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THANH TUU MOT TRONG CAI THIEN DI TRUYEN CAY NONG NGHIEP

Lé Tién Diing, Lé Thi Ngoc Quynh

Vién Di truyén ndng nghiép, Vién Khoa hoc nong nghiép Viét Nam

Trong vai nam trd lai day, su phat trién clia cong nghé chinh slia hé gen da md ra mét cach tiép can
mdi trong cai thién di truyén cay nong nghiép. Trong cong nghé chinh stia hé gen thi CRISPR/Cas
hiia hen c6 tiém nang Gng dung I6n nhat. CRISPR/Cas da dudc Gng dung thanh céng vao cac cay
mo hinh (Nicotiana benthamiana, Arabidopsis thaliana), cay luong thuc (dau tuong, lta gao, lta mi,
ngd) va hang loat giéng céy trong khéc ciing dang dugc tién hanh nghién clu nham cai thién cac
tinh trang mong mudn. Bai viét gidi thiéu tom tat ca ché hoat déng cla hé théng CRISPR/Cas, céc
thanh tyu dat dudc ciing nhu tiém nang Gng dung clia cong nghé nay trong cai thién di truyén céac

cay nong nghiép quan trong.

Co ché hoat dong ciia hé thong CRISPR/Cas

Céng nghé CRISPR/Cas (CRISPR - Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat, Cas
- CRISPR associated proteln) sU dung cac cong cu
phan tii dé tao ra mot hay nhiéu dlem dut gay trén hé
gen sinh vat. Khi xuat hién cac diém dut gay, cd ché
su’a chita ADN sé& dudc kich hoat. Diém dut gay cé
the dugc slia chlia bang mét trong hai hinh thiec: “Két
ndi khéng tudng déng” (NHEJ) ho#c “tai t6 hgp tuong
déng” (HDR). Sta chiia thong qua hinh thiic HDR chi
xay ra khi tai vi tri dit gay c6 méat cac doan ADN cé trinh
ty tuang dong véi hai dau dut gay. Nhu vay, su’a chia
bang hmh thiic HDR c6 thé dugc st dung dé gay dot
bién diém dac biét hoac chen chudi mong mudn thong
qua co ché tai t6 hop. Tuy nhién, NHEJ la co ché stia
chiia rat nhanh do khéng can doan ADN tudng déng
nén dugdc té bao “chon” uu tién s dung. DAy ciing la
mot trong nhiing nguyén nhan khién cac nghién ctiu
chinh slra hé gen dat dugc ty 16 HDR xay ra la rét thap.

Céc cau truc phan ti dung cho céng nghé chinh
slia hé gen ban dau st dung meganuclease, nuclease
“ngéntay kém” (Zinc Finger Nucleases - ZFN), nuclease
tuong tu nhan t6 kich hoat phién méa (Transcription
Activator - Like Effector Nucleases - TALEN). Géan
day, cau trac phan tl dung cho céng nghé chinh slia
hé gen sl dung nhom cac doan lap lai xudi ngudc
giébng nhau va cach nhau déu dan (CRISPR). CRISPR
dudc chia lam mot s6 nhom dua vao su tham gia clia
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Hinh 1. Chinh stia hé gen nho nuclease. Nuclease gay nén
ddt gdy mach doi ADN dan dén qué trinh stia chia theo 2
c6 ché&: HDR hodc NHE]J.

nuclease Cas va cdu truc doan lap lai trong chubi
CRISPR. Trong dé, phd bién nhat 1a CRISPR loai Il ¢6
su tham gia clla mot endonuclease mang nhiéu vung
dac biét goi 1a Cas9. Cas9 bao gdbm 2 vlng, ving thi
nhat tudng dong véi enzyme Resolvase phan lap tu
chiing E. coli khang tia UV (RuvC), vling con lai chia
trinh tu His-Asn-His goi tat Ia vung HNH. Méi viing clia
Cas9 chiu trach nhiém phan cat mét mach don ADN,
trong dé vung HNH chiu trach nhiém phan ct mach
dich. Diéu nay lam cho bé may enzyme nhd gon va
dé dang tiép can ADN dich, phu hgp dé thuc hién qua
trinh chinh slra hé gen.
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Thanh tuu cia CRISPR/Cas trong cai thién di truyén cay néng
nghiép

