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Linh vuwe k§ thuit dwge dé cip

Sang ché dé cap dén san phdm va phuong phap lam gidm ndng dd acrylamit
trong thuc pham va thuc phdm c6 luong acrylamit giam. Cu thé, sang ché d& cap dén
chiing ndm men tién héa c6 kha ning lam giam asparagin, va theo d6 1a acrylamit,

tang.
Tinh trang k§ thuit cia siang ché

Acrylamit (AA) 1& hoéa chét cong nghiép duoc st dung dé didu ché polyme
polyacrylamit dung trong xu ly nudc thai, sin xudt gidy, xtr Iy quing, thu hdi dau,
nghién ctru khoa hoc va xtr Iy thube nhuém/vai. Miac du dugc str dung rong réi, nhung
AA rét doc d6i véi cac hé sinh hoc, nhu dugc chimg minh béng nhiéu nghién ctu in
vitro, in vivo va trén mo hinh dong vat (chudt cdng va chudt nhét) (1-6). Céc dit lidu
ndy cung nhau chimg t6 chéc chin ring AA - va chat chuyén héa c6 hoat tinh cta né la
glyxidamit - 12 hoa chat gay doc c6 tiém ning gay dot bién, gdy doc té bao va gay doc
than kinh,

Theo két qua vé doc tinh di duge chimg minh & cac hé khong phai 1a ngudi,
AA dugc Co quan nghién ctru ung thu quéc t ctia T chuc Y té thé gioi (WHO-
IARC: World Health Organization’s International Agency for Research on Cancer)
phén loai vao nam 1994 13 mét chét gay ung thu nhom 2A — cac hop chéit thude nhém
nay duoc liét ké 1a ‘c6 kha ning gy ung thu cho nguoi’ dua trén ‘bing chimg ddy du
vé kha ning gy ung thu & céc dong vat thi nghiém va bang chimg manh mé vé viéc

qua trinh gdy ung thu dugc diéu tiét bdi mot co ché ma ciing hoat dong & nguoi’.

Vao nim 2002, AA dugc béo céo 1a xuat hién trong nhiéu thuc phim thong
thuong cua nguoi do cac phan tmg niu héa Maillard xay ra trong qua trinh niu nuéng
(7-9). Cu thé hon, AA tao thanh nhanh chong khi axit amin asparagin phan tng voi
cac duong khir trong cac thuc phdm hodc thirc an chira tinh bot khi chung tiép xtc véi
nhiét do béng hodc 16n hon 120°C (vi dy, ran, nudng, rang, v.v.). Do do, AA duoc

phét hién thdy véi lwong dang ké trong nhiéu loai thuc pham bao gdm banh my (lam tir
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tat ca cac loai bot ngii cbc), khoai tay, san phdm tir khoai tay (khoai tady chién, khoai

tAy 14t mong, bot va vun khoai tay), ca phé, ngii céc, rau cu, v.v. (10-19).

Do su phd bién clia né trong thuc phdm, nén su tiép xtic thong qua an udng cua
con ngudi v6i AA 1a rat phd bién. Tuy nhién, hién tai khong c6 sy nhat tri khoa hoc vé
vai tro truc tiép ctia AA trong ché d¢ an udng dbi voi viée gy ung thu & ngudi. Mic
du c6 hon 30 nghién ctru dich & hoc da duge hoan thanh cho dén nay (20), nhung
nhiéu trong s6 cdc nghién ctru nay di téi két luan khong nhit quan hosc khong rd rang,
do d6 chi h tro cho mdi quan hé trong quan gitta sur tiép xtic nhiéu voi AA trong ché
do an uéng va nhiéu loai bénh ung thu, ddc biét la bénh ung thu than, ung thu mang

trong tir cung va ung thu budng trimg (20).

Mac du khong co su nhét tri khoa hoc vé vai trd ctia AA trong ché d6 an uéng
ddi véi vic gay ung thu, nhung nhiéu chinh pht va co quan quan 1y trén thé gisi da
coi viéc dénh gid va giam thiéu rii ro ctia AA trong ché d6 an uéng la mdt wu tién
quan trong. Trén thuc €, Co quan an toan thuc phidm chau Au (EFSA: European Food
Safety Authority), WHO, Cuc quan ly dugc phdm va thue phim Hoa Ky (US FDA:
US Food and Drug Administration), Co quan ddnh gid nguy co sttc khoe moi
truong California (OEHHA: California Office of Environmental Health Hazard
Assessment) va Bo y té Canada (Health Canada) déu coi sy c6 mit ciia AA trong thyuc
pham 12 mdi lo ngai chinh va khuyén nghj lam giam mic AA trong thuc phdm va do
udng dén muc thap nhit c6 thé dat dwoc mot cach hop ly (ALARA: As Low As
Reasonably ~Achievable). Ngoai ra, ca EFSA (Acrylamide Toolbox -
http://www.fooddrinkeurope.eu/publications/category/toolkits/) ~va ~ US  FDA
(http://www.fda.gov/Food/FoodbornelllnessContaminants/Chemical Contaminants/uc
m2006782.htm) déu xuat ban cac tai liéu huéng dan tép trung vao nganh cdng nghiép

nhim lam giam AA trong thuc phim va dd udng.

Céc phuong phap hién c6 dé lam giam AA duya trén hai nguyén ly co ban: 1)
giam thiéu sy tao thanh AA bing cac thuc hanh ché bién thuc phim (gi6i han thoi gian
nau va nhiét do) va 2) loai bo tién chét ctia AA 1a asparagin. Quan trong la, chi c6 cach
thr hai méi lam gidm dugc lugng AA tiém 4n trong thuc phém, vi AA c¢6 thé duoc tao
thanh trong qua trinh niu nudng boi nguodi tiéu dung cudi. Trong ca thue phdm duge
san xuét thuong mai va duoc ché bién tai nha, ham luong AA déu tang dang ké theo

thoi gian ndu va nhiét d§ (21). Do d6, phwong phép dua vao viéc loai bo asparagin dé
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lam gidm AA duogc xem la t6t hon vi né loai bd duge kha ning tao thanh AA trong cac

giai doan sau.

Hién di c6 nhidu phuong phap dé lam giam ham luong AA trong thuc phim.
Cac phuong phép nay bao gém viéc tao ra enzym asparaginaza (Acrylaway®,
Novozymes, Pan Mach va PreventASe, DSM, Ha Lan)
(http://www.acrylaway.com/en/Pages/default.aspx;
http://www.dsm.com/markets/foodandbeverages/en US/products/enzymes/baking/pre
ventase.html), 1én men v6i nAm men quang canh (22), thém glyxin vao bot nhao trude
khi 1én men (23, 24), ngam khoai tdy trong canxi clorua trudc khi ran (25), thay thé
cac dudng khir bing sucroza (26), t6i wu héa téng quat cic didu kién ché bién, nhu
nhiét do, do pH va ham lugng nudc (25, 27, 28), nghién cliru vé céc lua chon nguyén
liéu thé khac (27) va 1én men v6i vi khudn axit lactic (Zerabac va Zeracid, Zeracryl,
Na Uy; http://www.zeracryl.com/). Ngoai ra, giéng khoai tdy c6 luong asparagin thép
da duoc mo ta gan ddy (29-31), tuy nhién giéng ny dugc tao ra bang cong nghé ADN
tai to hop, va do d6 dugc coi la sinh vat cai bién vé mat di truyén (GMO)
(http://www.simplotplantsciences.com/). T4t ca cac phuwong phap duoc liét ké nay déu
khong du & mot mirc d6 nao d6 hodc co céac van dé cb hiru khién chung trd nén khong
thuc té trong qué trinh san xudt thuc pham, bao gdm chi phi, anh hudng dén cac tinh
chit cam quan cua thuc phdm va/hodc 1am giam acrylamit khong du trong diéu kién

ché bién thuc pham trén quy mo cong nghiép.

Men banh my (Saccharomyces cerevisiae) c6 kha nang tiéu thu/phan gidi céc
tién chét clia AA, 1a asparagin, va cac dudng khir mot cach tu nhién. Tuy nhién, trong
hau hét cac diu kién phd bién trong ché bién thuc phim, bd may té bao can dé phan
giai asparagin lai bi tat di. Do d6, trir khi dugc sir dung véi thoi gian va didu kién rat
dac hiéu, cac ching nim men thong thuong déu khong cé hidu qua trong viéc lam
giam AA. D& khic phuc vin dé nay, céc tac gia sang ché trudc ddy da phat trién mot
cong nghé dua trén men banh my cai bién vé mat di truyén (GMO) méi dé lam giam
murc acrylamit trong thuc pham (US 2012/0321744 Al). Cong nghé nay bao gdm
ching dic hiéu 13 S. cerevisiae - duoc thiét ké bang cong nghé ADN tai t6 hop - dé
phéan giai asparagin va theo d6 14 acrylamit. Mic du ching ndm men dugc mo ta trong
Cong bd don M§ sb 2012/0321744 Al c6 hiéu qua trong viéc lam giam acrylamit
trong nhidu loai thuc phdm, nhung viéc st dung cong nghé ADN téi t6 hop dé phat
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trién n6 da phan loai chung nay thanh sinh vat cai bién vé mit di truyén (GMO) tu
nhan ban. Sy phan dinh nay lam han ché mot cach cd hiru viée che‘ip nhén nd trong cac
nganh cong nghiép va & cac nudc ma san phdm GMO bi nhin nhan mdt cach tiéu cuc

va/hodc bi luat phap chdng lai.

