íèæ÷å çà ïîòåíö³àë ö³º¿ êóëüòóðè [6].

Óñï³õè â ðîçóì³íí³ ôóíêö³îíóâàííÿ ãåí³â ³ ðîçâèòoê ìåòîä³â ãåíå-
òè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ó 1990-õ ðîêàõ äàëè ìîæëèâ³ñòü ó ïîäàëüøîìó
âíîñèòè êîðèñí³ ìîäèô³êàö³¿ ïåðåíåñåííÿì ãåí³â (âêëþ÷àþ÷è íàø³
âëàñí³ äîñë³äæåííÿ iç òðàíñôîðìàö³¿ ïøåíèö³ [7—9]). Îäíàê, âèõîäÿ-
÷è ç âèìîã îõîðîíè çäîðîâ’ÿ òà åêîëîã³÷íî¿ áåçïåêè, ðåàë³çàö³ÿ öèõ
íîâèõ ìîæëèâîñòåé ãåíåòè÷íî ìîäèô³êîâàíèõ îðãàí³çì³â (ÃÌÎ) ó
ñ³ëüñüêîìó ãîñïîäàðñòâ³ âèÿâèëàñü îáìåæåíîþ íåâåëèêîþ ê³ëüê³ñòþ
êóëüòóð, ÿê³ áåçïîñåðåäíüî íå âèêîðèñòîâóþòüñÿ äëÿ ñïîæèâàííÿ
ëþäèíîþ â ¿æó. Óðÿäîâ³ îðãàí³çàö³¿, ÿê³ çàéìàþòüñÿ ïèòàííÿìè
á³îáåçïåêè, îñîáëèâî â ªâðîï³, íàêëàëè çíà÷í³ ðåãóëÿòîðí³ òà
ô³íàíñîâ³ áàð’ºðè íà âèðîáíèöòâî ³ âèêîðèñòàííÿ ÃÌÎ ç íîâèìè
îçíàêàìè [10].

Íåùîäàâí³é ïðîãðåñ ó ðîçâèòêó òåõíîëîã³¿ ðåäàãóâàííÿ ãåí³â çà
äîïîìîãîþ ñàéòñïåöèô³÷íèõ êåðîâàíèõ íóêëåàç [11] ó ïîºäíàíí³ ³ç
ñåêâåíóâàííÿì ãåíîì³â áàãàòüîõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð [12,
13], âêëþ÷àþ÷è ïøåíèöþ [14], ï³äíîñèòü êîíöåïö³þ ïîë³ïøåííÿ îñ-
íîâíèõ êóëüòóð íà íîâèé ìåòîäîëîã³÷íèé ð³âåíü [9, 15, 16]. Ðåäàãó-
âàííÿ ãåíîìó âèçíà÷àþòü ÿê ñóêóïí³ñòü íîâ³òí³õ ìåòîä³â ìîëåêóëÿð-
íî¿ á³îëîã³¿, ÿê³ çàáåçïå÷óþòü òî÷í³, åôåêòèâí³ òà ö³ëüîâ³ ìîäèô³êàö³¿
â ãåíîìíèõ ëîêóñàõ [17]. Äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ðîñëèí âèêîðèñòî-
âóþòü ÷îòèðè ïëàòôîðìè íà îñíîâ³ ñïåö³àë³çîâàíèõ íóêëåàç: ìåãàíóê-
ëåàçè, íóêëåàçè «öèíêîâèõ ïàëüö³â» (zinc-finger nucleases, ZFNs),
íóêëåàçè, ïîä³áí³ äî àêòèâàòîð³â òðàíñêðèïö³¿ (transcription activator-
like effector nucleases, TALENs), òà êåðîâàí³ çà äîïîìîãîþ ñïðÿìó-
âàëüíî¿ ÐÍÊ-ñèñòåìè CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein) [18]. Äîðîã³ òà
ñêëàäí³ ó âèêîíàíí³ ñèñòåìè ZNF ³ TALEN âèêîðèñòîâóþòü ó ïîîäè-
íîêèõ ëàáîðàòîð³ÿõ óæå áëèçüêî 20 ðîê³â, àëå ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â
ïîòðàïèëî â öåíòð óâàãè øèðîêîãî çàãàëó äîñë³äíèê³â óíàñë³äîê ðîç-
ðîáêè ñàìå CRISPR/Cas-ñèñòåìè [19], ÿêà çàáåçïå÷óº ïðîñòîòó ³ â³ä-
íîñíó ëåãê³ñòü íàïðàâëåíîãî ðåäàãóâàííÿ ãåí³â.

Øâèäêå âïðîâàäæåííÿ ö³º¿ òåõíîëîã³¿ äëÿ ôóíäàìåíòàëüíèõ ³
ïðèêëàäíèõ äîñë³äæåíü íàéâàæëèâ³øèõ êóëüòóð äîáðå ³ëþñòðóº
ê³ëüê³ñòü çàðåºñòðîâàíèõ NCBI ïóáë³êàö³é, îòðèìàíèõ ó ðåçóëüòàò³
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ïîøóêó ç âèêîðèñòàííÿì íàçâè êóëüòóðè òà CRISPR ÿê çàïèòó: ñòà-
íîì íà ê³íåöü 2020 ð. öåé çàïèò äàâàâ 577 ïîñèëàíü äëÿ ðèñó (Oryza
sativa), 173 — äëÿ êóêóðóäçè (Zea mays) ³ 138 — äëÿ ïøåíèö³ (Triticum
aestivum) [20]. Ãåíîì ïøåíèö³ íàáàãàòî ñêëàäí³øèé, í³æ â ³íøèõ
ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð, â³í ì³ñòèòü òðè íàáîðè ãåí³â-ãîìî-
ëîã³â (ðèñ. 1). Öå îçíà÷àº, ùî äëÿ îòðèìàííÿ áàæàíîãî ôåíîòèïó òðå-
áà âíîñèòè ìóòàö³¿ â óñ³ òðè ãîìîëîãè ãåíà. Íåçâàæàþ÷è íà öå, à òà-
êîæ íà òåõí³÷í³ óñêëàäíåííÿ ïðè ðåãåíåðàö³¿ ðîñëèí ó êóëüòóð³
òêàíèí [21], âðàæàþ÷èé ïðîãðåñ áóâ äîñÿãíóòèé ó ñïðÿìîâàíîìó ìó-
òàãåíåç³ ïøåíèö³, ùî â³äîáðàæåíî â îñòàíí³õ îãëÿäàõ [9, 22—24]. Îò-
æå, øâèäêèé ðîçâèòîê ³ çàñòîñóâàííÿ ñèñòåìè CRISPR/Cas â ðåäàãó-
âàíí³ ãåíîì³â òà âèð³øåíí³ ³íøèõ çàâäàíü íàî÷íî ñâ³ä÷àòü ïðî ¿¿
ðåâîëþö³éíó ðîëü ó á³îëîã³÷íèõ äîñë³äæåííÿõ.

Çäåá³ëüøîãî çì³íè ãåíîìó, ÿê³ ñòâîðþþòü êåðîâàí³ íóêëåàçè, ïî-
ä³áí³ äî çì³í, âèÿâëåíèõ ó ïîïóëÿö³ÿõ, ùî òðàïëÿþòüñÿ â ïðèðîä³ àáî
îòðèìàí³ çâè÷àéíèì õ³ì³÷íèì ìóòàãåíåçîì [29]. Öå º îñíîâíîþ â³ä-
ì³íí³ñòþ òåõíîëîã³é êåðîâàíèõ íóêëåàç â³ä ÃÌÎ (äå íîâà îçíàêà àñî-
ö³þºòüñÿ ç ïðèâíåñåííÿì ÷óæîð³äíî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ÄÍÊ), ùî ïîëåã-
øóº ¿x ïîçèòèâíå ñïðèéíÿòòÿ àãåíö³ÿìè ç á³îáåçïåêè áàãàòüîõ êðà¿í
[30, 31]. Â³äïîâ³äíî ïóáë³÷íå ïðèéíÿòòÿ òà âïðîâàäæåííÿ ðåäàãóâàí-
íÿ ãåíîì³â ó ñó÷àñí³ ñåëåêö³éí³ ïðîãðàìè, òðåáà ñïîä³âàòèñÿ, çíà÷íî
ñïðèÿòèìå øâèäêîìó òà åôåêòèâíîìó ï³äâèùåííþ âðîæàéíîñò³.

Ó öüîìó îãëÿä³ ìè ðîçãëÿíåìî ³ñòîðè÷í³ àñïåêòè ðîçâèòêó òåõíî-
ëîã³é ìóòàãåíåçó òà ãåíåòè÷íèõ ìîäèô³êàö³é ðîñëèí, ÿê³ ñõåìàòè÷íî
íàâåäåíî íà ðèñ. 3, ï³äñóìóºìî ³íôîðìàö³þ ïðî äîñòóïí³ ³íñòðóìåí-
òè äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó, óçàãàëüíèìî ñïîñîáè ¿õ çàñòîñóâàííÿ ç
âèêîðèñòàííÿì êåðîâàíèõ åíäîíóêëåàç äëÿ ïøåíèö³ òà îáãîâîðèìî
ñó÷àñí³ òåíäåíö³¿ ùîäî ïîäàëüøîãî ðîçâèòêó ö³º¿ òåõíîëîã³¿.

Iíäóêîâàíèé ìóòàãåíåç ðîñëèí äî âïðîâàäæåííÿ CRISPR/Cas òåõ-
íîëîã³¿. ×àñòîòà êîðèñíèõ ïðèðîäíèõ ìóòàö³é ó ãåíîìàõ ðîñëèí º çà-
íàäòî íèçüêîþ äëÿ ïðèøâèäøåííÿ ïðîöåñó ñòâîðåííÿ íîâèõ ñîðò³â
ìåòîäàìè òðàäèö³éíî¿ ñåëåêö³¿. Äëÿ çá³ëüøåííÿ ãåíåòè÷íîãî ð³çíî-
ìàí³òòÿ â 1920-õ ðîêàõ áóëè â³äêðèò³ ìåòîäè øòó÷íîãî ³íäóêóâàííÿ
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Ðèñ. 1. Cõåìàòè÷íå ïîð³âíÿííÿ ðîçì³ð³â ãåíîì³â îñíîâíèõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ
êóëüòóð â³äíîñíî ãåíîìó àðàá³äîïñèñó. Íàâåäåíî ðîçì³ðè ãåíîì³â àðàá³äîïñèñó [25],
ðèñó [26], ñî¿ [27], êóêóðóäçè [28] ³ ì’ÿêî¿ ïøåíèö³ [14]



ìóòàö³é ³îí³çóâàëüíèì âèïðîì³íþâàííÿì [32, 33], çà ùî â 1946 ð. éî-
ãî âèíàõ³äíèê H.J. Muller áóâ óäîñòîºíèé Íîáåë³âñüêî¿ ïðåì³¿ â ãà-
ëóç³ ô³ç³îëîã³¿ òà ìåäèöèíè [34]. Öå â³äêðèòòÿ ðàçîì ³ç õ³ì³÷íèì ìó-
òàãåíåçîì (âèêîðèñòàííÿì ÿê ìóòàãåíèõ àãåíò³â ð³çíèõ õ³ì³÷íèõ
ñïîëóê), ïî÷èíàþ÷è ³ç 1940-õ ðîê³â [35—37], ïðîêëàëè øëÿõ äî
óñï³øíîãî çàñòîñóâàííÿ ìóòàö³éíî¿ ñåëåêö³¿ â íàñòóïí³ äåñÿòèë³òòÿ ³
äî íàøèõ ÷àñ³â. Âèêîðèñòàííÿ õ³ì³÷íîãî òà ðàä³àö³éíîãî ìóòàãåíåçó
óìîæëèâèëî ñòâîðåííÿ âåëèêîãî ïóëó ìóòàíòíèõ ðîñëèí, ÿê³ â
ïîäàëüøîìó ìàëè âêëþ÷àòèñÿ ó ñåëåêö³þ ðîñëèí ³ç áàæàíèìè
ïîë³ïøåíèìè õàðàêòåðèñòèêàìè [38—40]. Ó áàãàòüîõ êðà¿íàõ áóëè çà-
ïî÷àòêîâàí³ ñïåö³àë³çîâàí³ ñåëåêö³éí³ ïðîãðàìè [41], ÿê³ âò³ëèëèñü ó
ñòâîðåííÿ ïîíàä 3000 ë³í³é ð³çíîìàí³òíèõ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ
êóëüòóð ³ç âèêîðèñòàííÿì øòó÷íîãî ìóòàãåíåçó [42]. Ïðîòå êð³ì êî-
ðèñíèõ îçíàê, ÷àñòîòà âèíèêíåííÿ ÿêèõ º äîñèòü íèçüêîþ, öÿ òåõíî-
ëîã³ÿ âèêëèêàº òèñÿ÷³ âèïàäêîâèõ, ïåðåâàæíî íåáàæàíèõ ìóòàö³é ó
ãåíîì³ ðîñëèíè, ÿê³ íåîáõ³äíî óñóâàòè çà äîïîìîãîþ òðóäîì³ñòêèõ
ïðîöåäóð çâîðîòíîãî ñõðåùóâàííÿ [43].

