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Thanh t cta ky thudt chinh sita hé gen
trong cai thién di truyen cy lia yao (dryza sativa)
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Hé thdng CRISPR/Cas da tré thanh mét trong nhiing céng cu déc Iuc nham cai thién cac tinh trang cla ciy trong. Vé
ban chét, hé théng CRISPR/Cas cho phép can thiép vao gen tai nhiing vi tri c6 dinh huéng. Cho dén nay, khoang 24
loai cay trdng, vdi it nhat 193 gen da dugc chinh stia thanh cong véi muc dich céi thién nhiing déc tinh lién quan dén
qud trinh trao déi chét, kha nang chéng chiu bat Igi va cac yéu t8 ciu thanh ning suét. G lia gao (Oryza sativa), nd
lyc cla cac nha khoa hoc cling da dudc ghi nhan trong viéc cai bién cac gen khang thudc diét co, asen (ALS, ARM1)
hoéc quy dinh nang suat (AAP3, GS3, DEP1, GW2, PYL1, PYL4, PYL6, Gn1a). Bai viét t6ng hgp nhiing thanh tuu cua
chinh stia hé gen trén lia gao, tii d6 dua ra thao ludn mét s6 y kién nhdm xay dung mét chién lugc nghién ciiu dai

han cho chinh stia hé gen lua gao ndi riéng, cay trong néi chung.

Md dau

Nhiing tién bd nhanh choéng cla
ky thuat chinh stia hé gen (genome
editing - GE) da tao ra m6t cudc cach
mang thuc sy trong nghién cuu chiic
nang gen va cai thién di truyén & thuc
vat. Trong nhiing thap nién trudc, bai
toan can thiép vao tinh di truyén & thuc
vat tting dugc thuc hién mét cach rong
rdi thdng qua céc phuang phéap ly héa
nhu st dung tia gamma hoac hoa chét
(ethyl methanesulfonate) va phuadng
phap sinh hoc (T-DNA, transpose) dé
tao ra cac dot bién ngdu nhién trong
hé gen. GiG day, véi su ra ddi cla ky
thuat GE, phé bién hon ca la hé théng
CRISPR/Cas da cho phép céai bién
phan t& ADN muc tiéu mot cach chinh
xac va co chu dich.

Dén nay, cay trong dugc chinh slia
bang CRISPR/Cas9 dugc cho la vugt
qua nhiéu rao can vé xép loai cay
trdng bién ddi gen [1]. Gan mot thap
ky qua, hang ngan an phdm vé chi
dé GE 6 thuc vat da dugc dang tai, s6
bai bao mdéi va céc ung dung mdi dugc
cbng bd dang tang 1&n tling ngay.

V& miét ly thuyét, GE Igi dung hé
théng stia chiia ADN cla t& bao dé
tao ra nhiing thay déi nhé trong trinh
tu ADN dich, thong qua viéc s dung
enzyme nuclease téng hop dé tao ra
cac dut gay ADN sgi doi (DSB) tai vi
tri dugc dinh hudng trong hé gen. Cac
dut gay nay sé dugc té bao sta chiia
théng qua cd ché sta chita ghép ndi
khong tuong doéng (non-homologous
end-joining - NHEJ) hoac chén thém
mot trinh ty ADN vao vi tri dut gay theo
cd ché slia chiia tai t6 hop tuong déng
(homologous recombination - HR).
NHEJ 14 co ché siia chiia DSB phé
bién nhat trong cac t& bao thuc vat,
co ché nay hoat dong hiéu qua nhung
dé xay ra 16i (sta chita khong chinh
xac), trong khi dé co ché HR kém
hiéu qua hon nhung cé doé chinh xac
cao. K&t qua clia qua trinh slia chiia
DSB c6 thé la slia chiia chinh xéac
hodc xuét hién cac dot bién thém bét
(thay thé, mat ho&c chén gen), tly vao
con dudng dudc sl dung la HR hay
NHEJ. Mega-nuclease ZFNs (Mega-
nuclease, zinc finger nucleases),
TALENs (transcription activator-like

effector nucleases) la nhing céng
cu dau tién cua ky thuat GE, dugc su
dung thanh cong dé chinh slia hé gen
clia nhiéu déi tugng thuc véat, bao gém
ngd, dau tuong va thudc Ia.