Nam 2013, nhiéu nghién cliu vé ting dung CRISPR/
Cas chinh slia hé gen thuc vat trén cay mo hinh
Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana va cac
cay luong thyc nhu lua gao (Oryza sativa), cao ludong
(Sorghum bicolor), ngd (Zea mays), lda mi (Triticum
aestivum) dugc cong bé. Hé théng CRISPR/Cas dugc
chiing minh Ia c6 biéu hién 8n dinh trong cac thé hé
ti€p theo cla A. thaliana va lia gao. Do do, CRISPR/
Cas nhanh chéng dugc mé rong Ging dung trong chinh
slia hé gen cla nhiéu loai thuc vat (bang 1).

Bang 1. Mot sé thanh tyu ting dung hé thong CRISPR/Cas9
trén cay trong.

STT Gen dich Céy trdng/thuic vat Tinh trang méi dem lai
1 CsPDS Citrus sinensis Khang bénh dém tréng trén la
2 MLO Triticum aestivum ~ Khang bénh phén tréng
DDM1 " A iR LA K
3 Tang cudng su phat trién bo ré
GFP Glycine max ety i
4 ALST Khang thudc trif ¢o c6 ngun gac tli chlorsulfuron
OsPDS . . .
5 0sBADH2 Oryza sativa Tinh trang lun va bach tang
Khéng virus gay bénh vang I& gan xanh trén dua
6 elF4E Cucumis sativus L. chugt, potyvirus gay bénh kham a va virus gay

bénh dom vong

Gen md héa cho B ot B [0
7 orotein tao v virus Nicotiana benthamiana Khang virus géy bénh xodn 14 trén ca chua

Han ché qua trinh mé khi khdng khi gép diu kién

8 0ST2 A. thaliana bat Igi
Liguleless-1

9 MS26va MS45 Khang thuc diét ¢ ¢6 ngudn géc tii chlorsulfuron
ALS1va ALS2 Zeamays

10 ARGOSS Tang cudng kha nang chéng chiu véi diéu kién

han han

Nam 2014, Jia va cong sy da s dung phuong
phap CRISPR/Cas dé gay dot bién gen CsPDS ma
héa phytoene desaturase trén cay cam ngot (Citrus
sinensis). Nghién cliu cho thay, ty I& gay dét bién gen
CsPDS khi st dung hé thong nay 1a khoang 3,2-3,9%,
kha ning gay doét bién léch dich khong dugc tim thay.
Két quéd da tao ra nhiing dong cam ngot dét bién,
khoéng xudt hién nhiing dém trang trén Ia.

Trén lta mi, phudng phap TALEN va CRISPR/Cas
da dugc st dung déng thsi dé 1am bat hoat 3 locus
MLO, ma héa cho protein gay Uc ché kha nang khang
lai bénh phan trang trén nhiéu loai cay tréng khac
nhau. Nghién ctiu khong tao ra dugc dong dot bién ca
3 alen TaMLObéng phuong phap CRISPR/Cas, nhung
trong 72 dong lta mi chuyén gen & thé hé TO thi c6 4
dong mang dét bién & nhiing vi tri khac nhau cla alen
TaMLO-A1.Tan s6 gay ra dot bién ciia CRISPR/Cas la
5,6%, tudng dudng véi st dung phuong phap TALEN.
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Trén cay mo hinh A. thaliana, kha nang tao dot bién
clia CRISPR/Cas da dugc nghién clu trén nhiéu thé
hé va cho thay, ty 1& dot bién cao vai dot bién mat doan
va dot bién chén nhiing doan ngan. Thé hé T1 c6 tan
s6 dot bién 1a 71,2%, T2 |1a 58,3% va 6 T3 1a 79,4%.
Nam 2015, trén dau tudng (Glycine max), ing dung
CRISPR/Cas da gay dot bién vdi ty 1& cao 95% trén 11
locus v6i muc tiéu 1am tang cudng su phat trién clia bo
ré. Trong do, dot bién mat doan dudc tim thdy nhiéu
nhat bén canh dot bién don nucleotide va chén doan.
Trén cung déi tugng cay dau tuong, hai vi tri trén hé
gen DD20 va DD43 c6 mat trén nhiém sac thé s6 4
dudc gay dot bién véi tan so tuang Ging 1a 59 va 76%,
chll yéu la cac dot bién chén, mat cac doan nhd. Dot
bién P178S trén gen ALS1 cling dugc tao ra nhd chinh
slia hé gen, gop phan tao ra dong ngd doét bién khang
thudc trii cd cé ngudn gdc tu chlorsulfuron.