Îñê³ëüêè ãåíåòè÷íèé àíàë³ç ïøåíèö³ º êîï³òêîþ ñïðàâîþ ÷åðåç
ñêëàäíèé àëîãåêñàïëî¿äíèé ãåíîì, ïîñòàëà íåîáõ³äí³ñòü ðîçðîáêè
íîâèõ òåõíîëîã³é ï³äâèùåííÿ ïðîäóêòèâíîñò³ îö³íêè ìóòàíòíèõ ïî-
ïóëÿö³é. Âäàëîþ â³äïîâ³ääþ íà öåé çàïèò ñòàëà ðîçðîáêà ïðîöåäóðè
TILLING (Targeting Induced Local Lesions In Genomes), ÿêà ðîçøèðè-
ëà ìîæëèâîñò³ êëàñè÷íîãî ìóòàãåíåçó, ïðèøâèäøèëà äîá³ð ìóòàíò³â ³
ñïðîñòèëà îïèñ ìîëåêóëÿðíî¿ ïðèðîäè ³íäóêîâàíèõ ìóòàö³é [44]. Â
îñíîâó TILLING ïîêëàäåíî îòðèìàííÿ ìóòàíòíî¿ ïîïóëÿö³¿ ç âèêî-
ðèñòàííÿì ³íäóêîâàíîãî ìóòàãåíåçó, ïåðåâàæíî õ³ì³÷íèõ ìóòàãåí³â,
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Ðèñ. 2. Îñíîâí³ êëàñè íóêëåàç, ÿê³ âèêîðèñòîâóþòü äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â

Äîìåíè ñïåöèô³÷íîãî çâ’ÿçóâàííÿ ç ÄÍÊ, ñòâîðåí³ íà îñíîâ³ ZFN (à) òà TALEN (á), ïðàöþþòü
ó ïàð³ ç íóêëåàçîþ Fok1. Ó ñèñòåì³ CRISPR/Cas9 ïîñë³äîâí³ñòü ÄÍÊ ðîçï³çíàºòüñÿ âíàñë³äîê
óîòñîí-êð³êîâñüêèõ âçàºìîä³é ç íÐÍÊ (â). Ç’ºäíàííÿ í³êàçè nCas9 ³ç öèòèäèíäåçàì³íàçîþ (ã) àáî
ç àäåíîçèíäåçàì³íàçîþ (ä) çàáåçïå÷óº ðåäàãóâàííÿ îñíîâ ó ö³ëüîâ³é ä³ëÿíö³ ÄÍÊ áåç âñòàâîê àáî
äèëåö³é. Îñíîâîþ ìåòîäó óí³âåðñàëüíîãî ðåäàãóâàííÿ (å) º nCas9, ç’ºäíàíà ç³ çâîðîòíîþ òðàíñ-
êðèïòàçîþ; öåé ïðîòå¿íîâèé êîìïëåêñ ñïðÿìîâóº ñïåöèô³÷íà ÐÍÊ, pegRNA (prime editing guide
RNA)

à á â

ã ä å



òàêèõ ÿê åòèëìåòàíñóëüôîíàò, ³ç íàñòóïíîþ ³äåíòèô³êàö³ºþ îòðèìà-
íèõ ìóòàö³é çà äîïîìîãîþ ìåòîä³â ìîëåêóëÿðíî¿ á³îëîã³¿, ÿê³ áàçó-
þòüñÿ íà êàï³ëÿðíîìó òà ãåëü-åëåêòðîôîðåç³, ñåêâåíóâàíí³ ³ ñïðÿìî-
âàí³é ä³¿ ñïåöèô³÷íèõ ôåðìåíò³â, ÿê³ çäàòí³ âï³çíàâàòè ì³ñöÿ çì³í ó
ÄÍÊ [45, 46]. Öþ òåõíîëîã³þ çàñòîñîâàíî äëÿ îòðèìàííÿ òà îïèñó
ïîïóëÿö³é ìóòàíò³â ì’ÿêî¿ é òâåðäî¿ ïøåíèö³ [47, 48], à òàêîæ ðî-
äè÷³â ïøåíèö³, òàêèõ ÿê Aegilops tauschii [49], Triticum monococcum [50].
Iç âèêîðèñòàííÿì TILLING áóëî ñòâîðåíî ë³í³¿ ïøåíèö³, ñò³éê³ äî
áîðîøíèñòî¿ ðîñè [51, 52], ç ï³äâèùåíèì âì³ñòîì β-êàðîòèíó â çåðí³
[53], çìåíøåíèì ðîçì³ðîì êðîõìàëüíèõ ãðàíóë [54] ³ âèñîêèì
âì³ñòîì àì³ëîçè â çåðí³âêàõ [55]. Îòæå, òåõíîëîã³ÿ TILLING çíà÷íî
ðîçøèðèëà ìîæëèâîñò³ ³íäóêîâàíîãî ìóòàãåíåçó ÿê ó ãàëóç³ ïðèêëàä-
íî¿ ñåëåêö³¿, òàê ³ â ôóíêö³îíàëüí³é ãåíåòèö³ ïøåíèö³ [49, 56], àëå íå
âèð³øèëà ïèòàííÿ âèá³ðêîâîãî âíåñåííÿ áàæàíèõ ìóòàö³é, ùî ñòàëî
ìåòîþ ³ ìð³ºþ äëÿ ê³ëüêîõ ïîêîë³íü äîñë³äíèê³â [34].

Ïåðøîþ ñïðîáîþ ñïðÿìîâàíîãî ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó áóëî âèêî-
ðèñòàííÿ îë³ãîíóêëåîòèäñïðÿìîâàíîãî ìóòàãåíåçó [57], ÿêèé áàçóâàâ-
ñÿ íà ã³áðèäèçàö³¿ ñïåöèô³÷íèõ äî ö³ëüîâîãî ãåíà îë³ãîíóêëåîòèä³â ç
îäèíè÷íîþ íóêëåîòèäíîþ çàì³íîþ. Ïðîòå, íåçâàæàþ÷è íà âñ³ çóñèë-
ëÿ, öåé ï³äõ³ä íå ïðèí³ñ ïîì³òíèõ óñï³õ³â. Íèí³ äëÿ ëîêóñîñïåöèô³÷-
íîãî ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó íàéïîøèðåí³øèìè º ìåòîäèêè, çàñíîâàí³
íà âèêîðèñòàíí³ ñïåöèô³÷íèõ åíäîíóêëåàç: 1) ìåãàíóêëåàç; 2) íóê-
ëåàç, ÿê³ ì³ñòÿòü «öèíêîâ³ ïàëüö³» ZFN; 3) åíäîíóêëåàç TAL
(TALEN); 4) CRISPR-àñîö³éîâàíèõ åíäîíóêëåàç (ðèñ. 2).

Måãàíóêëåàçè áóëè â³äêðèò³ â Saccharomyces cerevisiae [58, 59]. Ö³
ôåðìåíòè ðîçï³çíàþòü äîâã³ (ïîíàä 12 ïí) ïîñë³äîâíîñò³ ÄÍÊ ³
çäàòí³ ³íäóêóâàòè ðîçðèâè ïîäâ³éíî¿ ÄÍÊ ó ðîñëèí. Íåçâàæàþ÷è íà
òî÷í³ñòü òà åôåêòèâí³ñòü öüîãî êëàñó åíäîíóêëåàç, ¿õ âåëèêèì íå-
äîë³êîì º ñêëàäí³ñòü ðåäèçàéí³íãó äëÿ íîâèõ ö³ëüîâèõ ïîñë³äîâíîñ-
òåé, òîìó ìåãàíóêëåàçè ïåðåâàæíî âèêîðèñòîâóþòü ó ôóíäàìåíòàëü-
íèõ äîñë³äæåííÿõ ïðîöåñ³â ðåïàðàö³¿ ÄÍÊ [60].

Íóêëåàçè ZFN — öå ã³áðèäí³ á³ëêè ç äîìåíîì ðîçï³çíàâàííÿ
ÄÍÊ, ùî ñêëàäàºòüñÿ ùîíàéìåíøå ç òðüîõ «öèíêîâèõ ïàëüö³â»,
ç’ºäíàíèõ ³ç äîìåíîì åíäîíóêëåàçè ðåñòðèêö³¿ FokI (äèâ. ðèñ. 2). Êî-
æåí «öèíêîâèé ïàëåöü» âï³çíàº ³ çâ’ÿçóºòüñÿ ç ÄÍÊ ïîñë³äîâí³ñòþ â
òðè íóêëåîòèäè [61, 62]. ZFN âèÿâèëèñü åôåêòèâíèì ³íñòðóìåíòîì
äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â çëàêîâèõ [63, 64], õî÷à ÷åðåç íåäîñòàòíþ
òî÷í³ñòü ðîçï³çíàâàííÿ ö³ëüîâèõ ïîñë³äîâíîñòåé ³ òåõí³÷í³ ñêëàäíîù³
ï³ä ÷àñ ñòâîðåííÿ íîâèõ ã³áðèäíèõ á³ëê³â âîíè íå íàáóëè çíà÷íîãî
ïîøèðåííÿ äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ðîñëèí.

TALEN áóëè â³äêðèò³ â áàêòåð³ÿõ Xanthomonas, äå âîíè âèêîíó-
þòü ôóíêö³þ åôåêòèâíèõ ìîëåêóëÿðíèõ ³íñòðóìåíò³â áàêòåð³àëüíèõ
êë³òèí äëÿ çì³íè åêñïðåñ³¿ ãåí³â ðîñëèíè-õàçÿ¿íà ÷åðåç âçàºìîä³þ ³ç
ïðîìîòîðàìè ðîñëèííèõ ãåí³â [65]. Ïîºäíàííÿì áàêòåð³àëüíèõ
TALEN, â ÿêèõ êîæåí íóêëåîòèä ö³ëüîâî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ÄÍÊ
ðîçï³çíàºòüñÿ ïåâíèì ïîë³ïåïòèäîì ³ç 12—13 àì³íîêèñëîò [66, 67], ç
åíäîíóêëåàçíèì äîìåíîì Fok1 áóëî ñêîíñòðóéîâàíî TALENs [68,
69]. Íà îñíîâ³ TALENs ðîçðîáëåíî åôåêòèâí³ ï³äõîäè äëÿ ðåäàãóâàí-
íÿ ãåíîìó ïøåíèö³ [70, 71], çîêðåìà äëÿ ñòâîðåííÿ ë³í³é, ñò³éêèõ äî

33

IÍÄÓÊÎÂÀÍÈÉ ÌÓÒÀÃÅÍÅÇ ÏØÅÍÈÖ²

ISSN 2308-7099. Ô³ç³îëîã³ÿ ðîñëèí ³ ãåíåòèêà. 2021. Ò. 53. ¹ 1



áîðîøíèñòî¿ ðîñè. Îäíàê öåé ìåòîä ïîòðåáóº âåëèêèõ çàòðàò âèñî-
êîêâàë³ô³êîâàíî¿ ïðàö³ ³ ÷àñó, áî äëÿ êîæíîãî íîâîãî ëîêóñó íå-
îáõ³äíî ðîçðîáëÿòè íîâó ïàðó ïîë³ïåïòèä³â äëÿ âçàºìîä³¿ ç³ ñïå-
öèô³÷íèìè ïîñë³äîâíîñòÿìè íóêëåîòèä³â.