Coéng nghé GE thuc sy bung né
tu nam 2012 khi phtic hgp CRISPR/
Cas dudc (ing dung dé tao DSB trén
hé gen. Hé théng CRISPR/Cas tré
thanh céach ti€p can mdi thay thé cac
coéng cu GE trudc kia, cho phép chinh
sia hé gen cla sinh vat nhan chuén
mét cach chinh xac, linh hoat hon va
mang lai hiéu qua kinh t& hon. Dén
nay, 24 d6i tugng cay trong, véi it nhat
193 gen, da dugc chinh stia bang hé
théng CRISPR/Cas [2]. Cac nha khoa
hoc da tap trung chl yéu vao nhiing
cay luong thuc, nhu lGa gao, lua mi, ¢d
k&, ngd, lua mach; mot s6 loai cay rau,
nhu ca chua, khoai tay, dua chudt;
cay dn qud nhu to, nho, budi, cam;
cay ho dau (dau tuong) va cay cong
nghiép chinh nhu béng, lanh. Nhiing
tién b6 16n nhat da dat dudc la trén lta
gao (34 gen), ca chua (14 gen), lua
mi (7 gen), cai dau (5 gen), cac loai
cay trong con lai chi c6 mot gen dude
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Hinh 1. S8 gen 6 cay trong dugc chinh siia bing h¢ théng CRISPR/Cas9 véi muc dich
cai tién di truyén (giai doan tir thang 8/2013-8/2018) [2].

chinh stia (cam, budi, tao, lanh, bong
sgi) hodc hai gen (ng6, lua mach, dau
tuang, dua chuét, nho) (hinh 1). Trong
do, phan 16n cay trong dugc chinh
stia gen véi muc dich cai thién kha
nang chéng chiu (khang thuéc diét
c8, khang asen) ho#c ning suét, chat
lugng.

Nhifng thanh cong trong chinh sia hé gen
lia gao

Lua gao dugc xem la cdy mé hinh
mot l& mam quan trong cho cac nghién
clu chtic nang gen, dac biét la trong
huéng danh gia tinh hiéu qua cla céac
céng cu GE. Coéng trinh ti€p can vdi
céng cu GE dau tién & cay lia gao
dudc bao cao vao nam 2012 vdi viéc
st dung TALENs nham muc tiéu chinh
stia gen Os11N3 (OsSWEET14) - mot
gen “nhiém” quan trong ma héa cho
protein van chuyén dudng tham gia
thiic ddy qua trinh xam nhiém cla Vi
khudn gay bénh bac la trén cay lia dé
tao dong lua khang bénh bac l& [3].
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Thang 8/2013, lan dau tién hé gen lta
gao dudc chinh stia bang CRISPR/
Cas [4], ké tu d6 rat nhiéu nghién
clu tuong tu da dugc thuc hién [5].
Theo s6 liéu tU Scopus, trong gan 2
nam trd lai day, l0a gao la déi tugng
dugc chinh stia gen nhiéu nhat, véi
téng s6 109 gen, trong dé chl yéu la
gen lién quan dén cac dac tinh nang
suat (AAP3, GS3, DEP1, GW2, PYL1,
PYL4, PYL6 va Gn1a) va chéng chiu
(nhu ALS va ARM1).