Trong S. cerevisiae, cac gen chiu trach nhi€ém cho vi€c phan gidi asparagin la
ASP1 va ASP3, cac gen nay mi hoa asparaginaza I ndi bao va asparaginaza II gan
thanh té bao ngoai bao, mét cach tuong ung (32-34). ASPI ton tai dudi dang gen ban
sao don 1¢ (35), trong khi ASP3 t6n tai dudi dang locus lap lai lién tiép bdi bdn (36).
Pang quan tam 14, locus 4SP3 khong phai 1 nguyén gbc dbi voi S. cerevisiae, ma dat
duoc théng qua qua trinh tién hoa bang cach chuyén gen ngang tir loai ndm men khong

phai 1& Saccharomyces (Wickerhamomyces) (34).

D3 biét 16 1a ASPI duoc biéu hién mot cach co dinh, nhung cht yéu chiu trach
nhiém cho viéc st dung asparagin ndi bao, hon la viéc tim kiém asparagin ngoai bao
dé 14y nito (32, 33). Nhu vy, chi riéng hoat tinh 4SP/ thi khong du cho ndm men dé
c6 thé phén giai lugng déng ké clia asparagin nhim muc dich lam giam AA trong thuc
phdm. P& phan giai asparagin ngoai bao, ndm men phai biéu hién asparaginaza II, tuy
nhién ASP3 phai chiu cac co ché kiém soét chon loc viéc str dung nito trong ndm men,
thuong duogc goi 1a sy (e ché san phim di héa nito (NCR: nitrogen catabolite
repression) (37-41). Thong thudong, NCR dung dé chi cac co ché phan tir - bao gdm
cac hé théng cam bién va cac mach diéu hoa phién ma - ma cho phép su biéu hién gen
biét hoa clia cic permeaza va cac enzym di hoa cdn dé phan giai cac ngudn nito. Cu
thé hon, trong cac gibng cdy duogc cho sinh trudong trén nhiéu ngudn nito, NCR cho
phép ndm men di hoéa 14n luot cac ngudn nito khac nhau, dua vao su phéan cip str dung
sinh hoa twong tng cua chung (32, 42). Trong trudng hop ctia ASP3, da biét ring,
gibng nhu cac gen duge didu hoa boi NCR khac, enzym nay c6 thé duge giy cam tng
trong qua trinh sinh trudng trong diéu kién thiéu hut hodc nghéo nito - bit ké dang
nguén nito 1 gi - mién 1a nguén axit amin ndi bao bi can kiét dén muc cin ngudng
(36, 37, 39, 40).

Phuong phap giy dot bién ngiu nhién va tién hoa thich nghi ding & chi su
thich nghi lién tiép hogc lap lai cta sinh vat ddi véi diéu kién va/hodc madi trudong sinh
trudng moi. Dé thuc hién diéu nay, cac dot bién ngau nhién dugc dua vao sinh vat, sau

do xac dinh dac diém ctia nguon bien the lon va chon loc céc cé the cé céc tinh trang
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mong mudbn. Theo cach nay, phuong phap chon loc nhédn tao duoc sir dung dé nhan
dién su bién ddi di truyén mong muén dugc ting téc thong qua qua trinh gy dot bién
(43). K¥ thuat nay duoc st dung phd bién trong vi sinh vt hoc dé tao ra hodc ting
cudng céc tinh trang mong mudn trong cac vi khudn lién quan vé mit cong nghiép, va
cu thé hon 14 ¢6 lich s sir dung 1au dai trong nganh céng nghiép thuc pham (43-56).
Quan trong 1&, phuong phép gay tién hoa thich nghi khong bao gdm viéc str dung cong
nghé ADN t4i t6 hop; do d6, céc sinh vét duoc tao ra bing phuong phép gay tién héa
thich nghi khong phai 1a sinh vat cai bién vé& mit di truyén (GMO)
(http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/new/index_en.htm), va nhu vdy khong phai chiu
céc quy dinh phap luat han ché vé thuc pham GMO va cic van dé vé su chép nhan cua
nguodi tiéu dung.

Theo ban chét, phuong phap gay tién hoa thich nghi luén chon loc céch téi wu
@8 hoan thanh nhiém vu (52). Trén khép céc quan thé 1én va qua nhiéu thé hé, dot bién
ngAu nhién cho phép tién hoa d& “thir’ moi giai phap c6 thé co cho mét van dé. Chi c6
cac giai phap ma lam ting sy phi hop - hodc it nhat 1a khong bit loi mot cach cong
khai - méi tdn tai dén thé hé sau (52). Khai niém nay trd nén dic biét quan trong khi
xem xét rang sy thich nghi véi méi trudng thich hop thuong di kém véi mot chi phi
cho sy phti hop khi & bén ngoai méi truong d6 (52). Nhu vay, phuong phap gy tién
hoa thich nghi cho phép céc sinh vat dat duoc trang thai can bang pht hop véi moi
trudng cta ching. Trang thai cAn bing nay duoc tao thanh tir cac dot bién nguyén
nhan cho su thich nghi quan tdm, ciing nhu cdc dot bién dén bl ma chéng lai sw mét
phu hop duoc khéi quat hoa nhidu nhét ¢ thé. Theo cach nay, cic co ché tién hoa
thich nghi c6 thé thuong t6t hon so voi cic phuong phép cu thé dugc nhdm téi nhu
thiét ké ADN téi tb hop.

Gibng nhu cac vi sinh vat khac, men banh my rat d& bi gay dot bién ngau nhién
va tién hoa thich nghi. Trén thuc té, k¥ thuat nay da dugc st dung rong rai dé cai bién
céc tinh trang lién quan dén cac quy trinh cong nghiép nhu san xudt rugu va san xuét
etanol sinh hoc (56). Phuong phép gdy tién hoa thich nghi ciing dd duoc sir dung dé
nghién ciru dap g thich nghi véi méi truong han ché nito (57, 58), va cu thé hon la
cai bién kha nang st dung nito ctia ndm men (lam mét diéu hoa NCR) dé xir Iy nudc
thai (59). Ngoai ra, phuong phéap gy dot bién ngiu nhién va chon loc mot vong don 1é

da dugc str dung dé phan 1ap céc thé dot bién clia nAm men trong phong thi nghiém c6
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ASP3 da dugc giai e ché dé nghién ciru cac co ché ctia qua trinh diéu hoa ASP3 dugc

diéu tiét boi NCR (60).
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Céc tic gia sang ché da chimg minh dugc rdng nhd st dung phuong phéap gay
tién hoa thich nghi lap lai cu thé, c6 thé phén 1&p dugc ching ndm men méi cé hoat

tinh 1am giam asparagin trong diéu kién khéng gy cam tmg.

Theo d6, sang ché dé xuit phuong phéap phan lap ching ndm men ma phan giai
L-asparagin trong diéu kién khong gdy cam tmg, trong d6 phuong phap nay bao gdm

cac budc sau:

a) cdy chuyén chung nam men kiéu dai, ma biéu hién hodc c6 kha nang biéu
hién asparaginaza gan thanh t€ bao, vdi sy cd mdt ciia mdi truong chira ngudn nito duy

nhét 1a D-asparagin;
b) cdy chuyén lién tuc, theo ddi téc do sinh trudng va gy dot bién hing tuan;

¢) chon loc céc gidng cdy trong budc b) khi tdc d6 sinh trudng dat dén duong

CO s0;

d) cly chuyén lién tuc cac t& bao dugc chon trong moi trudong chon loc chira
metylamin, theo doi tbc do sinh trudng va gy dot bién héng tuan cho dén khi téc do
sinh trudng, vai su ¢ mit cua metylamin, dat dén téc d6 sinh trudng trong moi trudong

chon loc khong chira metylamin;

e) phan 1ap cac khudn lac riéng 1é trong budc d) bang céch ria cdy trén moi
trudng chon loc chira metylamin, cho cac khuan lac nay sinh trudng va chon loc cac

khuén lac 16n va sinh truéng nhanh;

f) thir nghiém cac khudn lac dugc chon trong budc e) vé kha ning phan giai L-
asparagin trong diéu kién khong gdy cam tng va chon loc it nhat mot khuan lac c6
hoat tinh phén giai L-asparagin cao so v4i cac té bao tai thoi diém bét dau budc d);

) lap lai budc d) dén bude f) véi cac té bao duoc chon trong budc f), 1am ting

ndng d6 metylamin mdi lan, cho dén khi hoat tinh phan giai L-asparagin dat dén trang
thai 6n dinh;
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h) phén 14p chung tir bude g) trong d6 hoat tinh phén gidi L-asparagin da dat
dén trang thai bn dinh.