Khoai tay (Solanum tuberosum L.) cling la cay
luang thuc quan trong gop phan dam bao cho an ninh
luong thuc trén toan thé gidi. le muc tiéu tim hiéu kha
nang st dung CRISPR/Cas dé lam bét hoat, nghlen
cliu chuc nang gen, _Wang va cong sy (2015) da su
dung hé théng nay dé tac dong dén gen dich 1a StIAA2,
ma hoéa cho protein Auxm/IAA trén khoai tay Hé thong
CRISPR/Cas dugc thiét ké dé gay dot bién trén doan
exon 2 clia StIAA2. Két qua thu dugc 12 dong chuyén
gen & thé hé T1 c6 két qua duong tinh véi Cas9 khi
thyc hién PCR phién méa ngugc (RT-PCR).

Nam 2016, CRISPR/Cas9 ciling dudc sl dung
dé bat hoat gen OsBEIIb ma héa cho enzyme phan
nhanh tinh bot trén déi tugng la lua gao, cu thé 1a ¢
vai trd chuyén lién két a-1,6 glucoside thanh lién két
a-polyglucan, quan trong trong qué trinh sinh téng hop
amylopectin. K&t qua cho thay su nhan biét chinh xac
dé tao dot bién trén gen OsBEIIb, khong tao dot bién
trén gen OsBElla, du cho gen OsBEIIb c6 dd tuong
doéng vé trinh tu khoang 80% so véi gen OsBElla.

Nam 2015, bao cao dau tién vé (ing dung CRISPR/
Cas trén ngd dé lam bat hoat da gen gém gen
liguleless-1hoat dong dac hiéu cho qua trinh phat trién
la ngd, gen ms26 va ms45 tham gia vao qua trinh phat
sinh hat phan, gen als1 va als2 ma héa acetolactate
synthase. Viéc gay ra dot bién trén gen als2 da tao
ra cac dong ngd khang thudc diét ¢ c6 ngudn goc tu
chlorsulfuron. Nang suét ctia ngd c¢é thé thu dudc cao
hon néu nhu gidm dudc sy nhay cam déi véi ethylene.
Gen ARGOS la chét diéu hoa am tinh déi véi ethylene
thong qua con dudng dan truyén tin hiéu. Cac dong
ngd dugc ting cudng biéu hién gen nay ciing tang
kha nang chong chiu véi diéu kién han han, nang suat
thay déi khong dang ké so véi diéu kién déi ching.



CRISPR/CasQ da dugc ting dung dé tao ra cac bién
thé khac nhau ctia gen ARGOS, nham tao ra cac tinh
trang c6 Igi khi lai tao gidng ngd. Su khac biét ro rét
nhat xay ra khi gap phai diéu kién bat Igi & giai doan ra
hoa. ARGOS8-v1 va ARGOS8-v2 dat nang suét cao
hon 0,33 tdn/ha so v6i dong cay déi chiing. O diéu kién
binh thudng, ARGOS8-v1 va ARGOS8-v2 dat nang
suat cao haon tuong Ung l1a 0,12 va 0,18 tan/ha so Vi
dong cay déi ching.