Enzyme acetolactate synthase
(ALS) xuc tac budc dau tién clia qua
trinh sinh téng hop cac amino acid
chudi nhanh Leucine, Isoleucine va
Valine. ALS la enzyme dich cla it nhat
4 nhom thudce diét ¢d co cau trac riéng
biét (sulfonylureas, imidazolinones,
triazolopyrimidine sulfonamides va
pyrimidinyl carboxy). Butt va cong
sy da gay dot bién va stia chiia ALS
bang cong cu GE théng qua trung gian
cgRNA dé tao ra cay lua khang thuéc
diét co bispyribac natri (BS). Locus
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ALS 6 Oryza sativa L. ssp. japonicacv.
Nipponbare (LOC_0s02¢g30630) da
dugc chinh slia bdi hé thong cgRNA/
Cas9 théng qua con dudng HDR.
Qua trinh chinh slia nay da tao ra su
thay déi ti Tryptophan (TGG) thanh
Leucine (TTG) tai amino acid 548
(W548L) va thay déi ti Serine (AGT)
thanh Isoleucine (ATT) tai amino acid
627 (S6271), véi ty 1é sta chiia cao
(16,88% HDR). Nghién cutu da chi ra
rang, chi can mot dot bién don W548L
cling di dé dan dén tinh khang thudc
diét c6 BS [6]. Viéc tao ra dong lua
khang thudéc diét cd nhanh chdng
va hiéu qua & nghién clu nay con
cho thay tiém n&ng Gng dung cla hé
thng cgRNA/Cas9 trong chinh slia
gen & cac loai cay trong khac. Ngoai
ra, phudng phap Target-AID s{ dung
phiic hgp CRISPR/Cas9-cytidine
deaminase clng da dugc ap dung
thanh céng dé tao ra tinh khang thudc
diét cd Imazamox (IMZ) & lua (trong
diéu kién nudi cdy md) théng qua tao
dot bién A96V trén ALS [7].

Thanh cong khac la gen ARM1
(ARSENITE-RESPONSIVE MYB 1)
- mot gen thiét yéu trong viéc diéu
chinh sy hdp thu va chuyén dich
asen (As) tu ré 1&n choi trén cay lda
da dugc chinh stia dé tao dot bién
bat hoat gen (knock out) OsARM1
(OsARM1-KO) théong qua CRISPR/
Cas9, gilp cai thién dang ké kha
nang chéng chiu As!™ & lia O. sativa
Nipponbare (NPB), Dongjing (DJ)
va SSBM [8]. Asen xuét hién trong
nhiéu loai khoang vat, dugc tim thay
4 hai dang vo co: arsenite [As™] va
arsenate [AsY)]. C& hai dang asen
déu gay bat lgi déi vdi té bao thuc vat,
As |ign két v6i cac nhdm sulfhydryl
trong protein va ngan chan hoat dong
cla chung, trong khi As") hoat dong
nhu mot chét tuang tu phosphate lam
anh hudng dén mot s6 qua trinh sinh
hoc thiét y&u, bao gém téng hop ATP
va phosphoryl héa. Asen ciing la m6t
chat gay ung thu nhom | va la chéat
doc man tinh, doc tinh cao déi véi con
ngusi, gay t6n thuong da, gay bénh
tiéu dudng.. Tich Iy asen trong gao



lam ting sy ti€p xdc cla con ngudi
vGi yéu t6 gay ung thu doc hai nay. Do
vay, giam tich Idy asen & cay trong noi
chung va trén cay lia néi riéng la diéu
can thiét dé tang ning suét cay trong
va bao vé con ngudi khdi bi ngd doc.

D6i v6i cac gen lién quan dén cac
dac tinh nang suét (gen quy dinh tinh
trang mui huong hat, ra hoa s6m,
kiéu hinh hat), dang dot bién thudng
gap la gay bat hoat don ho&c da gen
théng qua co ché NHEJ. Vi du, viéc
loai bd gen Waxy & lda Xiushui 134
va Wuyunjing 7 da tao ra cac dong
lia (khdng mang gen chuyén) cé ham
lugng amylose thdp hon binh thudng.
Théng thudng, gao thuong mai dugc
phan loai thanh 5 nhém dua vao ham
lugng amylose: nép (0-5%), rat thap
(gao déo) (5-12%), thdp (hoi déo)
(12-20%), trung binh (20-25%) va cao
(25-33%). Ham lugng amylose cang
thap tlic ham Iugng amylopectin trong
thanh phan tinh bot hat gao cang cao
thi gao cang déo. Tu do, ngudi ta phan
biét gao nép va gao té. Gao nép (0-5%
amylose) c6 do dinh cao sau khi ndu
chin, ngudc lai amylose cao (25-33%)
lam com kho, it mém [9]. Dong lda thu
dugc trong nghién ctu trén clia Zhang
va cong sy rat co tiém nang doi véi
nganh cong nghiép thuc phdm. Trong
mot s6 trudng hop khéac, dot bién thay
thé (amino acid ho#c alen) ciing da
dudc tao ra théng qua cd ché HR bdi
hé théng cgRNA/Cas9. Cu thé, trong
nghién ctu gan day cla cac nha khoa
hoc Trung Quéc, alen NRT1.1B trong
cac giéng lua thudng mai da dudc
thay thé chinh xac bang alen uu viét
v6i muc tiéu nang cao hiéu qua su
dung dam cla cay lua. Khong can tao
thém ap luc chon loc bd sung, alen
NRT1.1B cla giéng IGa Japonica da
dugc thay thé bang mot alen tir gidng
lGa Indica chi trong m6t thé hé véi hiéu
suét chinh slia dat 6,72%. Cong trinh
nay cho thay tinh kha thi cla viéc thay
thé bat cli gen nao bang cac alen uu
viét trong mot thé hé, gilp tang kha
n&ng cai thién cac déc diém néng hoc
quan trong.