Theo mét phuong &n, asparaginaza gan thanh té bao dugc ma hoéa boi locus
ASP3.

Theo mét phuong 4n, ching ndm men kiéu dai 1a ching men cong nghiép. Theo

mdt phuong 4n, ching ndm men la ching men banh my cong nghiép.

Céc chiung ndm men c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, céc chi va cac
loai thudc gidi ndm. Theo mét phuong an, céc chi va céc loai co thé duoc chon tir cac
chi va cac loai duoc sit dung trong san xuit thuc phdm. Theo phuong an khac, cac loai
nay la, nhung khong gidi han &, Aspergillus acidus, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Aspergillus sojae, Candida etchellsii, Candida milleri, Candida oleophila,
Candida rugosa, Candida tropicalis, Candida versatilis, Candida zemplinina, Candida
zeylanoides, Cyberlindnera jadinii, Cyberlindnera mrakii, Cystofilobasidium
infirmominiatum,  Debaryomyces  hansenii, Dekkera bruxellensis, Fusarium
domesticum, Fusarium venenatum, Galactomyces candidum, Geotrichum candidum,
Guehomyces pullulans, Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora osmophila,
Hanseniaspora uvarum, Kazachstania exigua, Kazachstania unispora, Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces marxianus, Lachancea fermentati, Lachancea thermotolerans,
Lecanicillium lecanii, Metschnikowia pulcherrima, Mucor hiemalis, Mucor mucedo,
Mucor plumbeus, Mucor racemosus, Neurospora sitophila, Penicillium camemberti,
Penicillium caseifulvum, Penicillium chrysogenum, Penicillium commune, Penicillium
nalgiovense, Penicillium roqueforti, Penicillium solitum, Pichia fermentans, Pichia
kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia membranifaciens, Pichia occidentalis, Pichia
pijperi, Rhizopus microspores, Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus
stolonifer, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Schwanniomyces vanrijiae, Scopulariopsis flava, Starmerella bombicola,
Torulaspora delbrueckii, Torulopsis candida, Torulopsis holmii, Trigonopsis
cantarellii, Wickerhamomyces anomalus, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces
rouxii, Zygotorulaspora florentina. C6 nhiéu ngudn thuong mai cung cép cac chung

ndm men, nhu Lallemand Inc. (Canada), AB Mauri (Australia) va Lesaffre (Phép).
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Theo mét phwong 4n, phuong phap gy dot bién 1a gay dot bién vat ly, nhu gy
d6t bién bing tia UV. Theo phuong 4n khac, phuwong phép gay dot bién 1a gay dot bién

héa hoc.

Theo mot phuong 4n, budc a) dén bude c) dién ra trong 2 dén 4 tuan. Theo mot

phuong 4n, budc d) dén bude g) didn ra trong 6 dén 48 tuan.
Theo mdt phuong an, sb 1an lip lai trong budc g) 1a 5 dén 20.

Theo phuong 4n khac, cac khudn lac duoc cho sinh truong trong 2 dén 10 ngay

trong budc e) trudce khi chon loc cac khuan lac 16n va sinh truéng nhanh.

Theo mdt phuong an, trong budc g), luong metylamin duoc lam tang 1€n tur tir,
vi du, tang 1én 25-50% mdi lan lap lai. Theo mot phuong 4n, lugng metylamin trong
bude e) 1a luong du dé wc ché toe do sinh trudng 25-75% so véi tde do sinh trudng
trong mdi truong chon loc khong chira metylamin. Theo phuong én khac, metylamin
c6 thé duoc 1am tang tir 0,05 g/L dén 12 g/L trudc khi hoat tinh phan gidi L-asparagin
dat dén trang thai on dinh.

Sang ché ciing d& xudt ndm men dugc tao ra bang phuong phép dugc boc 10
trong ban mo ta nay. Ngoai ra, sang ché cling & xuit ndm men khong cai bién vé mit
di truyén duoc phan 1ap biéu hién asparaginaza gin thanh t& bao va cé hoat tinh lam
giam asparagin trong diéu kién khong gdy cam tmg. Theo mdt phuong 4n, ndm men
khéng cai bién v& mat di truyén dugc phéan 1ap lam giam asparagin it nhat 20%, it nhat
30%, it nhat 40%, it nhit 50% hodc cao hon khi dwoc cho sinh trudng trong diéu kién
khéng gdy cam tng. Theo mdt phuong &n, asparaginaza gan thanh t& bao dugc biéu
hién mot cach co dinh. Theo mdt phuong an, asparaginaza gén thanh té bao duoc ma
hoa boi locus ASP3. Theo mét phuong 4n, chiing ndm men 14 chiing men cong nghiép.

Theo mdt phuong 4n, chiing ndm men 14 chiing men banh my cong nghiép.

Sang ché ciing dé xuét ching nim men dugc phan lap duge ndp luu tai Co quan
ndp luu quéc té cia Canada (IDAC: International Depositary Authority of Canada) véi
sd truy cap la 140515-01 (“RBAR-017), 140515-02 (“RBAR-02") va/hogc 140515-03
(“RBAR-03”).

Cac tac gia sang che con cho thay rang cac chung nam men dugc bdc 10 trong

ban md ta nay ddc biét hitu dung trong vi€c lam gidm asparagin, nho do6 lam gidm su
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tao thanh acrylamit trong qua trinh chuan bj va ché bién thuc phim. Theo do, sang ché
cling dé xuét phuong phép lam giam asparagin, va theo d6 1a sy tao thanh acrylamit,
trong qué trinh ché bién hozc chuan bi thuc phdm, bao gdm budc bd sung chiing nim
men dugc bdc 1§ trong ban md ta nay vao thuc phém trong diéu kién ché bién hoac
chudn bi thyc pham; trong d6 ndm men nay lam giam asparagin, va theo dé 13 su tao

thanh acrylamit, trong qua trinh ché bién hodc chuin bi thuc phém.

Theo mét phuong an, chiing nim men 13 dang bét hoat. Theo phuong 4n khac,
nim men la dang twoi. Theo phuong an khéc, nim men la niam men khd dang hoat

dong.

Thuyc pham c6 thé 1a thuc phdm bit ky ma thuong chira asparagin va bao gdm,
nhung khong gidi han ¢, thuc phém lam tur rau cu, dd uéng, banh nudng, san phém
hat, trai cay, dau dd, san phém stta hoac san phém thit. Theo mgt phuong én, thuc
phdm 1a banh nuéng, nhu banh my, banh quy hoic banh my xoin. Theo mét phuong
an, thuc pham 1a khoai tay hodc thuc pham lam tir khoai tdy. Theo phuong 4n khéc,
thuc phdm 1a ca phé.

Theo mot phuong an, thuc pham 14 khoai tiy hozc thuc pham lam tir khoai tay,
va viéc bd sung ndm men vao thuc phdm trong diéu kién ché bién hoic chuén bi thuc
phdm bao gdm budc ngam so bd khoai tay hodc thuc pham lam tir khoai tay trong hdn

hop gom nudce va ching ndm men trudce khi nau.

Theo phuong 4n khéc, thuc phdm 1a d6 4n nhe lam tir khoai tdy, va viéc bd sung
nim men vao thuc pham trong diéu kién ché bién hodc chuin bi thuc phdm bao gdbm
budc bd sung ndm men vao hé gidng bot nhao lam tir khoai tay trude khi tao thanh, ép
dun hoic theo cach khac tao ra san pham ép can dugc ndu bang cach nudng, ran hoic

rang.

Theo phuong 4n khac, thuc phdm 14 ca phé, va viéc bd sung ching ndm men
vao thyc phdm trong diéu kién ché bién hodc chun bi thuc phdm bao gdm budc ngdm
hat ca phé xanh con tuoi trong chat chiét hat ca phé xanh ma da duoc xir ly so bd bing
ching ndm men dé 1am giam asparagin, dé chat chiét da dugc xir Iy so bd nay rit hét

asparagin ra khoi hat ca phé trudce khi rang.
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Theo phuong 4n khéc nita, thuc pham 14 ca phé, va viéc bd sung ching ndm
men vao thuc pham trong di€u kién ché bién hodc chuan bi thuc pham bao gom budc

1én men hat ca phé xanh da xay voi ching nam men trudce khi rang.