Ñèñòåìè ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó íà îñíîâ³ CRISPR/Cas. Ñòðóêòóðà
òà ôóíêö³îíóâàííÿ eíäîíóêëåàçíîãî êîìïëåêñó CRISPR/Cas. Âïðîâàä-
æåííÿ ìåòîäó ³íäóêóâàííÿ ñïåöèô³÷íèõ ìóòàö³é íà îñíîâ³ eíäîíóê-
ëåàçíîãî êîìïëåêñó CRISPR/Cas9, ñïåöèô³÷í³ñòü ÿêîãî çóìîâëåíà
âçàºìîä³ºþ êîðîòêî¿ àñîö³éîâàíî¿ ÐÍÊ ç êîìïëåìåíòàðíîþ ïî-
ñë³äîâí³ñòþ â ãåíîì³ [19], çä³éñíèëî ñïðàâæíþ ðåâîëþö³þ â ñó÷àñíèõ
á³îëîã³÷íèõ äîñë³äæåííÿõ.

Ïðèðîäíà CRISPR/Cas ñèñòåìà, ÿêà ñêëàäàºòüñÿ ç êëàñòåðèçîâà-
íèõ ðåãóëÿðíî ïåðåìåæîâàíèõ êîðîòêèõ ïàë³íäðîìíèõ ïîâòîð³â
CRISPR òà CRISPR-àñîö³éîâàíîãî á³ëêà Cas, ôóíêö³îíóº ÿê ôîðìà
àäàïòèâíîãî ³ìóí³òåòó â ïðîêàð³îòàõ, çàõèùàþ÷è ¿õ â³ä ÷óæî¿ ÄÍÊ
(ïëàçì³ä ³ ôàã³â). Õî÷à áàãàòî ð³çíèõ CRISPR/Cas ñèñòåì áóëî â³äêðè-
òî â åóáàêòåð³é òà àðõåîáàêòåð³é [74], íàéøèðøå âèêîðèñòîâóþòü äëÿ
ð³çíîìàí³òíèõ ö³ëåé CRISPR/Cas9 ³ç Streptococcus pyogenes (SpCas9).
SpCas9 ìàº äâà êàòàë³òè÷íèõ äîìåíè (HNH òà RuvC), ÿê³ ñïðè÷èíþ-
þòü äâîëàíöþãîâ³ ðîçðèâè (DNA double-strand breaks, DSBs) íà â³ä-
ñòàí³ 3 ïí ç 5' ê³íöÿ â³ä ìîòèâó, ùî ìåæóº ç ö³ëüîâîþ ÄÍÊ (proto-
spacer-adjacent motif, PAM, 5'-NGG-3') àáî ïðîòîñïåéñåðîì [19]. Äëÿ
ðîáîòè ôåðìåíòó Cas9 íåîáõ³äí³ òàêîæ äâ³ êîðîòê³ ÐÍÊ: 1) CRISPR
RNA (crRNA), ÿêà òðàíñêðèáóºòüñÿ ç ïîñë³äîâíîñò³ ñïåéñåðó ³
ì³ñòèòü 20 íóêëåîòèä³â, òîòîæíèõ ïðîòîñïåéñåðó; 2) òðàíñàêòèâóþ÷à
CRISPR ÐÍÊ (trans-activating CRISPR RNA, tracrRNA), ÿêà ñòàá³-
ë³çóº ñòðóêòóðó ðèáîíóêëåîïðîòå¿íó (ÐÍÏ). ªäèíà íàïðàâëÿþ÷à ÐÍÊ
(íÐÍÊ, single-guide RNA, sgRNA), ñòâîðåíà çëèòòÿì tracrRNA ³
crRNA, çäàòíà ñïðÿìîâóâàòè Cas9 äî ö³ëüîâî¿ ÄÍÊ [19] ³ º îñíîâîþ
ôóíêö³îíóâàííÿ ñó÷àñíèõ ñèñòåì ðåäàãóâàííÿ åóêàð³îòè÷íèõ ãåíîì³â
(ðèñ. 3). Iíäóêîâàí³ äâîëàíöþãîâ³ ðîçðèâè â êë³òèí³ ï³äëÿãàþòü ðåïà-
ðàö³¿ äâîìà øëÿõàìè: 1) íåãîìîëîã³÷íèì îá’ºäíàííÿì ê³íö³â (non-
homologous end joining, NHEJ), ùî ïðèçâîäèòü äî ³íñåðö³é àáî äå-
ëåö³é (InDels) ó ì³ñö³ ðîçðèâó ³ ÿê íàñë³äîê äî âòðàòè ôóíêö³¿
íîêàóòîâàíîãî ãåíà; 2) âèñîêîòî÷íîþ ãîìîëîã³÷íîþ ðåêîìá³íàö³ºþ
(homologous recombination, HR).

Ìîäèô³êîâàí³ òà àëüòåðíàòèâí³ âàð³àíòè åíäîíóêëåàçè Cas ³ç ðîç-
øèðåíèìè ìîæëèâîñòÿìè çàñòîñóâàííÿ. Çàì³íîþ ê³ëüêîõ àì³íîêèñëîò-
íèõ çàëèøê³â ïðèðîäíî¿ åíäîíóêëåàçè SpCas9 áóëî ñêîíñòðóéîâàíî
âèñîêîòî÷í³ ïîõ³äí³ (eSpCas9 (1.0), eSpCas9 (1.1) òà SpCas9-HF1) ç
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Ðèñ. 3. Îñíîâí³ õðîíîëîã³÷í³ åòàïè ðîçâèòêó ìåòîä³â ³íäóêîâàíîãî ìóòàãåíåçó



âèùîþ ñïåöèô³÷í³ñòþ äî ö³ëüîâî¿ ÄÍÊ, ÿê³ íå âèÿâëÿþòü àêòèâíîñò³
ïîçà ïðîòîñïåéñåðîì [75, 76]. Ñêîíñòðóéîâàíî òàêîæ åíäîíóêëåàçó
SpCas9-NGv1, ÿêà âï³çíàº êîðîòøèé ÐÀÌ 5'-NG-3' é åôåêòèâíî
ðîçð³çàº ö³ëüîâó ÄÍÊ [77]. Íåùîäàâíî ç’ÿâèëîñü ïîâ³äîìëåííÿ ïðî
ñòâîðåííÿ âàð³àíòà Cas íóêëåàçè SpRY ç³ ùå ìåíøèìè îáìåæåííÿìè
ó äîáîð³ ñàéò³â äëÿ ðåäàãóâàííÿ [78].

Êàòàëiòè÷íî íåàêòèâíà «ìåðòâà» Cas9 (dCas9) ÷åðåç íàÿâí³ñòü
ìóòàö³é â îáîõ äîìåíàõ HNH òà RuvC àáî í³êàçà Cas9 (nCas9), ÿêà
ìàº ìóòàö³þ ëèøå â îäíîìó ç äîìåí³â ³ ðîáèòü îäíîëàíöþãîâèé
ðîçð³ç ÄÍÊ çàì³ñòü äâîëàíöþãîâîãî, çäàòí³ âï³çíàâàòè ö³ëüîâó ÄÍÊ.
¯õ øèðîêî çàñòîñîâóþòü â áàãàòüîõ íàïðÿìàõ: äëÿ ðåãóëÿö³¿ ãåí³â, ðå-
äàãóâàííÿ îñíîâ, åï³ãåíåòè÷íîãî ðåäàãóâàííÿ òà òîïîëîã³¿ õðîìàòèíó
[79, 80]. Çëèòòÿ dCas9 ³ç òðàíñêðèïö³éíèì àêòèâàòîðîì (VP64, EDLL
àáî TAL) ÷è ðåïðåñîðîì SRDX äàº çìîãó ðåãóëþâàòè ð³âåíü òðàíñ-
êðèïö³¿ åíäîãåííèõ ãåí³â [81, 82], çëèòòÿ ç àöåòèëòðàíñôåðàçîþ àáî
äåìåòèëàçîþ ã³ñòîí³â — ðåãóëþâàòè åêñïðåñ³þ ãåí³â íà åï³ãåíåòè÷íî-
ìó ð³âí³ [83]. Ó ðåçóëüòàò³ çëèòòÿ í³êàçè nCas9 ³ç öèòèäèíäåçàì³íàçîþ
[84, 85] àáî àäåíîçèíäåçàì³íàçîþ [86, 87] C ïåðåòâîðþºòüñÿ íà T àáî
A íà G, é ìóòàãåíåç â³äáóâàºòüñÿ âíàñë³äîê ðåäàãóâàííÿ îñíîâ ó
ö³ëüîâ³é ä³ëÿíö³ ÄÍÊ áåç âñòàâîê òà äåëåö³é (äèâ. ðèñ. 2, ã, ä).

Ìåòîä óí³âåðñàëüíîãî ðåäàãóâàííÿ (prime editing, äèâ. ðèñ. 2, å),
ÿêèé äàº çìîãó áåçïîñåðåäíüî âñòàâëÿòè íîâó ãåíåòè÷íó ïîñë³äîâ-
í³ñòü â îáðàíó ä³ëÿíêó ÄÍÊ, âïåðøå áóâ çàñòîñîâàíèé äëÿ êë³òèí
ëþäèíè [73]. Çà öèì ìåòîäîì, nCas9, çëèòà ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèï-
òàçîþ, êåðóºòüñÿ pegRNA (prime editing guide RNA), ÿêà âèçíà÷àº
ö³ëüîâèé ñàéò ãåíîìó ³ êîäóº áàæàíå ðåäàãóâàííÿ [88, 89]. Ìåòîäîì
óí³âåðñàëüíîãî ðåäàãóâàííÿ ó ïøåíèö³ òà ðèñó âäàëîñÿ ãåíåðóâàòè âñ³
òèïè íóêëåîòèäíèõ çàì³í, ùî ïðèâåëî äî äåëåö³é äî 40 ïí òà âáóäî-
âóâàííÿ ïîñë³äîâíîñòåé äî 15 ïí [90].

Äåÿê³ Cas9 åíäîíóêëåàçè, â³äêðèò³ â ³íøèõ âèä³â áàêòåð³é, ìåíø³
çà ðîçì³ðîì, í³æ SpCas9, ÿêà ñêëàäàºòüñÿ ç 1368 àì³íîêèñëîò. Òàê,
CjCas9 ³ç Campylobacter jejuni ì³ñòèòü 984 àì³íîêèñëîòíèõ çàëèøêè
[91], NmCas9 ³ç Neisseria meningitides — 1082 [92], SaCas9 ³ç
Staphylococcus aureus — 1053 [93], ïðîòå âñ³ âîíè ïîòðåáóþòü ñêëàä-
í³øèõ PAM: 5'-NNNNACAC-3' äëÿ CjCas9, 5'-NNNNGATT-3' äëÿ
NmCas9, 5'-NNGRRT-3' äëÿ SaCas9, ùî íàêëàäàº ïåâí³ îáìåæåííÿ
äëÿ ïîøóêó ö³ëüîâî¿ ÄÍÊ, ïðîòå çìåíøóº â³ðîã³äí³ñòü ðåäàãóâàííÿ
íåö³ëüîâî¿ ÄÍÊ.

Êð³ì Cas9 çàñòîñîâóþòü ùå ê³ëüêà åíäîíóêëåàç: Cas12a (ðàí³øå
â³äîìà ÿê Cpf1 ç Acidaminococcus sp., Lachnospiraceae bacterium ³
Francisella novicida) [94], Cas13a (àáî C2c2 ³ç Leptotrichia wadei) [95],
Cas13b (C2c6 ³ç Prevotella sp.) [96], EsCas13d ³ç Eubacterium siraeum
[97]. AsCas12a òà LbCas12a ìàþòü ëèøå îäèí êàòàë³òè÷íèé äîìåí
RuvC ³ç ÄÍÊàçíîþ àêòèâí³ñòþ, äëÿ ñâîº¿ ðîáîòè ïîòðåáóþòü ëèøå
îäí³º¿ crRNA, âï³çíàþòü PAM 5'-TTTV (A/C/G) -3' ³ ðîçð³çàþòü ÄÍÊ
ç 3' ê³íöÿ â³ä PAM, ôîðìóþ÷è «ëèïê³» ê³íö³. Òàêà ñïåöèô³÷í³ñòü
Cas12a íà â³äì³íó Cas9, ùî ïîòðåáóº íàÿâíîñò³ G + C ä³ëÿíîê äëÿ
âï³çíàâàííÿ, ìîæå áóòè êîðèñíîþ ïðè íåîáx³äíîñò³ ðåäàãóâàííÿ ðå-
ãóëÿòîðíèõ, çáàãà÷åíèõ À + Ò ä³ëÿíîê ãåíîìó [98]. Ðîäèíà Cas13 íóê-
ëåàç — öå ÐÍÊàçè, ÿê³ íåñïåöèô³÷íî äåãðàäóþòü ÐÍÊ ï³ñëÿ ñïåöè-
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ô³÷íîãî çâ’ÿçóâàííÿ ç ïîñë³äîâí³ñòþ ö³ëüîâî¿ ÐÍÊ. Cas13 íóêëåàçè
ìîæíà âèêîðèñòîâóâàòè äëÿ çàìîâ÷óâàííÿ ãåí³â íà ïîñòòðàíñêðèï-
ö³éíîìó ð³âí³ [95, 96] àáî äëÿ áîðîòüáè ç ÐÍÊ-â³ðóñàìè [99].