Bén canh Cas9 nuclease, Cpf1
nuclease clng da dugc si dung.
Cpf1 1a endonuclease thudc hé thong
enzyme CRISPR nucleases loai V, bao
gdém ca hoat tinh endoribonuclease
va endodeoxyribonuclease. Do Cpf1
nhan biét trinh tu bao th{ protospacer
(PAM) 1a 5-TTTN-3' nén n6 co thé
dudc s dung dé nhidm cac muc tiéu
giau AT trong hé gen. Hon thé niia,
Cpf1 nucleases da dugc chiing minh
la cé ty 1& chinh slia ngoai muc tiéu
thdp hon so véi Cas9 nuclease. Vi
thé, viéc GE cay trong bang Cpfi
nucleases dugc cho la c6 tiém nang
tao nén nhiing tac dong tich cuc.

Thay loi két

Coéng nghé GE dang phat trién véi
toc dé chong mat, dac biét hé théng
CRISPR/Cas dang tién bd nhanh
hon cé. K& tu khi xuét hién, CRISPR/
Cas da nhanh chéng chiém [inh vi
thé hang dau trong linh vuc khoa hoc
thuc vat, dugc Ging dung & hau hét déi
tugng cay trong chinh hién nay. Ngoai
huéng nghién clu co ban, CRISPR/
Cas da dugc tng dung dé cai thién
mot s6 dac diém dinh huéng thuong
mai, bao gébm cac dac tinh néng hoc
chinh nham nang cao chét lugng nong
san, tang cudng kha nang chéng chiu
stress, hay kha nang khang thudc
diét cd. Cay tréng chinh sta bing
CRISPR/Cas9 dugc cho la vugt qua
nhiéu rao can vé xép loai cay trong
bién déi gen (Genetically Modified
Crop - GMC) & Hoa Ky, cac nudc
thuc vung Scandinavi va khu vuc
chéu Au.

Thuc phdm bién di gen hién nay
van la chu dé gay tranh cai trén pham
vi toan cau. Chau Au von da rat than
trong trong viéc cédp phép cho sén
xuét dai tra GMC cling nhu luu hanh
cac san phadm c6 nguédn géc tli GMC
trén thi trudng. Dong thai, mot s6 nude
trong s6 d6 cling bat dau cap nhat giai
thich phap ly vé cay trong GE. Tuy
nhién, mot thuc t€ dang dudc cac nha
khoa hoc thiia nhan, dé 1a GE da tré
thanh mot cong cu déc luc phuc vu
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chon tao giéng cay tréng trong nén
ndng nghiép chinh xac, gop phan dam
bao an ninh luong thuc bén ving cho
cac nudc hién nay.

Pé cay trong GE dugc chap nhan
va cac nghién ciu GE trén cay trong
tiép tuc phat trién hidu qua, thi su
théng nhat qudc té vé cac quy dinh va
dinh nghia vé thuc vat GE la rat can
thiét, qua dé thu hep khoang cach
giGia nhiing rdi ro va tiém nang cla
thuc vat GE
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