Sang ché con dé xudt thuc phim c6 lugng asparagin giam dugc tao ra bang
cach st dung ching nim men dugc bdc 16 trong ban md ta nay hodc phuong phap

dugc boc 16 trong ban mo ta nay.

Céc ddu hiéu va cac uu diém khac cua sang ché s& duogc thdy 16 tir phan mé ta
chi tiét sang ché dudi day. Tuy nhién, can phai hiéu rang phan moé ta chi tiét sang ché
va cac vi du cu thé mic du thé hién cac phuong &n cua sang ché nhung chi dugc dua ra
nhim muc dich minh hoa, vi c4c thay dbi va cac cai bién khéc thudc pham vi cta sang
ché s& duoc thiy ro boi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay tir

phan mo ta chi tiét sang ché.
MG ta vin tit cac hinh vé
Sau day, sang ché s& dugc mo ta két hop véi cac hinh vé trong do:

Fig.1 1a so dd thé hién chién luoc tién hoa thich nghi dugc st dung dé tao ra cac

ching ndm men AR (lam giam acrylamit) dugc bdc 16 trong ban md ta nay.

Fig.2 thé hién cac ching ndm men AR phan giai L-asparagin ngay ca khi duoc
cho sinh truéng trong méi truong giau. Ching kiéu dai nay, cac ching AR (RBAR-01,
RBAR-02 va RBAR-03), va chung ddi chimg GMO di dugc thié ké d¢é bidu hién qua
mutc ASP3, dugc cho sinh truéng trong YEG qua dém (18 gior & 30°C) trudc khi cdy 2
x 107 t bao trong S mL YEG méi ¢ bd sung 0,6 g/L L-asparagin. Cac té bao duoc
trong YEG + L-asparagin cho céc thoi diém khac nhau truéc khi bat hoat bang nhiét &
80°C. Nong do L-asparagin con lai trong mdi mau duoc do bang bd kit thir nghiém

enzym do mau. Céc dit liéu 1a gia tri dai dién cua céc thi nghiém Idp lai hai lan.

Fig.3 thé hién chién luogc tién hoa thich nghi lap lai can dé tao ra cac chung ndm
men AR. Ching kiéu dai nay cfing nhu céc ching AR (RBAR-01, RBAR-02 va
RBAR-03) duogc dat trén dia trén moi truong khong chon loc (YEG + D-asparagin),
moi truong cd dd chon loc vira phai dugce st dung boi Kamerud va Roon (YEG + D-
asparagin + 3,1 g/L metylamin), va moi trudng c6 dd chon loc cao dugc sir dung trong

nghién ctru nay (YEG + D-asparagin + 12 g/L metylamin). Lugng cac té bao bang
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nhau cho mdi ching dugc dit vao trong cic diy pha lodng 10 lan. Cac dia dugc G &

30°C trong bén ngay. Cac dit liéu 1a dai dién cta ba thir nghiém gidng nhau.

Fig.4 thé hién cac chung ndm men AR thu dugc theo cach tién hoa tir bd me
kiéu dai cua chung. Viéc tao diu 4n PCR intra-delta dugc st dung dé so sanh céc
chung nim men AR thé hé sau so véi chung bé me kiéu dai ctia chung. ADN hé gen
duoc chiét ra tir gidng cdy qua dém cta mdi ching va dugc st dung lam khudn mau
cho inter-delta PCR nhu d& mo ta trudc d6 (61). Cac amplicon duge quan sat bang mét
thuong thong qua viéc dién di gel agaroza. Céac dit liéu la gié tri dai dién cua céc thi

nghiém lap lai hai 1an.

Fig.5 thé hién c4c ching ndm men AR phén giai theo cach co dinh L-asparagin
va biéu hién theo cach co dinh asparaginaza gin thanh t& bao II (ASP3). Cac chung
nim men AR (RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03), ciing nhu bd me kiéu dai cta
ching, dugc 14y mau 6 gio mot 1an trong qua trinh sinh trudng trong YEG. Céac dir lidu
la gia tri dai dién cua céc thi nghiém ldp lai hai lan. A) Téc d6 sinh trudng clia moi
chung duge phat hién bang phép do ODeoo. B) Hoat tinh phén giai L-asparagin ctia mdi
ching duoc do bang thir nghiém phéan giai L-asparagin dd chuan hoa (thoi gian @ trong
thir nghiém 1a 1 gid). C) Su biéu hién tuong ddi ctia 4SP3 & mdi ching duoc do trong
ba ban sao k¥ thudt bing qPCR ctia cADN duogc phién ma nguoc tir ARN téng sé da
tach chiét. S6 lan thay ddi cia ASP3 duogc tinh todn bang cach st dung phuong phép
AACt va dugc chudn héa dua trén ACTI va ASP3 kiéu dai. D) Su biéu hién tuong ddi
ctia ASP1 & mbi chung dugc do trong ba ban sao k§ thudt bang qPCR ctia cADN dugc
phién ma nguoc tir ARN tdng s da tach chiét. Gia tri vé& sd lan thay dbi ctia ASPI
duoc tinh toan bing cach st dung phuong phap AACt va duoc chudn hoéa dua trén
ACTI va kiéu dai ASP].

Fig.6 thé hién dong hoc clia qua trinh phén giai L-asparagin khac nhau gitta cac
ching nim men AR. Chung kiéu dai nay, cling nhu cdc chung AR (RBAR-01, RBAR-
02 va RBAR-03) duoc cho sinh truong trong YEG qua dém (18 gio & 30°C) trude khi
chy 2 x 107 t& bao trong 5 mL YEG méi c6 bd sung 0,6 g/L L-asparagin. Cac t& bao
duoc 0 trong YEG + L-asparagin cho cac thoi diém khac nhau trudc khi bét hoat bang
nhiét & 80°C. Néng do L-asparagin con lai trong mdi mau duoc do bang bd kit thu
nghiém enzym do mau. Cac dir li¢u la gia tri dai dién cta cac thi nghiém ldp lai hai

lan.
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Fig.7 thé hién sb luong gen td1 thiéu duoc biéu hién vé mat téng thé kaf khac
nhau & céc ching nim men AR. ARN tbng s& duoc thu tir chung kiéu dai va cac ching
nim men AR (RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03) trong qua trinh sinh trudng theo
ham mii trong YEG. Thu vién doc trinh tw ARN (TruSeq v3)— dugc chudn bij tt ARN
téng sé—duge doc trinh tu trén nén tang co ché d0 cho hiéu suét cao Illumina
HiSeq2500 voi cau hinh dau ghép cip 2x100 bp. Dit lidu doc thd dugc loc chit luong
va lap ban db d6i v6i hé gen tham chiéu S288C. Gid tri vé sb 1an thay ddi Logz (so voi
kiéu dai) duoc thé hién cho mdi trong s6 6.604 ORF cua ndm men (dugc xac nhan,
khong phan tich ddc diém va khong 18 rang). Pudng chdm chidm duoc v& & +1,5, 0, va
-1,5 dé tham chiéu. Puong md ndm trong mdi hang 1a sé 1an thay dbi thuc t& cho mdi
gen. Viéc sip xép theo cach phén cdp dugc sir dung dé phan nhém ca cac cum gen va

cac chuing.

Fig.8 thé hién nhiéu gen duoc biéu hién khac nhau phd bién d6i voi moi chung
nim men AR. ARN téng sd dugc thu tir ching kiéu dai va cdc ching nAm men AR
(RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03) trong qua trinh sinh trudng theo ham mi trong
YEG. Thu vién doc trinh tw ARN (TruSeq v3)—dugc chudn bi tir ARN tdng sé6—duogc
doc trinh tu trén duoc doc trinh tu trén nén tang co ché @ cho hiéu suét cao Illumina
HiSeq2500 véi céu hinh dau ghép cap 2x100 bp. Dit liéu doc tho dugc loc chét luong
va lap ban d6 thanh hé gen tham chiéu S288C. A) S6 lan thay dbi Log2 (so voi kidu
dai) dugc thé hién cho mdi trong s6 cac gen dugc biéu hién khac nhau (> | 1,5 | log2
14n thay d6i & > s6 dém 100 & nAm men kiéu dai). Puong chdm chim dugc vé & +1,5,
0, va -1,5 dé tham chiéu. Puong mo ndm trong mdi hang 1a s 1an thay dbi thuc té cho
mdi gen. Viéc sap xép theo cach phan cap dugc st dung dé phan nhém ca cac cum gen
va céc chung. B) So db chdng ldp ctia Venn giita cic gen dugc biéu hién khac nhau

trong moi cac chiing nam men AR.