Åêñïðåñ³ÿ ³ äîñòàâêà êîìïîíåíò³â CRISPR/Cas9 òà ï³äòâåðäæåííÿ
îòðèìàíèõ ìóòàö³é. Äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ïøåíèö³ âèêîðèñòîâó-
þòü êîäîíîïòèì³çîâàíèé Cas9, ÿêèé ì³ñòèòü ÿäåðíèé ñèãíàë ëîêàë³-
çàö³¿. Äëÿ òðàíñêðèïö³¿ ãåíà åíäîíóêëåàçè Cas9 ÐÍÊ-ïîë³ìåðàçîþ II
íàé÷àñò³øå âèêîðèñòîâóþòü ïðîìîòîðè CaMV35S àáî ZmUbi, òîä³ ÿê
íÐÍÊ åêñïðåñóºòüñÿ ÐÍÊ-ïîë³ìåðàçîþ III (ïåðåâàæíî ï³ä êîíòðî-
ëåì U6 àáî U3 ïðîìîòîð³â). ìÐÍÊ SpCas9 òà íÐÍÊ ìîæóòü òàêîæ
òðàíñêðèáóâàòèñÿ ÿê ºäèíèé ïðîäóêò, ºäèíà ÐÍÊ çà äîïîìîãîþ ïðî-
ìîòîðà ÐÍÊ ïîë³ìåðàçè II. Ï³ñëÿ òðàíñëÿö³¿ á³ëîê SpCas9 çâ’ÿçóºòüñÿ
ç ö³ºþ ÐÍÊ ³ «çàéâ³» ïîñë³äîâíîñò³ ÐÍÊ â³äð³çàþòüñÿ ñèñòåìîþ äî-
çð³âàííÿ ÐÍÊ, â ðåçóëüòàò³ ÷îãî ôîðìóºòüñÿ ä³ºçäàòíèé ðèáîíóêëåî-
ïðîòå¿íîâèé êîìïëåêñ SpCas9-sgRNA [100, 101].

CRISP/Cas ìîæå îäíî÷àñíî ðåäàãóâàòè ê³ëüêà ö³ëüîâèõ ïîñë³äî-
âíîñòåé, âèêîðèñòîâóþ÷è îäíó âåêòîðíó êîíñòðóêö³þ. Ê³ëüêà íÐÍÊ
ìîæóòü áóòè çàêîäîâàí³ ó âåêòîð³ ÿê îêðåì³ òðàíñêðèïö³éí³ îäèíèö³
àáî â ïîë³öèñòðîíí³é ôîðì³ [102]. Iíäèâ³äóàëüí³ íÐÍÊ ç ïîë³öèñ-
òðîííî¿ ÐÍÊ ìîæíà îòðèìàòè çà äîïîìîãîþ ôåðìåíò³â, ùî ðîçð³çà-
þòü ÐÍÊ, íàïðèêëàä òàêèõ, ÿê: 1) ôåðìåíòè ïðîöåñèíãó òÐÍÊ, ÿê³
ì³ñòÿòüñÿ ³ ôóíêö³îíóþòü ó ðîñëèíí³é êë³òèí³ [103]; 2) CRISPR-
àñîö³éîâàíà åíäîðèáîíóêëåàçà Csy4 ³ç Pseudomonas aeruginosa, ÿêó òðå-
áà åêñïðåñóâàòè îäíî÷àñíî ç íÐÍÊ â êë³òèí³ [104]; 3) ðèáîçèìè, ÿê³
ìàþòü áóòè ÷àñòèíîþ ïîë³öèñòðîííî¿ ÐÍÊ [105]. Iíäèâ³äóàëüí³
íÐÍÊ ó ñêëàä³ ïîë³öèñòðîííî¿ ôîðìè â³äîêðåìëþþòü îäíó â³ä îäíî¿
ñàéòàìè äëÿ ðîçï³çíàâàííÿ öèìè åíäîðèáîíóêëåàçàìè (20—28 í äëÿ
Csy4 íóêëåàçè [106], 15 í äëÿ ðèáîçèì³â àáî 77 í äëÿ ôåðìåíò³â ïðî-
öåñèíãó ïðå-òÐÍÊ [102]). Ôóíêö³îíàëüí³ñòü íÐÍÊ, îòðèìàíèõ ³ç
ïîë³öèñòðîííî¿ ÐÍÊ çà äîïîìîãîþ Csy4 ðèáîíóêëåàçè àáî åíäîãåííî¿
ñèñòåìè ïðîöåñèíãó ïðå-òÐÍÊ, áóëà äîâåäåíà â äîñë³äàõ ³ç ðåäàãó-
âàííÿì ãåíîìó ïøåíèö³ [107]. Iíøèì ï³äõîäîì äëÿ îòðèìàííÿ
ôóíêö³îíàëüíî¿ íÐÍÊ ç ïîë³öèñòðîííî¿ ÐÍÊ º êëîíóâàííÿ ¿¿ ÿê
³íòðîíó â ãåí³ Cas9 [108].

Ïåðø³ óñï³øí³ äîñë³äè ³ç âèêîðèñòàííÿì òåõíîëîã³¿ CRISPR/Cas9
äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ïøåíèö³ áóëè ïðîâåäåí³ íà ïðîòîïëàñòàõ
ñïîñîáîì ÏÅÃ-îïîñåðåäêîâàíî¿ òðàíñôåêö³¿. Çàñòîñóâàííÿ êóëüòóðè
ïðîòîïëàñò³â çàëèøàºòüñÿ îñíîâíèì ìåòîäîì äëÿ ï³äòâåðäæåííÿ ôóíê-
ö³îíóâàííÿ CRISPR/Cas9-ñèñòåìè òà òåñòóâàííÿ é ïîð³âíÿííÿ åôåê-
òèâíîñò³ ð³çíèõ íÐÍÊ [101, 109—113]. Äëÿ äîñòàâêè CRISPR/Cas9-
ñèñòåìè òàêîæ âèêîðèñòîâóâàëè åëåêòðîïîðàö³þ ì³êðîñïîð [114],
Agrobacterium-îïîñåðåäêîâàíó òðàíñôîðìàö³þ êë³òèí ñóñïåíç³éíî¿
êóëüòóðè [115] òà áîìáàðäóâàííÿ ì³êðî÷àñòî÷êàìè àï³êàëüíèõ ìåðè-
ñòåì [116]. Ïðîòå äëÿ îòðèìàííÿ ìóòàíò³â ïøåíèö³ íàé÷àñò³øå âèêî-
ðèñòîâóþòü íåçð³ë³ çàðîäêè àáî îòðèìàííèé ç íèõ êàëþñ ÷åðåç ¿õ âè-
ñîêèé ðåãåíåðàö³éíèé ïîòåíö³àë. Ðîñëèíè ïøåíèö³ ç ðåäàãîâàíèì
ãåíîìîì îòðèìàíî ÿê ³ç âèêîðèñòàííÿì Agrobacterium [117, 119], òàê
³ á³îë³ñòè÷íèì ìåòîäîì [85, 101, 107, 112, 118].

Gil-Humanes òà ñï³âàâòîðè [101] ñòâîðèëè ðåïë³êàòèâí³ âåêòîðè
äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó çåðíîâèõ ³ç âèêîðèñòàííÿì åëåìåíò³â ãåíîìó
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â³ðóñó êàðëèêîâîñò³ ïøåíèö³ (Geminiviridae). Åêñïðåñ³ÿ ðåïîðòåðíî-
ãî ãåíà ïðè çàñòîñóâàíí³ òàêîãî ðåïë³êàòèâíîãî âåêòîðà â 110 ðàç³â
âèùà, í³æ ïðè âèêîðèñòàíí³ íåðåïë³êàòèâíîãî êîíòðîëüíîãî âåêòî-
ðà. Ïîêàçàíî òàêîæ, ùî ðåïë³êàòèâí³ âåêòîðè ³ç CRISPR/Cas-ñèñòå-
ìîþ çá³ëüøóþòü åôåêòèâí³ñòü ðåäàãóâàííÿ ãåí³â ó êë³òèíàõ êàëþñó ³
ïðîòîïëàñòàõ ïøåíèö³ á³ëüø ÿê ó 12 ðàç³â.

Îäí³ºþ ç ïåðåâàã CRISPR/Cas-ñèñòåìè º ìîæëèâ³ñòü îòðèìàííÿ
ðîñëèí ³ç ìóòàö³ºþ, ùî óñïàäêîâóºòüñÿ, â ö³ëüîâîìó ãåí³ áåç ³íòåãðà-
ö³¿ âåêòîðíî¿ ÄÍÊ ó ãåíîì [111, 112]. Òàêå ñïðÿìîâàíå ðåäàãóâàííÿ
ãåíîìó çàáåçïå÷óºòüñÿ òðàíçèºíòíîþ åêñïðåñ³ºþ Cas òà íÐÍÊ ïðè
áîìáàðäóâàíí³ ÄÍÊ âåêòîðàìè áåç ïîäàëüøî¿ ñåëåêö³¿ òðàíñãåííèõ
êë³òèí. CRISPR/Cas9-ñèñòåìà ìîæå äîñòàâëÿòèñÿ á³îë³ñòè÷íèì ìåòî-
äîì íå ëèøå ó âèãëÿä³ ÄÍÊ âåêòîð³â, à é ó âèãëÿä³ ðèáîíóêëåîïðî-
òå¿íîâîãî êîìïëåêñó (ÐÍÏ) àáî ÿê ñóì³ø ìÐÍÊ äëÿ òðàíñëÿö³¿ Cas9
òà íÐÍÊ, ùî ïðèçâîäèòü äî óòâîðåííÿ ìóòàíòíèõ ðîñëèí áåç òðàíñãåí³â
[112, 120]. Çàñòîñóâàííÿ ÐÍÏ-êîìïëåêñó äëÿ ðåäàãóâàííÿ äàº çìîãó
çíà÷íî çíèçèòè ÷àñòîòó ìóòàö³é ïîçà ö³ëüîâîþ ïîñë³äîâí³ñòþ [112].

CRISPR/Cas-³íäóêîâàíèé ìóòàãåíåç çàçâè÷àé ïðèçâîäèòü äî âè-
íèêíåííÿ ³íñåðö³é ³ äåëåö³é ó ö³ëüîâîìó ñàéò³, ÿê³ äåòåêòóþòü ðîçð³-
çàííÿì ÏËÐ-ïðîäóêòó ôåðìåíòàìè ðåñòðèêö³¿, T7EI-òåñò, ñåêâåíóâàí-
íÿì çà Ñàíãåðîì, ñåêâåíóâàííÿì íîâîãî ïîêîë³ííÿ, àíàë³çîì êðèâèõ
ïëàâëåííÿ ç âèñîêîþ ðîçä³ëüíîþ çäàòí³ñòþ (high resolution melting
analysis), êàï³ëÿðíèì ãåëü-åëåêòðîôîðåçîì, ôëóîðåñöåíòíîþ ÏËÐ (flu-
orescent PCR-capillary gel electrophoresis) òà ê³ëüê³ñíîþ ÏËÐ [121].