Tiém néng ing dung CRISPR/Cas

Su don gién, hiéu qué va kha nang tng dung réng
réi giup c()ng nghé chinh stia hé gen nhé ARN dan
dudng tré thanh céng nghé nghién ciu tlem nang
trong sinh hoc thu’c vat. Trinh tu ADN c6 thé bi bién
doi theo mong muén, cung cap nhiing hiéu biét quan
trong vé chuic nang cla ching. M&c du qua trinh chinh
stia hé gen van géy ra nhiing dot bién khong mong
muén, nhung cac két qua thuc _nghiém da ching minh
c6 nhiéu bién phap hiéu qua dé khac phuc nhudc diém
nay.

Cay tréng bién ddi gen trudc khi dua vao san xuét
dai tra déu phai trai qua qua trinh nghién clu lau dai va
t6n kém dé dam bao an toan stic khde déi véi con ngudi
va an toan sinh hoc véi moi trudng. Trong boi canh do,
ky thuat chinh stia hé gen, ma dai dién la hé théng
CRISPR/Cas cho phép chinh slia gen va tao ra san
pham khong mang gen chuyén, c6 thé ting dung dudc
trén phé rong cac loai thuc vat. Trong khi CRISPR/Cas
dang dudc ddy manh nghién ctu trén nhiéu loai gidng
cay trong vi tiém nang to I6n trong chinh slia hé gen,
thi nhiing céng bé chinh thiic vé ca ché giam sat cho
nhiing san pham cla cong nghé chinh slia hé gen van
con dang G giai doan khéi dau.

Mot s6 nha khoa hoc cho réing, san phdm tii ky thuat
chinh stia hé gen nén dugc ap dung quy ché giéng nhu
nhiing dét bién dudc tao ra nhd tia phong xa va nhé
hoa chat, do ban chat giéng nhau va khong chiia gen
ngoai lai. B6 Nong nghiép Hoa Ky (USDA) cling cho
réng, néu nhu dot bién dugc tao ra dua theo co ché
cla ty nhién thi d6 khong phéi la GMO (sinh vat bién
ddi gen). Cay ngd dau tién st dung CRISPR dugdc tao
ra bai Cong ty DuPont Pioneer da dugc USDA khang
dinh khong phai la GMO. Lién quan dén k¥ thuat chinh
stia hé gen, Chinh ph( Canada da cong nhan cho dong
céi dau s dung doét bién nhd cac doan oligonucleotide
va nhiéu kha nang la trong thoi gian gan sé chap thuan
nhiing dong cay trong maéi st dung ky thuat chinh slia
hé gen nhu CRISPR/Cas9. Tai cac nudc thuéc EU,
cay trong GMO dudc quan ly bsi mot hanh lang phap
ly rat nghiém ngat (Chi thj 2001/EC/18 va 2015/412),
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nhung hién khong r6 1a cay trong st dung céng nghé
chinh stia hé gen cé chiu sy quan ly cla Chi thi nay
hay khéng.

Nhin chung, CRISPR/Cas la céng cu phan t{ giup
thao tac bién déi di truyén truc tiép hay gian tiép trén
hé gen mot cach dé dang va dac hiéu, da dugc ap
dung thanh cong trén nhiéu gidbng cay tr6ng khac
nhau. Trong tuong lai gan, phudng phéap nay S€ giup
thuc ddy ca hal hucng nghién clu cd ban va (ing dung,
nang cao hiéu biét vé chiic nang gen va cai thién hang
loat cac tinh trang mong mudn trén cay trong. Néu nhu
cay trong doét bién gen tao bdi ky thuat chinh slia hé
gen dudc chdp nhan nhu la cay trong khong bién déi
gen, thi sé& tao ra mot budc thay déi I6n trong ung dung
céng nghé sinh hoc nong nghlep glup rut ngan thai
gian nghlen clu phat trién cac glong cay trong mdi.
Viéc nay con gilp néng dan dugc ti€ép can véi thanh
tuu khoa hoc va cong nghé sém han, nhd d6 san pham
cd kh& nang canh tranh cao trén thj trudng, dong thoi
gop phan dam bao an ninh luong thuc
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