Fig,9 thé hién nhiéu gen NCR va céc chét van chuyén axit amin dugc biéu hién
khéc nhau trong mdi ching ndm men AR. ARN tong sb duoc thu tir ching kiéu dai va
cac ching nim men AR (RBAR-01, RBAR-02 vi RBAR-03) trong qué trinh sinh
trudng theo ham mi trong YEG. Thu vién doc trinh ty ARN (TruSeq v3)—duogc
chuén bi tr ARN téng s6—duoc doc trinh tu trén duogc doc trinh tu trén nén tang co
ché d6 cho hiéu sudt cao Illumina HiSeq2500 véi cdu hinh ddu ghép cap 2x100 bp. Dit
lidu doc thd duoc loc chat lugng va lap ban d6 thanh hé gen tham chiéu S288C. A) Sé
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lan thay dbi Log2 (so voi kiéu dai) dugc thé hién cho mdi trong cac gen NCR dugc
chu giai (71). B) S6 1an thay ddi Log2 (so véi kiéu dai) duoc thé hién cho mdi trong sb
cac chat van chuyén axit amin dugc chu giai (71). A va B) Buong chdm chdm duoc vé
& +1,5, 0, va -1,5 dé tham chiéu. Duong md nam trong moi hang 1a s6 1an thay ddi
thue t& cho mdi gen. Viéc sap xép theo cach phan cap dugc st dung ¢ phan nhém ca

c4ac cum gen va céc ching.

Fig.10 thé hién phﬁn 16n cac dot bién duoc xac dinh & cac ching ndm men AR
ma phd bién & tit ca cac ching. ADN hé gen dugc thu tir ching kiéu dai va céc ching
ndm men AR (RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03). Thu vién doc trinh tuw (Nextera
XT)—duoc chuén bj tir ADN hé gen—dugc doc trinh tu trén nén tang Illumina MiSeq
¢6 cAu hinh dau ghép cap 2x300 bp. Dit lidu doc thd dugc loc chat lugng va lap ban dd
thanh hé gen tham chiéu S288C. Dit liéu doc duoc duoc st dung dé 201 céc bién thé &
mdi nucleotit twong ng véi trinh tu lién tng S288C. Cac bién thé & cac ching nim
men AR duoc loc dua trén cac bién thé kidu dai dé loai bo cac dot bién khong can
thiét. So dd Venn ctia phin chdng l4p gitta cac dot bién da duoc loc trong mdi chung

nam men AR.

Fig.11 thé hién céc ching nim men AR lam giam lwong acrylamit trong bénh
my va banh my nuéng. Banh my trdng va banh my 1am hoan toan bang bot my (c6 bd
sung 0 hodc 7% sucroza) dugc san xuat tr nAm men kiéu dai hodc cac ching AR
RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Muc AA dugc phén tich trong banh my chua
nudng, cling nhu cac muc nudng ¢ nhiét do thép, trung binh va cao, nhu dugc xac
dinh trong phan nguyén liéu va phuong phép. A) Banh my tring chira 0% sucroza. B)
Banh my tring chita 7% sucroza. C) Banh my lam hoan toan tir bot my chira 0%
sucroza. D) Banh my lam hoan toan tir bdt my chira 7% sucroza. Céc dit li¢u la gia tri

dai dién cta cac thi nghiém l3p lai hai lan.

Fig.12 thé hién cac ching nim men AR lam gidm acrylamit trong khoai tay
chién. Khoai tay chién tir cc ct khoai tdy tuoi Russet dugc tao ra bing cach ngam
khoai tdy cit miéng, chua ndu trong nuwéc ma khong bd sung ndm men, bd sung nam
men kiéu dai, hodc bd sung cac ching AR RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Muc
AA duoc phén tich trong san phim cudi ciing thu duoc sau khi rén. Cac dir lidu 1a gia

tri dai dién cua cac thi nghi€ém ldp lai hai lan.
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Fig.13 thé hién ring ching ndm men AR, RBAR-03 lam giam acrylamit trong
khoai ty chién theo cach phu thudc liéu luong trong cac khoang thoi gian 0 ngin va
nhiét d6 cao. Céc cu khoai tay cét miéng duoc xur ly so bd nhu duge mo ta trong phén
phuong phép va sau dd, duge u trong 50 gidy trong nude, hodc nude cung véi 100,
200, 250, hodc 300 g/L ching ndm men AR dang kem (ham lugng céc chét rén la
23%) & 68°C. Sau khi ran, cic muc acrylamit trong khoai tdy chién dugc do bing
UPLC/MS. Céc dit liéu 1a dai dién ctia ba thir nghiém giéng nhau.

Fig.14 thé hién c4c chung ndm men AR lam giam acrylamit trong thuc pham &n
nhe ran lam tir khoai tdy. San phdm in nhe lam tir khoai tiy ép dun va ran dugc tao ra
ma khong bd sung ndm men, bd sung nim men kiéu dai, hogc b6 sung cc ching AR
RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Cac mirc Asparagin dugc phan tich & céc thoi
diém trong quy trinh san xuét (A) va mic AA duoc phan tich trong sin phim cudi
cung thu duge sau khi ran (B). Cac dit liéu la gié tri dai dién cta céac thi nghiém ldp lai

hai lan.

Fig.15 thé hién céc ching nim men AR lam gidm acrylamit trong banh quy
ngot. Banh quy ngot dugc san xuit ma khong bd sung ndm men, bd sung ndm men
kiéu dai, hoic bd sung cac chung AR RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Mitc AA
dugc phan tich trong thanh phém. Cac dir liéu la gia tri dai dién cua céc thi nghiém ldp

lai hai 1an.

Fig.16 thé hién cic chung nim men AR lam giam acrylamit trong banh my
xo4n. Banh my x08&n dugc san xuét c6 bd sung ndm men kiéu dai, hodc cac ching AR
RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Mc AA duoc phéan tich trong san phim cubi

cung. Céc dit liéu 1a gia tri dai di¢n cua céc thi nghiém ldp lai hai lan.

Fig.17 thé hién c4c ching ndm men AR lam giam acrylamit trong ca phé khi 1én
men truc tiép cac hat ca phé xanh. Hat ca phé xanh di xay dugc 0 trong nudc, nim
men kiéu dai, hodc ching AR RBAR-03. Sau khi U, cac hat ca phé da xay dugc lam

kho va rang, sau dé phéan tich mirc AA.

Fig.18 thé hién c4c ching nim men AR lam giam asparagin trong chat chiét ca
phé xanh. Chét chiét ca phé xanh (ham luong chét rén tan 12 18%) dugc U voi ndm

men AR & cac ndng do khac nhau. Sau khi 0, cdc chat chiét nay duoc lam trong bing
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cach ly tim va murc L-Asparagin dugc phén tich. Céac dit li¢u la gia tri dai dién cua céc
thi nghiém ldp lai hai lan.
MG té chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché da chimg minh duogc ring quy trinh gy dot bién ngiu
nhién lap lai két hop véi ap luc chon loc duge tao ra dé phat trién ching nAm men

cong nghiép co hoat tinh lam giam asparagin trong diéu kién khong gdy cam tng.

Theo do, sang ché d& xuit phuong phép phén 1ap ching nAm men ma phan giai
L-asparagin trong diéu kién khong gdy cam tmg, trong d6 phuong phép nay bao gbm

cac budc sau:

a) cay chuyén ching ndm men ki€u dai, ma biéu hién hodc cé kha nang biéu
hién asparaginaza gan thanh té bao, vdi sy cd mét cua moéi truong chira ngudn nito duy

nhét 14 D-asparagin;
b) chy chuyén lién tuc, theo ddi téc d9 sinh trudng va gy dot bién hang tuan;

¢) chon loc cac gibng cdy trong budc b) khi téc do sinh trudng dat dén duong

CO s0;

d) céy chuyén lién tuc cac té bao duoc chon trong moéi trudng chon loc chira
metylamin, theo doi tbc do sinh truéng va giy dot bién héng tudn cho dén khi toc d6
sinh truong, véi sy c6 mét ciia metylamin, dat dén téc d6 sinh truong trong moi trudng

chon loc khong chira metylamin;

e) phan l1ap cac khudn lac riéng 1¢ trong budc d) bing cach ria ciy trén moi
truong chon loc chira metylamin, cho céc khuén lac nay sinh truong va chon loc céc
khuén lac 16n va sinh truéng nhanh;

f) thtr nghiém céc khudn lac dugc chon trong budc e) vé kha ning phan giai L-
asparagin trong didu kién khong gdy cam ung va chon loc it nhat mét khuén lac co
hoat tinh phéan giai L-asparagin cao so vdi cac té bao tai thoi diém bét dau bude d);

g) lap lai budce d) dén bude 1) véi cac té bao duoc chon tir bude f), 1am ting
ndng d6 metylamin mdi 14n, cho dén khi hoat tinh phan giai L-asparagin dat dén trang

théi 6n dinh;
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h) phan lap ching tir budc g) trong do hoat tinh phan gidi L-asparagin da dat
dén trang thai n dinh.