Çàñòîñóâàííÿ ñèñòåìè CRISPR/Cas äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ïøå-
íèö³. Ïåðøèìè ãåíàìè, ÿê³ ðåäàãóâàëè â ãåíîì³ ïøåíèö³ çà äîïîìî-
ãîþ CRISPR/Cas9-ñèñòåìè, áóëè ãåíè ô³òîåíäåñàòóðàçè òà äèã³äðîôëà-
âàíîë-4-äåñàòóðàçè ÷åðåç ëåãê³ñòü äåòåêö³é ìóòàö³¿ â íèõ, îñê³ëüêè
âîíè ïðèçâîäÿòü äî ôîðìóâàííÿ àëüá³íîñíèõ ðîñëèí [109, 110, 115,
118]. Ïîäàëüø³ çóñèëëÿ áóëè ñïðÿìîâàí³ íà ïîøóê ³ áëîêóâàííÿ
ãåí³â, åêñïðåñ³ÿ ÿêèõ íåãàòèâíî âïëèâàº íà âàæëèâ³ àãðîíîì³÷í³ îç-
íàêè, òàê³ ÿê óðîæàéí³ñòü, õàð÷îâà ö³íí³ñòü, ñò³éê³ñòü äî ïàòîãåí³â ³
àá³îòè÷íèõ ñòðåñ³â (ðèñ. 4).

Ï³äâèùåííÿ âðîæàéíîñò³. Ùîá çá³ëüøèòè ðîçì³ð ³ ìàñó çåðíà,
ÿê³ º âèð³øàëüíèìè ñêëàäîâèìè âðîæàéíîñò³ ïøåíèö³, ñèñòåìó
CRISPR/Cas9 çàñòîñóâàëè äî ãåí³â, åêñïðåñ³ÿ ÿêèõ âïëèâàº íà ö³ ïî-
êàçíèêè: TaGW2 [107, 111, 122], TaGW7 [123], TaGASR7 [111, 112,
116], TaDEC1, TaNAC2, TaPIN1 [111].

Ï³ñëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíà TaGW2, ùî êîäóº óá³êâ³òèíë³àçó E3 [107,
111, 122], T1 ðîñëèíè ç ìóòàö³ÿìè â óñ³õ òðüîõ àëåëÿõ ãåíà TaGW2 é
ãåíîòèïîì aabbdd äàëè çåðíî ç³ çíà÷íî á³ëüøèìè ìàñîþ ³ ðîçì³ðîì
ïîð³âíÿíî ç âèõ³äíèì ñîðòîì [107]. Ïðè ðåäàãóâàíí³ TaGW7-B ³
TaGW7-D ãîìîëîã³â çá³ëüøóâàëèñÿ øèðèíà ³ ìàñà çåðåí, àëå çìåíøó-
âàëàñÿ ¿õ äîâæèíà [123].

TaGASR7 — ïðåäñòàâíèê ðîäèíè Snakin/GASA, ïîâ’ÿçàíèé ³ç
ðîñòîì çåðíà ó äîâæèíó. Ï³ñëÿ á³îë³ñòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ àï³êàëüíèõ
ìåðèñòåì âåêòîðîì ç CRISPR/Cas9 äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíà TaGASR7
áóëî îòðèìàíî ðîñëèíè ç ìóòàíòíèìè àëåëÿìè [116]. Òðàíçèºíòíà
åêñïðåñ³ÿ âåêòîðà ç CRISPR/Cas9 òà âèêîðèñòàííÿ ÐÍÏ-êîìïëåêñó
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CRISPR/Cas9 âèÿâèëèñÿ òàêîæ âèñîêîåôåêòèâíèìè äëÿ ðåäàãóâàííÿ
ãåíà TaGASR7 [111, 112].

Ãåí DEP1 (dense and erect panicle 1) êîäóº îäèí ³ç âàð³àíò³â ãàì-
ìà-ñóáîäèíèö³ ãåòåðîòðèìåðíîãî á³ëêà G, ÿêèé áåðå ó÷àñòü ó ðåãóëþ-
âàíí³ àðõ³òåêòîí³êè ðîñëèí, ê³ëüêîñò³ çåðåí ó âîëîò³, ïîãëèíàíí³ àçî-
òó òà ñò³éêîñò³ äî ñòðåñó [124]. Âèêîðèñòàííÿ ñèñòåìè CRISPR/Cas9
ó ðèñ³ äëÿ ðåäàãóâàííÿ DEP1 ïðèçâåëî äî çìåíøåííÿ âèñîòè ðîñëèí,
âêîðî÷åííÿ âîëîò³ òà çá³ëüøåííÿ ê³ëüêîñò³ çåðåí ó í³é [125]. Äëÿ
ðåäàãóâàííÿ ãåíà TaDEP1 ïøåíèö³ âèêîðèñòîâóâàëè ñèñòåìó
CRISPR/Cas9 [111] òà àäåíîçèíäåçàì³íàçó, çëèòó ç í³êàçîþ SpCas9
[86], â ðåçóëüòàò³ ÷îãî îòðèìàëè ìóòàíòí³ ðîñëèíè ç ÷àñòîòîþ 2 ³ 1 %
â³äïîâ³äíî.

Ïðè ðåäàãóâàíí³ ñèñòåìîþ CRISPR/Cas9 ãåíà òðàíñêðèïö³éíîãî
ôàêòîðà ÒàNAC2 òà ãåíà TaPIN1 (PINFORMED1), ÿêèé êîäóº òðàíñ-
ìåìáðàííèé á³ëîê, çàä³ÿíèé ó åìáð³îãåíåç³ òà ðîçâèòêó åíäîñïåðìó,
îòðèìàëè ãåòåðîçèãîòí³ ìóòàíòí³ ðîñëèíè ç ÷àñòîòîþ 2 òà 1 %
â³äïîâ³äíî [111].

Îïòèì³çàö³ÿ õàð÷îâî¿ ö³ííîñò³. Öåë³àê³ÿ — àóòî³ìóííå çàõâîðþ-
âàííÿ, ùî âèêëèêàº õðîí³÷íå çàïàëåííÿ òîíêî¿ êèøêè, ïîøèðåíå ó
1—2 % ëþäñòâà, ñïðè÷èíþºòüñÿ ³ìóíîãåííèìè åï³òîïàìè, ÿê³ ì³ñ-
òÿòüñÿ â α-, γ- òà ϖ-ãë³àäèíàõ ïøåíèö³. Ãë³àäèíè ïøåíèö³ êîäóþòüñÿ
ðîäèíîþ ñïîð³äíåíèõ ãåí³â, ÿê³ íàë³÷óþòü äåñÿòêè ÷ëåí³â, ùî çíà÷-
íî óñêëàäíþº çàâäàííÿ ¿õ íåéòðàë³çàö³¿. Çàñòîñóâàííÿì òåõíîëîã³¿
CRISPR/Cas9 îòðèìàíî ïøåíèöþ ç³ çíèæåíèì ð³âíåì ³ìóíîãåííîñò³
[126, 127]. Â ðîáîò³ [126] àâòîðè âíåñëè ìóòàö³¿ â 35 ãåí³â α-ãëiàäèí³â,
óíàñë³äîê ÷îãî ³ìóíîðåàêòèâí³ñòü áîðîøíà äëÿ ñïîæèâà÷³â ³ç öåë³à-
ê³ºþ çíèçèëàñü íà 85 %. Â ðîáîò³ [127] îäíî÷àñíî âèêëþ÷åíî ãðóïè
ãåí³â, ùî êîäóþòü α- ³ γ-ãë³àäèíè. Íåçâàæàþ÷è íà ïîì³òíèé ïðîãðåñ,
ðåäàãóâàííÿ ðîäèíè ãë³àäèíîâèõ ãåí³â ïîêè ùî âåäå äî ñòâîðåííÿ
ë³í³é ïøåíèö³, ÿê³ ì³ñòÿòü ñóì³ø ïîøêîäæåíèõ, âèäàëåíèõ òà ³íòàêò-
íèõ ãåí³â, òîìó â ñâ³ò³ òðèâàº ³íòåíñèâíà ðîáîòà ç³ ñòâîðåííÿ ñîðò³â
ïøåíèö³ áåç ³ìóíîãåííèõ åï³òîï³â, ó ÿêèõ çáåðåæåí³ õë³áîïåêàðñüê³
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Ðèñ. 4. Ñõåìàòè÷íå çîáðàæåííÿ íàéâàæëèâ³øèõ íàïðÿì³â çàñòîñóâàííÿ ñèñòåìè
CRISPR/Cas äëÿ íàäàííÿ ïøåíèö³ íîâèõ ïîë³ïøåíèõ âëàñòèâîñòåé ðåäàãóâàííÿì
ãåíîìó



ÿêîñò³, ³ òåõíîëîã³¿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â â³ä³ãðàþòü êëþ÷îâó ðîëü ó
öüîìó ïðîöåñ³ [128]. 

Ùå îäíèì ïðèêëàäîì ïîë³ïøåííÿ õàð÷îâî¿ ö³ííîñò³ îçèìî¿
òà ÿðî¿ ïøåíèö³ º ðåäà´óâàííÿ ãåíà TaSBEIIa çà äîïîìîãîþ
CRISPR/Cas-ñèñòåìè. Îòðèìàíî ñåð³þ ìóòàíò³â [129] áåç ïîñë³äî-
âíîñòåé òðàíñãåí³â, ïðîòå ç ìóòàö³ÿìè TaSBEIIa â îäíîìó ÷è âñ³õ
òðüîõ ñóáãåíîìàõ ïøåíèö³. Â çåðí³ òàêèõ ìóòàíò³â çíà÷íî çá³ëüøåíèé
âì³ñò àì³ëîçè, ñò³éêîãî êðîõìàëþ, á³ëêà òà ïåíòîçàíó, ÿê³ ïîçèòèâíî
âïëèâàþòü íà çäîðîâ’ÿ ëþäèíè [3], à áîðîøíî ë³í³é ïøåíèö³ ç ³íäó-
êîâàíèìè ìóòàö³ÿìè â ãåí³ TaSBEIIa ìàëî ïîë³ïøåí³ õë³áîïåêàðñüê³
âëàñòèâîñò³ [129].

Ñò³éê³ñòü äî ïàòîãåí³â ³ øê³äíèê³â. Ðîñëèíè ïîñò³éíî êîíòàêòóþòü
òà ³íô³êóþòüñÿ ð³çíîìàí³òíèìè ïàòîãåíàìè, òàêèìè ÿê â³ðóñè, áàê-
òåð³¿, ãðèáè, íåìàòîäè. Õâîðîáè, çáóäíèêàìè ÿêèõ âîíè º, ñïðè÷èíþ-
þòü çíà÷í³ âòðàòè ÿêîñò³ òà ê³ëüêîñò³ âðîæàþ, òîìó ñò³éê³ñòü ðîñëèí äî
ïàòîãåí³â ³ øê³äíèê³â º ¿õ âàæëèâîþ àãðîíîì³÷íîþ îçíàêîþ.

«Âèìêíåííÿ» ãåíà TaMLO (mildew-resistance locus, ùî êîäóº
òðàíñìåìáðàííèé á³ëîê, ëîêàë³çîâàíèé ó ïëàçìàëåì³) ðåäàãóâàííÿì
ïðèâîäèòü äî çàõèñòó â³ä áîðîøíèñòî¿ ðîñè, çóìîâëåíî¿ Blumeria
graminis f. sp. tritici. Îïèñàíî ðåäàãóâàííÿ CRISPR/Cas9-ñèñòåìîþ
àëåëÿ TaMLO-A1 â ðîñëèíàõ ïøåíèö³ ç ÷àñòîòîþ 5,6 % [119]. Ãåíè
ë³ïîêñèãåíàç TaLpx1 òà TaLox2 áóëè òàêîæ îáðàí³ ÿê ö³ëü äëÿ ðåäà-
ãóâàííÿ [85, 107, 110, 111, 114, 130]. Ë³ïîêñèãåíàçè ã³äðîë³çóþòü ïîë³-
íåíàñè÷åí³ æèðí³ êèñëîòè ³ ðîçïî÷èíàþòü á³îñèíòåç îêñèë³ï³í³â, ÿê³
â³ä³ãðàþòü ïîì³òíó ðîëü â àêòèâàö³¿ çàõèñíèõ ðåàêö³é ðîñëèí, îïîñå-
ðåäêîâàíèõ æàñìîíîâîþ êèñëîòîþ. Áëîêóâàííÿ åêñïðåñ³¿ ãåíà TaLpx-1
çàáåçïå÷óº ñò³éê³ñòü ïøåíèö³ äî Fusarium graminearum [131]. Ìóòàíòí³
ðîñëèíè ïøåíèö³ ïî ãåíó TaLOX2 îòðèìàí³ ³ç ÷àñòîòîþ 9,5 %, ñå-
ðåä íèõ ãîìîçèãîòí³ ìóòàíòè ñòàíîâèëè 44,7 % [111]. Òåõíîëîã³þ
CRISPR/Cas9 òàêîæ óñï³øíî çàñòîñîâàíî äëÿ îòðèìàííÿ ðîñëèí
ïøåíèö³ Taedr1 îäíî÷àñíîþ ìîäèô³êàö³ºþ òðüîõ ãîìîëîã³÷íèõ ãåí³â
ïøåíèö³ EDR1 (enhanced disease resistance 1). EDR1 — Raf-ïîä³áíà ì³-
òîãåíàêòèâîâàíà ïðîòå¿íê³íàçà (MAPK3) — äóæå âèñîêîêîíñåðâàòèâ-
íà â ìåæàõ ðîñëèííîãî öàðñòâà ³ âèêîíóº íåãàòèâíó ðåãóëÿö³þ â çà-
õèñíèõ ðåàêö³ÿõ [132]. Îòðèìàí³ ìóòàíòí³ Taedr1 ðîñëèíè ñò³éê³ äî
áîðîøíèñòî¿ ðîñè ³ íå âèÿâëÿëè çàãèáåë³ êë³òèí, ³íäóêîâàíî¿ ïàòîãå-
íîì [133]. Iíøèé ïðèêëàä ðåäàãóâàííÿ ãåíà MAPK3, à ñàìå ãåíà
TraesCS4A02G110300, îïèñàëè Kamiya òà ñï³âàâòîðè ó 2020 ð. [130].