Theo mot phwong 4n, asparaginaza gan thanh té bao dugc ma hoa boi locus

ASP3 (S truy cép ngan hang gen NM_001182042.1).

Theo mot phuong 4n, ching ndm men kiéu dai 12 ching men cong nghiép. Theo

mdt phuong an, ching ndm men 1a men banh my (S. cerevisiae).

Thuét ngit “ndm men cong nghiép” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung
dé chi ching dugc sir dung trong céc quy trinh céng nghiép, trai voi ndm men trong
phong thi nghiém duoc sir dung chil yéu dé nghién ciru trong phong thi nghiém. Cu thé
14, ndm men c6ng nghiép c6 xu hudng chit yéu 1a thé ludng bdi, véi mot sb cé thé 1a
thé tam boi, thé tir boi, hodc thé léch boi 1é. Tuong tu, ndm men trong phong thi

nghiém c6 xu hudng 1a thé don boi.

Céc ching ndm men c6 thé bao gém, nhung khong gi6i han &, cac chi va cac
loai thudc gidi ndm. Theo mét phuong an, céc chi va céc loai dugc chon tir cac chi va
cac loai duoc sir dung trong san xut thuc phim. Theo phuong 4n khéc, cac loai nay 13,
nhung khong gidi han &, Aspergillus acidus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus sojae, Candida etchellsii, Candida milleri, Candida oleophila, Candida
rugosa, Candida tropicalis, Candida versatilis, Candida zemplinina, Candida
zeylanoides, ~Cyberlindnera jadinii, Cyberlindnera mrakii, Cystofilobasidium
infirmominiatum,  Debaryomyces  hansenii, Dekkera bruxellensis, Fusarium
domesticum, Fusarium venenatum, Galactomyces candidum, Geotrichum candidum,
Guehomyces pullulans, Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora osmophila,
Hanseniaspora uvarum, Kazachstania exigua, Kazachstania unispora, Kluyveromyces
lactis, Kluyveromyces marxianus, Lachancea fermentati, Lachancea thermotolerans,
Lecanicillium lecanii, Metschnikowia pulcherrima, Mucor hiemalis, Mucor mucedo,
Mucor plumbeus, Mucor racemosus, Neurospora sitophila, Penicillium camemberti,
Penicillium caseifulvum, Penicillium chrysogenum, Penicillium commune, Penicillium
nalgiovense, Penicillium roqueforti, Penicillium solitum, Pichia fermentans, Pichia
kluyveri, Pichia kudriavzevii, Pichia membranifaciens, Pichia occidentalis, Pichia
pijperi, Rhizopus microspores, Rhizopus oligosporus, Rhizopus oryzae, Rhizopus

stolonifer, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
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pombe, Schwanniomyces vanrijiae, Scopulariopsis flava, Starmerella bombicola,
Torulaspora delbrueckii, Torulopsis candida, Torulopsis holmii, Trigonopsis
cantarellii, Wickerhamomyces anomalus, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces
rouxii, Zygotorulaspora florentina. C6 nhidu ngudn thuong mai cung cip cic chung

nidm men, nhu Lallemand Inc. (Canada), AB Mauri (Australia) va Lesaffre (Phap).

Theo m6t phuong an, viéc gdy dot bién xay ra bang cach gy dot bién vat ly,
bao gém, nhung khong gidi han & UV, va céc dang géy dot bién dua trén viéc chiéu xa
nhu gay dot bién bang tia X va tia gama. Theo mdt phuong an, gy dot bién vat 1y la
gdy d6t bién bang tia UV. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay da
biét rd cac didu kién dé gay dot bién bang UV. Dbi voi viee gy dot bién bang tia UV,
céc t& bao co thé duoc tiép xuc véi ngudn dnh sang UV (cuong d6 hing s tiéu chuan)
trong céac khoang thoi gian khac nhau. Liéu luong co thé dua trén ti 16 chét — tinh
trung binh trong mdi 1an xi ly, cac gibng cdy c6 thé dugc tiép xic véi anh sang UV du

& tieu diét tir 25% dén 90% luong té bao.

Theo phuong 4n khéc, su gdy dot bién xay ra bang cach gay dot bién héa hoc
(vi dy, EMS — etyl metansulfonat).

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuét nay da biét rang viéc gy
dot bién duoc sir dung dé tang ty 1é dot bién va do d6, ting kha ning phat hién ra cac

dot bién quan tdm trong céc diéu kién chon loc thich hop.

Thut ngit “diéu kién khong gdy cam mg” nhu dugc sir dung trong ban md ta
nay ding dé chi cac didu kién nudi cdy bat ky, ma trong diéu kién nay, viéc phan giai
L-asparagin ngoai bao thuong duoc ngin khong cho xay ra trong ndm men kiéu dai.
Nguoc lai, “cac diéu kién chon loc” chi cac diéu kién nudi céy ma D-asparagin la
ngudn nito duy nhét va dbi véi ap luc chon loc ting, c6 thé c6 mat chat G ché sinh

trudng nhu metylamin.

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay da biét 1d cac diéu
kién nuoi céy té bao ndm men. Vi du, déi véi (a), té bao nim men cé thé dugc sinh
trudng & nhiét d6 30°C trong moi trudng long chon loc, nhu moi truong gdm bazo nito
nim men khong cé axit amin hoic amoni sulfat (YNB-AA/AS) c6 bd sung ngudn
cacbon, nhu sucroza 2% (trong lugng/ thé tich), va D-asparagin, nhu 10 g/L nhung
ndng do co6 thé thay dbi tir 0,5 dén 15 g/L phu thudc ching. Céc gidng cdy qua dém co
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thé duoc céy chuyén héng ngay vao moi truong mai tai néng do thich hop, vi dy, mat

dd quang hoc (ODsoo) 12 0,01.

Déi véi (d) viee chon loc bing metylamin, t& bao co thé dwoc sinh trudng &
nhiét d6 30°C trong moi truong long chon loc, nhu moi trudng bao gbm bazo nito ndm
men khong cé axit amin hodc amoni sulfat (YNB-AA/AS) c6 b6 sung ngudn cacbon,
nhu sucroza 2% (trong luong/ thé tich), va D-asparagin, nhu 10 g/L nhung néng d6 cé
thé thay ddi tir 0,5 dén 15 g/L phu thudc céc ching, va ngoai ra, c6 bd sung luong

metylamin khac nhau.

Déi v6i (e) viée phan lap khuén lac riéng r& duge chon bing metylamin, té bao
c¢6 thé dugc dan mong va duoge sinh trudng & nhiét dd 30°C trén méi trudng 1dng chon
loc, nhu méi trudng gdm bazo nito nAm men ma khéng co axit amin hodc amoni sulfat
(YNB-AA/AS) c6 bd sung ngudn cacbon, nhu sucroza 2% (trong lwong/ thé tich), D-
asparagin, nhu 10 g/L nhung néng d6 c6 thé thay déi tir 0,5 dén 15 g/L phu thudc cac
ching, va luong thach di dé lam rin moi trudng, va ngoai ra c6 bd sung luong

metylamin khac nhau.

Dé duy tri chung cho ndm men, té bao c6 thé dugc sinh truéng & nhiét d6 30°C
trén moi trudong 1ong khong chon loc, nhu mdi truong thach YEG (2% chét chiét ndm

men + 1% glucoza + 2% thach).

Phuong phap d& xac dinh téc d6 sinh truéng da dugc biét trong linh vuc k¥
thuat ndy va céc vi du vé cac phép do nay duge mo ta & day trong cac vi du. Theo mot
phuong én, tbc do sinh truéng duoc xac dinh bang cach do mat d6 quang hoc. Mat do
quang hoc 1a phuong phép dugc sir dung nhanh nhat va rong rdi nhat va dya trén thuc
té 1a nAm men tan xa anh sang trong huyén phit nuéc. Lugng anh sing tan xa ty 1é
thuan voi sb luong cla té bao cho mdi don vi thé tich, nghia 1a, néng do té bao. Theo
mot phuong an, tdc do sinh trudng dugc xac dinh bﬁng cach ¢ém sb luong té bao. S
lugng té bao trong thé tich cia mdi trudng nudi céy c¢6 thé duoc dém mot cach chinh
xac bang cach sir dung kinh hién vi va huyét cau ké. Theo phuong 4n khac, tbc do sinh
trudng trén moi trudng rén c6 thé dugc xac dinh bang cach so sanh vé thi giac kich
thude khuén lac gitra cic té bao sinh truong theo cach tuong ddng (nghia la ciing thoi
gian, nhiét d§, va mdi truong). Vi du, khuén lac 16n hon dugce sinh trudng nhanh hon

khuén lac nhé hon.
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Cum tir “cac khudn lac 16n va sinh trudng nhanh” nhu duoc st dung trong ban
moé ta nay dung dé chi cac khudn lac c6 su xudt hién truc quan nhanh nhét va kich
thude khuén lac rong nhét so voi kich thude trung binh xép xi ctia khudn lac trén dia.
Viéc dinh danh nay cé thé 1a viéc dinh tinh trong tw nhién va nguoi cé hiéu biét trung
binh trong linh vuc ndy c6 kha nang xac dinh céc khudn lac d4p tng cac tiéu chuin
nay.

Thuat ngit “dudng co sd” c6 lién quan dén tdc do sinh truong nhu duge st dung
trong ban mo ta nay dung dé chi toc do sinh truéng cla chung trén mdi trudng khong
gy cam tmg va méi truong khong chon loc (mdi trudng chira ngudn nito t6t, nghia 1a
modi truong gidu dinh dudng, nghia la khong chi D-asparagin va/hodc chira

metylamin).

Theo mét phuong an, trong bude g), luong metylamin duoc lam tang 1én tir tir,
vi dy, tang 1én 25-50% mdi lan lap lai sao cho lugng ting ban dau nhé va luong ting
sau 16n hon. Theo mét phuong an, luong metylamin trong bude e) 14 luong di dé e
ché tdc d6 sinh trudng 25-75% so véi tbc do sinh trudng trong moi trudng chon loc
khong chira metylamin. Theo phuong én khic, metylamin c6 thé duoc lam ting tir
0,05 g/L dén 12 g/L trudc khi hoat tinh phan giai L-asparagin dat dén trang thai on
dinh.

Khung thoi gian ddi voi viée cly chuyén va téng s6 1an l3p lai c6 tinh tién héa
thay dbi va phu thudc vao ) luong bién sb bao gém su phtc tap vé mit di truyén cta
chung kiéu dai, dang gay dot bién dugc st dung (nghia 1a hoa chét, UV, tia X), liéu
gdy dot bién, va tinh khét khe khi chon loc. Theo mdt phuong 4n, budc a) dén budc ¢)
dién ra trong 2 tudn dén 4 tudn. Theo mot phuong an, budc d) dén budc g) dién ra

trong 6 tudn dén 48 tuan. Theo mot phuong an, s6 1an lap lai trong budce g) 1a 5 dén 20.

Céc khudn lac c6 thé duoc thir nghiém vé kha ning phan giai L-asparagin trong
diéu kién khong gdy cam Ung nhu dugc md ta, trong phén Vi du thuc hién séang ché,
chang han.

Sang ché ciing d& xudt ndm men dugc tao ra bang phuong phép dugc boc 16
trong ban mo ta nay. Ngoai ra, sang ché ciing d& xuit ndm men khong dugc cai bién vé
mit di truyén da dugc phén 1ap biéu hién asparaginaza gén thanh té bao va c6 hoat tinh

lam giam asparagin trong diéu kién khong gdy cam tmg. Theo mot phuong 4n, nim
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men khong duoc cai bién v& mat di truyén da duoc phan 1ap lam giam asparagin di it
nhét 20%, it nhit 30%, it nhit 40%, it nhit 50% hodc cao hon khi sinh trudng trong
diéu kién khong gy cam tmg. Ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thust
nay c6 thé dé dang thir nghiém kha ning lam gidm asparagin ctia chiing nadm men béng
cach st dung phuong phép duge boc 16 trong phan Vi du thuc hién sang ché. Theo mot

phuong 4n, asparaginaza gan thanh t& bao dugc ma hoéa béi locus ASP3.

Theo mot phuong an, ndm men khong duoc cai bién vé& mat di truyén da duoc
phan lap biéu hién mot cach co dinh asparaginaza thanh té bao. Biéu hién mot cach co
dinh nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung dé chi su biéu hién gen lién tuc
thong qua sy sinh truong cla vi sinh vat, thay vi biéu hién chon loc phu thudc vao céac
diéu kién sinh trudng. Theo mdt phuong &n, ching nim men 1a ching men cong

nghiép. Theo mét phuong én, chiing nAm men 14 chiing men banh my cong nghiép.

Sang ché ciing dé xuét ching nim men di dugc phan 1ap duoc ndp luu vao
ngdy 14 thang 5 nam 2015 véi Co quan ndp luu quéc té ctia Canada (IDAC), Phong
thi nghiém vi sinh hoc Qudc gia (National Microbiology Laboratory), Co quan y té
cong cong Canada (Public Health Agency of Canada), 1015 Arlington Street,
Winnipeg, Manitoba, Canada R3E 3R2 v&i sb truy cép la 140515-01 (¢ day duoc goi
la “RBAR-017), 140515-02 (& day dugc goi la “RBAR-02") va/hodc 140515-03 (¢
day dugc goi 1a “RBAR-03"). S6 ndp luu va gidy xdc nhan kha ning sdng cla céc

chung nay dugc néu trong phu luc A.

Cac tac gia sang ché con cho thdy ring cac ching ndm men tién hoa nay dic
biét hitu dung trong viéc lam giam asparagin, va theo do6 la lam gidm acrylamit trong
qué trinh ché bién va chuén bi thyc phdm va do d6, chung ndm men duogc boc 1 trong
ban mé ta nay duoc goi 1a ndm men lam giam acrylamit hodc ndm men AR. Thuat ngit
“pim men lam giam acrylamit” va “nim men lam gidm asparagin” duoc sir dung thay
thé cho nhau trong ban mé ta nay. Theo do, sang ché cling d& xuat phuong phap lam
giam asparagin, va theo d6 1a 1am giam acrylamit trong qua trinh ché bién hoc chuan
bi thuc phérn, bao gém budc bd sung ching nidm men duogc boc 16 trong ban mo ta nay
vao thyc phim trong didu kién ché bién hodc chudn bi thuc phdm; trong d6 nAm men
nay lam giam asparagin, va theo do6 1a lam giam sy tao thanh acrylamit trong qué trinh

ché bién hodc chudn bi thuc phém.

-21-



33386

Theo mot phuong én, chung ndm men la dang bat hoat. Thuat ngtt “bét hoat”
nhu duge st dung trong ban mo ta nay ding dé chi ché phdm ctia sinh vat nAm men
chét va/hoic séng, bét hoat van gitt dugc ham lugng dinh dudng va céac déc tinh khéc
ctia chung. Vi du, nAm men c6 thé dugc sinh trudng trong cac didu kién cho phép su
biéu hién qua mic clia protein hodc céc protein mong mudn. Sau dé, ndm men c6 thé
duoc sir dung dé tao ra ndm men bét hoat, vi du, thong qua nhiéu phuong phap khir
tring Pasteur bao gdm, nhung khong gioi han &, phuong phap Pasteur nhiét d6 cao va
thdi gian ngén, nhidu phuong phap khir tring bao gdm, nhung khong gisi han &, nhiét
4m va chiéu xa, nhiéu phuong phap bét hoat bao gém, nhung khong gi6i han &, 4p suét
cao, quang Xuc tic va anh sing c6 xung, nhay quang, dién truong bao gém RF va
xung, lam dut gly t& bao, nghién bang séng siéu 4m, ddng nhat hoa, tw phan giai, va
bat hoat boi hoa chat bao gdm, nhung khong gidi han &, formaldehyt, thimerosol,

cloramin, clo dioxit, iot, bac, ddng, thudc khang sinh, va ozon.

Theo phuong an khéac, ching nim men la dang tuoi. Theo phuong an khéac nita,
chung ndm men la ndm men khd dang hoat dong. N4m men tuoi dung dé chi nAm men
duoc cho sinh trudng trong moi trudong ndm men khong chon loc (vi du nhu duge dinh
nghia & trén) va duoc ly tdm dé loai bo phén 16n chat long. Ndm men tuoi la dang sdng
va c6 hoat tinh chuyén hoéa. Nim men tuoi khong phai 14 dang 6n dinh bao quan va
thuong chi ton tai 1-5 tudn trong diéu kién giit lanh. Nam men tuoi dién hinh c6 ham
luong phan rén khoang 25%. Nam men kho dang hoat déng (ADY) 1a mét san pham
da duoc xir ly trong d6 ndm men duogc siy kho dén ham luong hoi 4m cudi cing 1a 3%
(97% chit rn). Té bao ndm men trong san phdm nay sdng nhung tro vé mit chuyén
hoa cho dén khi tai hydrat hoa. Khi bit kin chan khéng, ADY thuong 6n dinh bao quan
trong thoi gian tir 2 dén 4 nam. Phuong phép duoc chuin hoéa dé tao ra ADY da dugc
biét 5 trong nganh cong nghiép nim men nhu san xudt rugu vang, nau bia, va nudng

béanh.

Cum tir “lam giam asparagin” nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay ding dé
chi viéc 1am giam murc ctia asparagin hodc lam giam asparagin trong thuc pham, ching
han, it nhit 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% hodc cao hon so v&i ching nim
men d6i chimg, nhu ching bd me tir ¢6 ching ndm men dugc phat trién.