Ïîë³ïøåííÿ àãðîòåõíîëîã³÷íèõ õàðàêòåðèñòèê. Ñò³éê³ñòü äî ãåðá³-
öèä³â º âàæëèâîþ îçíàêîþ äëÿ ñó÷àñíèõ àãðîòåõíîëîã³é. Àöåòîëàêòàò-
ñèíòàçà (ALS) — ïåðøèé ôåðìåíò á³îñèíòåçó ðîçãàëóæåíèõ àì³íîêèñ-
ëîò ó ïëàñòèäàõ — ì³øåíü äëÿ ãåðá³öèä³â ï’ÿòè êëàñ³â (³ì³äàçîë³íîí³â,
ñóëüôîí³ëñå÷îâèí, òð³àçîëîï³ðèì³äèí³â, ï³ðèì³äèí³ëò³îáåíçîàò³â òà
ñóëüôîí³ëàì³íîêàðáîí³ëòðèàçîë³íîí³â). Òî÷êîâ³ çàì³íè ó ôåðìåíò³
ìîæóòü çàáåçïå÷èòè ôîðìóâàííÿ ñò³éêîñò³ äî öèõ ãåðá³öèä³â. Òàê,
ïðè çàì³í³ àì³íîêèñëîòè ïðîë³íó íà ñåðèí ó ïîëîæåíí³ 174 (ALS-
P174S) âèíèêàº ñò³éê³ñòü äî ãåðá³öèä³â êëàñó ñóëüôîí³ëñå÷îâèí. Ðå-
äàêòîð îñíîâ, ÿêèé ñêëàäàâñÿ ç í³êàçè Cas9, çëèòî¿ ç öèòèäèíäåç-
àì³íàçîþ ëþäèíè APOBEC3A òà ³íã³á³òîðîì óðàöèëãë³êîçèëàçè,
áóëî âèêîðèñòàíî äëÿ ðåäàãóâàííÿ TaALS [85, 87]. Ðîñëèíè ïøåíèö³
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ç ìóòàö³ºþ â ãåí³ TaALS-P174S îòðèìàíî ç âèñîêîþ ÷àñòîòîþ
(22,5 %). Äâ³ ðîñëèíè ìàëè ðåäàãîâàíèìè âñ³ ø³ñòü àëåë³â ³ âèÿâëÿëè
ñò³éê³ñòü äî í³êîñóëüôóðîíó [85]. Iç âèêîðèñòàííÿì âåêòîðà ç ãåíàìè
äâîõ íÐÍÊ, ÿê³ âï³çíàâàëè TaALS-P174S òà TaALS-G631, îòðèìàíî
ìóòàíòí³ ðîñëèíè, ñò³éê³ ÿê äî ñóëüôîí³ëñå÷îâèí, òàê ³ äî ³ì³äàçîë³-
íîí³â [87]. Îäíî÷àñíå ðåäàãóâàííÿ TaALS-P174 òà TaACCase-A1992
ïðèâîäèëî äî ôîðìóâàííÿ ñò³éêîñò³ äî í³êîñóëüôóðîíó ³ êâ³çàëîôî-
ïó. Îñòàíí³é ãåðá³öèä º ³íã³á³òîðîì àöåòèë-CoA-êàðáîêñèëàçè —
êëþ÷îâîãî ôåðìåíòó â á³îñèíòåç³ ë³ï³ä³â ó ðîñëèí. Ðîçïî÷àòî òàêîæ
ðîáîòó ç ðåäàãóâàííÿ ãåíà åíîëï³ðóâ³ëøèê³ìàòôîñôàòñèíòåòàçè
(EPSPS) ïøåíèö³, ìóòàíòíà ôîðìà EPSPS ñò³éêà äî ãåðá³öèä³â øè-
ðîêîãî ñïåêòðà ä³¿, ÿê³ ì³ñòÿòü ãë³ôîñàò [113].

Àá³îòè÷í³ ñòðåñè, òàê³ ÿê ïîñóõà, çàñîëåí³ñòü ´ðóíò³â òà åêñòðå-
ìàëüí³ òåìïåðàòóðè, ïðèçâîäÿòü äî çíèæåííÿ âðîæàþ ÷åðåç âàäè ðîñ-
òó ³ ðîçâèòêó ðîñëèí. Êð³ì òîãî, ÷åðåç ö³ ÷èííèêè ç êîæíèì ðîêîì
çìåíøóºòüñÿ ïëîùà îðíèõ çåìåëü. Ñèñòåìó CRISPR/Cas9 âèêîðèñòî-
âóâàëè äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíà TaCer9 (ECERIFERUM9), ùî ïîë³ïøèëî
ïîñóõîñò³éê³ñòü òà åôåêòèâí³ñòü âèêîðèñòàííÿ âîäè ðîñëèíàìè ïøå-
íèö³ [112]. Ó A. thaliana ìóòàö³ÿ ãåíà Cer9, ÿêèé êîäóº Å3 óá³êâ³-
òèíë³ãàçó, ïðèâåëà äî ï³äâèùåííÿ ê³ëüêîñò³ 18-âóãëåöåâèõ ìîíîìåð³â
ó ñêëàä³ êóòèíó òà äîâãîëàíöþãîâèõ æèðíèõ êèñëîò (C24, C26) ó êó-
òèêóëÿðíîìó âîñêó, ùî ïîâ’ÿçóþòü ç ïîòîâùåííÿì êóòèêóëè òà ïîñó-
õîñò³éê³ñòþ [134].

Ìîäåëþâàííÿ ÷àñó öâ³ò³ííÿ ³ áëîêóâàííÿ ïåðåä÷àñíîãî ïðîðîñ-
òàííÿ çåðíà â êîëîñ³ òàêîæ º ïðåäìåòîì ³íòåíñèâíèõ äîñë³äæåíü ³ç
âèêîðèñòàííÿì ðåäàãóâàííÿ ãåí³â ó ð³çíèõ ðîñëèííèõ ñèñòåìàõ [135].
ßñêðàâèì ïðèêëàäîì ðåäàãóâàííÿ ãåíà, ùî â³ä³ãðàº âàæëèâó ðîëü ó
äîçð³âàíí³ íàñ³ííÿ ïøåíèö³, º ïðàö³ ÿïîíñüêèõ äîñë³äíèê³â [130,
136]. Ó ðåçóëüòàò³ áëîêóâàííÿ ãåíà ÒàQsd1 âîíè îòðèìàëè ðîñëèíè ç
ìóòàö³ÿìè â óñ³õ òðüîõ ñóáãåíîìàõ. Ïðè ñõðåùóâàíí³ ç âèõ³äíèì ãåíî-
òèïîì AABBDD îòðèìàíî ìóòàíòí³ ãåòåðîçèãîòè AaBbDd, ÿê³ íå
ì³ñòèëè ÄÍÊ âåêòîðíî¿ êîíñòðóêö³¿; ïðè ïîäàëüøîìó ñõðåùóâàíí³
áóëè îòðèìàí³ é äîñë³äæåí³ âñ³ ãîìîçèãîòí³ âàð³àíòè (aaBBDD,
AAbbDD, AABBdd, aabbDD, aaBBdd, Aabbdd, aabbdd), ñåðåä ÿêèõ aabbdd
ìàâ çíà÷íî äîâøèé ïåð³îä ñïîêîþ íàñ³ííÿ ³ íå ïðîðîñòàâ ïåðåä÷àñ-
íî ó êîëîñ³.

Íîâ³òí³ òåõíîëîã³¿ äëÿ ñòâîðåííÿ ã³áðèä³â. Îäíèì ³ç íàéïåðñïåê-
òèâí³øèõ ñïîñîá³â ï³äâèùåííÿ âðîæàéíîñò³ º âèêîðèñòàííÿ ïåðåâàã
ãåòåðîçèñó (ã³áðèäíî¿ ñèëè) âíàñë³äîê âèðîáíèöòâà ã³áðèäíèõ êóëü-
òóð. Ãåòåðîçèñ ìîæå ï³äâèùèòè âðîæàé ïøåíèö³ á³ëüø ÿê íà 10–20 %
[137]. Âèêîðèñòàííÿ âñüîãî ïîòåíö³àëó ãåòåðîçèñó óñêëàäíþºòüñÿ ÷å-
ðåç íèçêó á³îëîã³÷íèõ ³ òåõí³÷íèõ çàâàä, íàñàìïåðåä öå ñàìîçàïë³ä-
íåííÿ, îñê³ëüêè ïøåíèöÿ º ñàìîçàïèëüíîþ êóëüòóðîþ. Ñàìîçàïë³ä-
íåííÿ ìîæíà óíèêíóòè ïðè âèêîðèñòàíí³ â ñåëåêö³éíîìó ïðîöåñ³
ðîñëèí ³ç ÷îëîâ³÷îþ ñòåðèëüí³ñòþ.

Ñèñòåìà CRISPR/Cas º óí³êàëüíèì ³íñòðóìåíòîì äëÿ øâèäêî-
ãî ñòâîðåííÿ ðîñëèí ³ç ÿäåðíîþ ÷îëîâ³÷îþ ñòåðèëüí³ñòþ áëîêóâàí-
íÿì ãåí³â, çàä³ÿíèõ ó ðîçâèòêó ïèëêó. Òàêèìè ãåíàìè ó ïøåíèö³ âè-
ÿâèëèñÿ TaMs1 òà TaMs45. Ãåí Male sterile 45 (Ms45) êîäóº
ñòðèêòîçèäèíñèíòàçàïîä³áíèé ôåðìåíò, íåîáõ³äíèé äëÿ ôîðìóâàí-
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íÿ åêçèíè òà ðîçâèòêó ïèëêó. Ãåíåòè÷íèé àíàë³ç ðîñëèí-ìóòàíò³â,
îòðèìàíèõ çà òåõíîëîã³ºþ CRISPR/Cas9, ïîêàçàâ, ùî ò³ëüêè ãåíîòèï
Tams45—aabbdd íå ìàº ôóíêö³îíàëüíîãî ïèëêó ³ º ÷îëîâ³÷îñòåðèëü-
íèì [117]. Ãåí TaMs1, ùî êîäóº á³ëîê-ïåðåíîñíèê ë³ï³ä³â, çâ’ÿçàíèé
ç ãë³êîçèëôîñôàòèäèë³íîçèòîëîì, òàêîæ âàæëèâèé äëÿ ôîðìóâàííÿ
ïèëêó [138]. Ðåäàãóâàííÿ ñèñòåìîþ CRISPR/Cas ëèøå ãåíà TaMs-Â
âèÿâèëîñü äîñòàòíüî äëÿ äîñÿãíåííÿ ïîâíî¿ ÿäåðíî¿ ÷îëîâ³÷î¿ ñòå-
ðèëüíîñò³ [139], îñê³ëüêè TaMs1-A ³ TaMs1-D åï³ãåíåòè÷íî áëîêîâàí³
[140]. Íàÿâí³ñòü ÷îëîâ³÷îñòåðèëüíèõ ë³í³é çíà÷íî ñïðîùóº ³ ïðè-
øâèäøóº ïðîöåñ ñòâîðåííÿ ã³áðèä³â ³ âèêîðèñòàííÿ ãåòåðîçèñó ó
ïøåíèö³.

Ó ñó÷àñí³é ñåëåêö³¿ äëÿ âèðîáíèöòâà ã³áðèäíîãî íàñ³ííÿ âèêîðè-
ñòîâóþòü òàêîæ òåõíîëîã³þ ïîäâ³éíèõ ãàïëî¿ä³â, ÿêà âêëþ÷àº ³íäóê-
ö³þ ãàïëî¿ä³â ³ ïðîöåñ ïîäâîºííÿ õðîìîñîì, ùî äàº çìîãó ñêîðîòèòè
÷àñ äëÿ ñòâîðåííÿ ãîìîçèãîòíèõ ³íáðåäíèõ ë³í³é. Öþ ïðàêòèêó øè-
ðîêî çàñòîñîâóþòü ó ñåëåêö³¿ êóêóðóäçè, ïèëîê ë³í³é ÿêî¿ óòâîðþº
ãàïëî¿äè ç ìàòåðèíñüêèìè õðîìîñîìàìè. Ó ðåçóëüòàò³ êàðòóâàííÿ òà-
êèõ ãàïëî³íäóêòîð³â ³äåíòèô³êîâàíî ãåí ïàòàòèíîïîä³áíî¿ ïèëîê-ñïå-
öèô³÷íî¿ ôîñôîë³ïàçè À1 MTL (MATRILINEAL), ìóòàö³¿ â öüîìó ãåí³
çóìîâëþþòü ôîðìóâàííÿ ïèëêó, ùî ³íäóêóº ãàïëî¿äè. Àì³íîêèñëîòíà
ïîñë³äîâí³ñòü MTL äóæå âèñîêîêîíñåðâàòèâíà ñåðåä ïðåäñòàâíèê³â
Lilopsida [141], ³ âíàñë³äîê áëîêóâàííÿ ãåíà MTL ñèñòåìîþ
CRISPR/Cas9 ïðèçâîäèòü äî ñòâîðåííÿ ðîñëèí-ãàïëî³íäóêòîð³â êóêó-
ðóäçè [142], ðèñó [143] òà ïøåíèö³ [141, 144]. Iíøèì ï³äõîäîì äî
ñòâîðåííÿ ãàïëî³íäóêòîð³â º âèêîðèñòàííÿ ðåäàêòîðà îñíîâ Cas9-
APOBEC3A äëÿ ðåäàãóâàííÿ ÒàMTL [85]. Ó òàêèé ñïîñ³á ç ÷àñòîòîþ
16,7 % áóëî îòðèìàíî ìóòàíòí³ ðîñëèíè ïøåíèö³ ç³ çì³íåíèì
ÒàMTL, òðåòèíà ç íèõ áóëà ãîìîçèãîòíîþ ïî âñ³õ øåñòè àëåëÿõ
(ÒàMTL-aabbdd) áåç âñòàâîê òà ³íñåðö³é.

Äåòàëüí³øó ³íôîðìàö³þ ïðî ïðîãðåñ ó çàñòîñóâàíí³ ðåäàãóâàííÿ
ãåí³â ó ãàëóç³ ñåëåêö³¿ ã³áðèä³â, òàêèõ ÿê ãåíåðóâàííÿ ë³í³é ³ç ÿäåðíîþ
÷îëîâ³÷îþ ñòåðèëüí³ñòþ, âèêîðèñòàííÿ ãàïëî¿äíèõ òåõíîëîã³é òà çà-
ñòîñóâàííÿ àïîì³êñèñó äëÿ êëîíàëüíîãî ðîçìíîæåííÿ åë³òíèõ ã³á-
ðèäíèõ ë³í³é, íàâåäåíî â íàøîìó îãëÿä³ [23].

Âèñíîâêè. Çà ïðîãíîçàìè åêñïåðò³â, äî 2050 ð. ïîïèò íà ïøåíè-
öþ çðîñòàòèìå ç³ øâèäê³ñòþ 1,6 % ùîð³÷íî âíàñë³äîê çá³ëüøåííÿ ÷è-
ñåëüíîñò³ íàñåëåííÿ. Îòæå, ñåðåäíÿ âðîæàéí³ñòü êóëüòóðè ìàº çðîñ-
òè ïðèáëèçíî äî 5 ò/ãà â³äíîñíî ïîòî÷íèõ ~3 ò/ãà [6].

Ïðîòÿãîì îñòàíí³õ äåñÿòèë³òü çà äîïîìîãîþ òðàäèö³éíî¿ ñåëåêö³¿
áóëî ñòâîðåíî áàãàòî âèñîêîïðîäóêèâíèõ ñîðò³â ïøåíèö³ íà áàç³ ïðè-
ðîäíî¿ ì³íëèâîñò³ ïîïóëÿö³é àáî ì³íëèâîñò³, ³íäóêîâàíî¿ â ðåçóëüòàò³
õ³ì³÷íîãî ìóòàãåíåçó ÷è ðàä³îàêòèâíîãî îïðîì³íåííÿ [42]. Îäíàê êî-
ðèñí³ ìóòàö³¿ º âêðàé ð³äê³ñíèìè ó ãåêñàïëî¿äíî¿ ïøåíèö³, ³ ïîòð³áí³
òðóäîì³ñòê³ ñåëåêö³éí³ ïðîãðàìè äëÿ ïåðåíåñåííÿ áàæàíèõ àëåë³â â
åë³òí³ ñîðòè. Íà ïðîòèâàãó öüîìó ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ÿê ³ííîâàö³éíà
ìåòîäèêà ìîëåêóëÿðíî¿ á³îëîã³¿, çàñíîâàíà íà øâèäêî íàêîïè÷óâàíèõ
çíàííÿõ ïðî îðãàí³çàö³þ òà ðåãóëþâàííÿ ðîñëèííèõ ãåíîì³â [145],
ìîæå äàâàòè òî÷í³ ö³ëüîâ³ ìîäèô³êàö³¿ äëÿ áàãàòüîõ êóëüòóð, ó òîìó
÷èñë³ é ïøåíèö³ ç ¿¿ äóæå âåëèêèì ³ ñêëàäíèì ãåíîìîì [14].
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Ìè ðîçãëÿíóëè íèçêó ³íñòðóìåíò³â ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â, âêëþ÷-
íî ìåãàíóêëåàçàìè, ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 òà Cas-ïîõ³äíèìè
ðåäàêòîðàìè íóêëåîòèä³â, ¿õ çàñòîñóâàííÿ äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó
ïøåíèö³. Óñ³ ö³ íóêëåàçè ìàþòü ñâî¿ ïëþñè ³ ì³íóñè ïðè çàñòîñó-
âàíí³, ïîñò³éíî ç’ÿâëÿþòüñÿ íîâ³ ôîðìè Cas ³ íîâ³ âàð³àíòè äèçàéíó
äëÿ åêñïðåñ³¿ íÐÍÊ [87, 146], ùî â³äîáðàæåíî â ïðîôåñ³éíèõ Iíòåð-
íåò-ðåñóðñàõ [147, 148]. Äëÿ ïîäàëüøî¿ ³íòåãðàö³¿ ðåñóðñ³â òà ë³ïøî¿
êîîðäèíàö³¿ çóñèëü ó ãàëóç³ äîñë³äæåíü áóëî çàïðîïîíîâàíî ñòâîðèòè
îíëàéí-ñõîâèùå ðîñëèí-ìóòàíò³â ³ç ðåäàãîâàíèìè ãåíîìàìè, ïîä³áíå
äî ïëàòôîðìè ³íôîðìàö³éíîãî ðåñóðñó äëÿ Arabidopsis (Arabidopsis
Information Resource, TAIR) [149].

Óñï³õ ïðîòîêîë³â ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â âåëèêîþ ì³ðîþ ´ðóí-
òóºòüñÿ íà åôåêòèâí³é äîñòàâö³ êîìïîíåíò³â ó êë³òèíó òà ïîäàëüø³é
ðåãåíåðàö³¿ ö³ëî¿ ðîñëèíè ç ö³º¿ êë³òèíè. Ðåãåíåðàö³ÿ ïøåíèö³ â êóëü-
òóð³ in vitro ³ äîñ³ çàëèøàºòüñÿ íåïðîñòîþ ñïðàâîþ é îáìåæóºòüñÿ
ê³ëüêîìà ãåíîòèïàìè, íàâ³òü êîëè ÿê âèõ³äíèé ìàòåð³àë âèêîðèñòîâó-
þòü ³çîëüîâàí³ íåçð³ë³ çàðîäêè [9]. Îòæå, êóëüòóðà òêàíèí çàëèøà-
ºòüñÿ îñíîâíèì «âóçüêèì ì³ñöåì» äëÿ ïðèøâèäøåííÿ âèðîáíèöòâà
ñîðò³â ïøåíèö³ ç ðåäàãîâàíèì ãåíîìîì ³ ïîë³ïøåíèìè ñ³ëüñüêîãîñ-
ïîäàðñüêèìè îçíàêàìè [21]. Ó öèõ âèïàäêàõ ìîæå áóòè êîðèñíîþ
ðîçðîáêà íàä³éíèõ ìåòîä³â ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ in planta, ùî íå
ïîòðåáóþòü ñòàä³¿ ðåãåíåðàö³¿, ìåòîäèê ïîä³áíèõ äî ïðîòîêîëó, ðîç-
ðîáëåíîãî äëÿ Arabidopsis, ÿêèé øèðîêî çàñòîñîâóþòü [150]. Ñïîä³âà-
òèìåìîñü, ùî ìåòîä á³îë³ñòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ àï³êàëüíèõ ìåðèñòåì
ïùåíèö³ in planta, ïðî óñï³øí³ñòü ÿêîãî äëÿ ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó íå-
ùîäàâíî áóëî ïîâ³äîìëåíî [116], ìîæå áóòè àäàïòîâàíèé äî ð³çíèõ
åë³òíèõ ñîðò³â ïøåíèö³. Toda òà ñï³âàâòîðè [151] ðîçðîáèëè ñèñòåìó
ðåäàãóâàííÿ ãåíîìó ðèñó çà äîïîìîãîþ ïðÿìî¿ äîñòàâêè ÐÏÍ-êîì-
ïëåêñó Cas9—íÐÍÊ ó ðîñëèíí³ çèãîòè, îòðèìàí³ çàïë³äíåííÿì in
vitro ³çîëüîâàíèìè ãàìåòàìè; çèãîòè êóëüòèâóâàëèñü ó ðîñëèíàõ çà
â³äñóòíîñò³ ñåëåêö³éíèõ àãåíò³â, ó ðåçóëüòàò³ ÷îãî ðåãåíåðóâàëè 14—
64 % ðîñëèí ðèñó ³ç ö³ëüîâèìè ìóòàö³ÿìè. Ðîçðîáëåíî òàêîæ ïîä³áíó
ñèñòåìó äëÿ çàïë³äíåííÿ ïøåíèö³ in vitro [152]. Âèêîðèñòàííÿ ãåí³â
ðåãóëÿòîð³â ðîçâèòêó, òàêèõ ÿê Wuschel (Wus2) êóêóðóäçè àáî Baby
Boom (Bbm), ó ïðîöåñ³ ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ïîêàçàëî çíà÷íå
ï³äâèùåííÿ åôåêòèâíîñò³ òðàíñôîðìàö³¿ ÿê ó äâîäîëüíèõ [153], òàê ³
îäíîäîëüíèõ ðîñëèíàõ — êóêóðóäç³, ñîðãî, öóêðîâ³é òðîñòèí³, ðèñ³
[154]. Ö³ íîâ³ ï³äõîäè ùå î÷³êóþòü íà ïåðåâ³ðêó ó ïøåíèö³.

Îñê³ëüêè ñèñòåìè ðåäàãóâàííÿ, çàñíîâàí³ íà åíäîíóêëåàçàõ, íå
ïîòðåáóþòü ³íòåãðàö³¿ â ãåíîì õàçÿ¿íà àáî ïîñò³éíî¿ íàÿâíîñò³ àêòèâ-
íèõ åëåìåíò³â ó êë³òèíàõ, ³ñíóº âåëèêèé ïîòåíö³àë äëÿ âèêîðèñòàííÿ
íîñ³¿â òðàíçèºíòíî¿ â³ðóñíî¿ åêñïðåñ³¿ äëÿ äîñòàâêè ÄÍÊ àáî ÐÍÊ, ùî
êîäóþòü åíäîíóêëåàçè, ³ íÐÍÊ [155, 156], à òàêîæ äëÿ ïåðåíåñåííÿ
áåçïîñåðåäíüî â êë³òèíó êîìïëåêñ³â ÐÍÏ, ùî ñêëàäàþòüñÿ ç î÷èùåíî-
ãî á³ëêà åíäîíóêëåàçè Cas òà ñèíòåçîâàíî¿ in vitro íÐÍÊ [111, 112].

Ñòð³ìêèé ïðîãðåñ ó ðîçðîáö³ ï³äõîä³â äî ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â
çàñâ³ä÷èâ, ùî â ìàéáóòíüîìó ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â â³ä³ãðàâàòèìå êëþ-
÷îâó ðîëü ó ïðèøâèäøåíí³ ñåëåêö³éíîãî ïðîöåñó ïðè ñòâîðåíí³ íî-
âèõ ñîðò³â ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð äëÿ çàäîâîëåííÿ çðîñòàþ-
÷îãî ñâ³òîâîãî ïîïèòó íà ÿê³ñí³ ïðîäóêòè õàð÷óâàííÿ òà ñèðîâèíó.
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Çàïðîïîíîâàíà òåõíîëîã³ÿ óí³âåðñàëüíà ³ äîñòóïíà, ¿¿ âèêîðèñòàííÿ
äëÿ ïîë³ïøåííÿ ÿêîñò³ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð îáìåæóºòüñÿ
ëèøå íàøèìè çíàííÿìè òà êðåàòèâí³ñòþ. Íàâåäåìî ëèøå ê³ëüêà ïî-
êàçíèê³â ÿêîñò³ ïøåíèö³, ÿê³ ìîæóòü áóòè çì³íåí³ â íàéáëèæ÷îìó
ìàéáóòíüîìó.

Ñàéòñïðÿìîâàíèé ìóòàãåíåç íîêàóòóº ãåíè ³ ðåäàãóº îêðåì³ íóê-
ëåîòèäè. Çäàòí³ñòü Cas-åíäîíóêëåàç ïîâí³ñòþ âèìèêàòè ãåíè îñîáëè-
âî ïðèâàáëèâà, ÿêùî éäåòüñÿ ïðî âèëó÷åííÿ ³ç ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñü-
êèõ êóëüòóð òîêñè÷íèõ, àëåðãåííèõ àáî íåïðèºìíèõ ìåòàáîë³ò³â.
Ïîòåíö³àë òàêîãî çàñòîñóâàííÿ ÷³òêî ïðîäåìîíñòðóâàëà ãðóïà
³ñïàíñüêèõ ó÷åíèõ, ÿêà çàéìàºòüñÿ ñåëåêö³ºþ ïøåíèö³ áåç ãëþòåíó
[128]. Ó ðåçóëüòàò³ âíåñåííÿ ìóòàö³é îäíî÷àñíî â 35 ³ç 45 ãåí³â ðîäè-
íè ãë³àäèí³â ³ìóíîðåàêòèâí³ñòü áîðîøíà, âèãîòîâëåíîãî ç òàêî¿ ïøå-
íèö³, çíèçèëàñü íà 85 % [126]. Ö³ íåòðàíñãåíí³ ë³í³¿ ïøåíèö³ ç íèçü-
êèì âì³ñòîì ãëþòåíó º ïåðøèì êðîêîì äî ñòâîðåíÿ ïøåíèö³ áåç
ãë³àäèí³â. Íèí³ íîâèì çàâäàííÿì º âèêîðèñòàííÿ ïîâíîãî ïîòåíö³àëó
òåõíîëîã³¿ CRISPR/Cas9 äëÿ òî÷íî¿ ìîäèô³êàö³¿ ãåí³â ãë³àäèí³â äëÿ
îñëàáëåííÿ ¿õ ³ìóíîãåííèõ âëàñòèâîñòåé ç³ çáåðåæåííÿì õàð÷îâî¿
ö³ííîñò³ òà õàðàêòåðèñòèêè âèï³÷êè. Ðåäàêòîðè íóêëåîòèä³â, ÿê³ çäàò-
í³ çâ’ÿçóâàòèñü ç³ ñïåöèô³÷íîþ ïîñë³äîâí³ñòþ, ìîäèô³êóâàòè íóêëåî-
òèäè ³ çä³éñíþâàòè ïåðåòâîðåííÿ C íà T é A íà G, ìîæíà âèêîðèñ-
òàòè äëÿ ñïåöèô³÷íîãî ìóòàãåíåçó ³ìóíîãåííèõ åï³òîï³â. Ñèñòåìà
ïîäâ³éíèõ öèòîçèíîâèõ òà àäåí³íîâèõ ðåäàêòîð³â, ç’ºäíàíà ç í³êàçîþ
íCas9-NG, ùî âï³çíàº êîðîòêèé PAM 5'-NG-3' , ôóíêö³îíóâàííÿ
ÿêî¿ íåùîäàâíî ïîêàçàíî äëÿ ðèñó [157], îñîáëèâî ïðèäàòíà äëÿ öüî-
ãî çàâäàííÿ.

Ùå îäíå î÷åâèäíå ìàéáóòíº çàñòîñóâàííÿ òåõíîëîã³¿ — ñòâîðåí-
íÿ ñîðò³â ç ìîäèô³êîâàíèì ñêëàäîì êðîõìàëþ, ÿê íåùîäàâíî ïðîäå-
ìîíñòðîâàíî äëÿ ïøåíèö³ [129] ³ ðèñó [158]. Êðîõìàëü ç³ çíèæåíèì
âì³ñòîì àì³ëîïåêòèíó, òàê çâàíèé ñò³éêèé êðîõìàëü, ïîòåíö³éíî çà-
ïîá³ãàº ðîçâèòêó ä³àáåòó 2-ãî òèïó.

Îòæå, ìîæíà êîíñòàòóâàòè, ùî ñòâîðåííÿ òåõíîëîã³é ðåäàãóâàí-
íÿ ãåí³â, çîêðåìà òåõíîëîã³ÿ íà îñíîâ³ íàïðàâëÿþ÷î¿ ÐÍÊ åíäîíóê-
ëåàçîþ Cas, º âåëèêèì ñòðèáêîì ó ãàëóç³ ôóíäàìåíòàëüíèõ äîñë³äæåíü
ðîñëèí ³ ïðàêòè÷íî¿ ñåëåêö³¿, ÿêèé ìîæíà ïîð³âíÿòè ëèøå ³ç âíåñêîì
ìîëåêóëÿðíîãî êëîíóâàííÿ òà òåõíîëîã³é ÏËÐ. Íåäàðìà çà â³äêðèòòÿ
ñèñòåìè CRISPR/Cas áóëî ïðèñóäæåíî Íîáåë³âñüêó ïðåì³þ
[159]âñüîãî ÷åðåç 8 ðîê³â ï³ñëÿ ïåðøî¿ ïóáë³êàö³¿ [19].

Íåçâàæàþ÷è íà ³ñíóþ÷³ ìåòîäîëîã³÷í³ ñêëàäíîù³ òà ðåãóëÿòîðí³
îáìåæåííÿ, íàéáëèæ÷å ìàéáóòíº îá³öÿº íîâ³ ñåðéîçí³ äîñÿãíåííÿ â
ö³é ãàëóç³. Âïðîâàäæåííÿ ö³º¿ òåõíîëîã³¿ äëÿ òàêî¿ àãðîíîì³÷íî âàæ-
ëèâî¿ çåðíîâî¿ êóëüòóðè, ÿê ïøåíèöÿ, éìîâ³ðíî, ïðîäîâæèòü íàáèðà-
òè îáåðò³â ³, çà î÷³êóâàííÿì, ñïðèÿòèìå åôåêòèâíîìó âèðîáíèöòâó
äîñòàòíüî¿ ê³ëüêîñò³ ïðîäóêò³â õàð÷óâàííÿ âèñîêî¿ ÿêîñò³.

Óêðà¿íà — äåðæàâà ç òðèâàëîþ òà ñëàâíîþ ³ñòîð³ºþ â ð³çíèõ
àñïåêòàõ ñåëåêö³¿ ïøåíèö³ [3], ìàº íèçêó ïîòóæíèõ öåíòð³â äîñë³ä-
æåííÿ ïøåíèö³ òà çàâçÿòèõ äîñë³äíèê³â ç àìá³ö³ÿìè ³ çíàííÿìè. Ðå-
äàãóâàííÿ ãåíîìó — â³äíîñíî ïðîñòà òåõíîëîã³ÿ, ÿêà íå ïîòðåáóº çà-
õìàðíèõ âêëàäåíü, à ëèøå â³ääàíîñò³, íàâ÷àííÿ òà ï³äòðèìêè íîâîãî
ïîêîë³ííÿ â³äêðèòèõ, òâîð÷èõ äîñë³äíèê³â. Äåäàë³ á³ëüøå êðà¿í
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óñâ³äîìëþº ïîòåíö³àë ö³º¿ íîâî¿ òåõíîëîã³¿ â ðåâîëþö³¿ á³îìåäè÷-
íèõ äîñë³äæåíü ³ ñåëåêö³¿ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêèõ êóëüòóð, à óñòàíî-
âè-ðåãóëÿòîðè á³îáåçïåêè â óñüîìó ñâ³ò³ âñå á³ëüøå ³ á³ëüøå ñõèëüí³
ðîçãëÿäàòè îðãàí³çìè ç ðåäàãîâàíèì ãåíîìîì ÿê íå-ÃÌÎ [10, 30].
Çâàæàþ÷è íà öþ ñâ³òîâó òåíäåíö³þ, ïðèéíÿòòÿ ³ ïðîñóâàííÿ òåõíî-
ëîã³é ðåäàãóâàííÿ ãåíîì³â â Óêðà¿í³ æîäíèì ÷èíîì íå çì³íèòü ïî-
çèö³þ äåðæàâè ÿê âèðîáíèêà òà ïðèõèëüíèêà «÷èñòèõ» îðãàí³÷íèõ
õàð÷îâèõ ïðîäóêò³â, àëå äàñòü íîâèé ñòèìóë ìîëîäèì äîñë³äíèêàì é
îäíî÷àñíî çàáåçïå÷èòü òåõíîëîã³÷í³ ïåðåâàãè, ïîñèëèòü êîíêóðåíòî-
ñïðîìîæí³ñòü êðà¿íè íà ñâ³òîâîìó ðèíêó çåðíîâèõ.
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INDUCED MUTAGENESIS IN WHEAT: FROM IONIZING RADIATION TO
SITE-SPECIFIC GENE EDITING
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China
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Wheat (Triticum aestivum L.) occupies the largest cultivated area among crops, supplying a
substantial part of energy, nutrients, fiber and protein to human. Whereas the wheat yield
has been significant enhanced during the Green Revolution, the food needs also increases
with the growth of human population. The breeding of highly productive cultivars with
improved agronomic and nutrient characteristics remains an important challenge. Since the
beginning of 20th century, induced mutagenesis using ionizing radiation and various chemi-
cals has been practiced to increase the diversity of plant material in breeding. The method
represents an effective tool for inducing a wide range of genetic changes. However, the vast
majority of the generated random mutations, are rather deleterious and have to be cleaned
up via cumbersome and time-consuming back-crossing procedures. Instead, site-specific
endonucleases offer an opportunity of accurate and efficient target-specific modifications in
the chosen loci selected by a researcher. The review provides a historic perspective on the
induced mutagenesis technologies and the recent progress in genome editing based on cus-
tomizable endonucleases. The main focus is on the advances of CRISPR/Cas technology,
which emerged as the most widely used mean for crop genomes editing, including wheat with
its complex hexaploid genome. The areas of application of the CRISPR/Cas systems for wheat
improvement are described in detail. Particular attention is paid to the development of new
approaches, based on genome editing systems for speeding up the production of wheat hybrids,
improving wheat productivity and nutritional values. The legal regulations applied to the pro-
duction and applications of the organisms obtained by targeted mutagenesis are also discussed.

Key words: Triticum aestivum L., wheat, induced mutagenesis, genome editing,
CRISPR/Cas9.
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