Asparagin 14 tién chét giéi han trong phan ing ma tao ra acrylamit trong qua

trinh ché bién hodc chudn bi thuc phdm. Theo dé, theo phuong an khéc, sang ché dé
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xudt phuong phép lam giam acrylamit trong thuc phdm bao gdm budc bd sung ching
nidm men nhu duoc mé ta trong ban moé ta nay vao thuc phdm trong diéu kién ché bién
hodc chuén bj thyc phdm; trong d6 nAm men nay lam gidm asparagin do d6 lam giam
acrylamit trong thuc phim. Sang ché ciing dé xuét viéc sir dung ching ndm men dugc
boc 16 trong ban mé ta nay dé lam giam néng do acrylamit trong diéu kién ché bién

hodc chuén bi thuc phém.

Cum tir “lam giam acrylamit” nhu duoc st dung trong ban mé ta nay dung dé
chi viéc lam giam muc d§ cta acrylamit trong thuc phém it nhét 20%, 30%, 40%,

50%, 60%, 70%, 80% hodc cao hon so v&i khi véng mat chung ndm men.

Theo mdt phwong 4n, diéu kién ché bién hodc chudn bi thuc phdm bao gém
bude 1én men. Vi dy, cadc phuong phép va cach st dung trong ban mo6 ta nay la hitu ich
trong budc 1én men thuc phdm, bao gdm, nhung khong gidi han &, hydrat cacbon trong
qué trinh 1am banh my, ché bién khoai tiy, san xudt banh quy, san xuat ca phé, hoic
san xudt thuc phém an nhe. Thudt ngfr “lén men” nhu duogc st dung trong ban mo ta

nay dung dé chi sy tiéu thu dudng va céc chét dinh dudng khac béi ndm men.

Theo d6, thuc phdm c6 thé 1a thuc pham bat ky ma thudng chira asparagin va
bao gdm, nhung khong gidi han &, thuc phdm lam tir rau cti, d6 udng, banh nudng, san
phém hat, trai cdy, dau dd, san phém sita hodc thit. Theo mdt phuong an, thuc phém la
khoai tdy hodc thuc phadm lam tir khoai tay. Theo phuong 4n khac, thuc phdm 14 ca
phé.

Theo mdt phuong 4n, thuc pham 14 khoai tdy hodc thuc pham lam tir khoai tay,
va viéc bd sung ndm men vao thuc phém trong diéu kién ché bién hodc chuén bi thuc
phédm bao gdm budc ngdm so bo khoai tay hodc thuc pham lam tir khoai tay trong hdn
hop gém nude va ching ndm men trude khi niu. Theo mot phuong 4n, khoai tay dugc
ngdm so bd & nhiét do trong phong va dugc phoi ngoai troi trude khi ndu. Thuat ngit
“niu” bao gdm, nhung khong giéi han &, réan, quay va nuéng. Nong do cia ching ndm
men duogc boc 16 trong ban mo ta ndy trong hdn hop nudc/ching ndm men, theo mot
phuong 4n, 13 it nhat 1, it nhat 10, it nhat 50, it nhat 100 g / L (trong lugng té bao kho /
thé tich), hodc cao hon. Thoi gian clia bude trude khi ngam, theo mot phuong 4n, la it
nhét 0,25 phit, it nhat 0,5 phut, it nhat 1 phut, it nhat 5 phat, it nhat 10 phut, it nhat 20

phut, hodc lau hon.
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Theo phuong an khéc, thuc phdm 14 thuc pham in nhe lam tir khoai tay, va viéc
bd sung ndm men vao thuc phém trong diéu kién ché bién hodc chuin bi thuc phém
bao gdm budc bd sung ndm men vao hé gidng nhu bot nhao lam tir khoai tiy trudc khi
tao thanh, ép dun, hoic theo cach khéc tao ra san phdm ép can dugc ndu bing cach

nuong, ran hodc quay.

Theo phuong 4n khac, thuc phdm 1a ca phé, va viéc bd sung ching ndm men
vao thuc phérn trong diéu kién ché bién hoidc chuin bi thuc phém bao gdém viéc ngdm
hot ca phé xanh trong chit chiét hat ca phé xanh ma da duoc xir ly so bo bang ching
nidm men duoc boc 16 trong ban mé ta nay dé lam giam asparagin, dé chit chiét da
duoc xir ly so bd nay rat hét asparagin ra khoi hat ca phé trudc khi rang. Theo mot
phuong 4n, chét chiét dugc xir ly so bd & nhiét d6 nim trong khoang tir 60°C dén
80°C, tuy chon & nhiét do 70°C. Thoi gian cta viéc xtr ly so bd chét chiét, theo mot

phuong 4n, 1 it nhét 1 gio, it nhat 5 gio, it nhét 10 gio, it nhat 15 gid, hogc cao hon.

Theo phuong an khéc nita, thuc pham la ca phe, va viéc bo sung ching nam
men vao thuc phém trong diéu kién ché bién hodc chuan bi thuc phdm bao gbm bude

1én men hat ca phé xanh da xay vdi chung nam men trudc khi rang.

Sang ché con dé xuat thuc phdm c6 luong asparagin giam va, theo d6 acrylamit
giam, dugc tao ra béng cach st dung chung nam men dugc bdc 16 trong ban mo ta nay

hodc phuong phap dugc bde 16 trong badn mo ta nay.

Thuc phém c6 thé 1a thuc phém bat ky dugc san xut trong diéu kién ché bién
hodic chuén bi thuc phém din dén sy chuyén hoa asparagin thanh acrylamit. Diéu kién
ché bién va chudn bi dién hinh din dén viéc tao thanh acrylamit bao gém bude chuin
bi lién quan dén nhiét d6 ndu cao (16n hon 120°C) va bao gdm, nhung khong gi6i han
&, rén va nuéng, nuéng ho, rang, nuéng bang vi, om va nudng truc tiép trén lira.
Acrylamit thuong thdy & ndng d6 cao trong san pham khoai tdy, banh nuéng va ngii
cbe hodc san phém hat bat ky. Theo d6, theo mot phuong an, thuc phém la rau, nhu
khoai tay, khoai sg, hodc san phém oliu, banh nudéng hodc ngli cdc hodc san phém hat.
San pham khoai tiy bao gbm, nhung khong gidi han &, khoai tdy chién, khoai tay l4t
mong, d6 #n nhe lam tir khoai ty duoc ran/ nuéng va san phém khoai tay dugc tao
hinh. B4nh nuéng bao gdm, nhung khong giéi han &, banh quy, banh quy dang tron,
banh quy gion, banh my, san phdm banh my khong cho bdt nd vio, san phdm duge
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nhao bdt, ngd va banh bdt ngd, banh nudng, vé banh, banh ngot va banh nudng x6p,
va bdt nhao. Vi du, banh my c6 thé bao gdm, nhung khéng gisi han &, bot nhio va
banh my dong lanh va tuoi, bdt nhdo chua, bdt nhao banh pizza, banh bao nhan nho va
banh cudn va nhiéu loai banh my, cling nhu san pham banh my c6 lién quan nhu thuc
phém an nhe dugc ran hodc nudng hodc rudt banh my; va banh nudng cé thé bao gém,
nhung khong gi6i han &, banh bao nhan nho ngot, banh ran, va banh ngot. Ngii cbc
hodc san phim hat bao gdm, nhung khong giéi han &, ngii cbc an sang dién hinh, mach
nha va san phim nudc sita, ngd lat moéng va banh my xoén. Thuc pham khic duoce xir
ly & nhiét d6 cao, bao gdm, nhung khong gidi han &, ca phé, hat rang, méng tiy nuéng,
bia, mach nha va dd uéng stta nudce, bot sdcola, san phém ca, san phém thit lon va thit
gia cAm, sip hanh va s6t nhung (dip mix), bo tir cac hat, ddu phung dugc boc, dau
tuong rang, hat huéng duong rang, thyc phim ran hodc nuéng nhu vién bot dau ran va
kobbeh, va thanh sdcdla.

Phin boc 16 trén ddy mé ta chung vé sang ché nay. Sang ché co thé hiéu day da
hon bang cach tham khao céac vi du cu thé dudi day. Céc vi du nay duge md ta chi véi
muc dich minh hoa va khong lam giéi han pham vi cua sang ché. Cac thay dbi vé dang
thitc va sy thay thé cta cac dang twong duong cling nim trong pham vi ctia sang ché
khi diéu kién cho phép. Miac di thuat ngit cu thé duge ding trong ban md ta ndy, céc
thuat ngit nay c6 y nghia mo ta va khong nhim muc dich gi6i han.

Cac vi du khong gidi han dudi ddy minh hoa sang ché:

Vi du thyec hién sang ché
Nguyén li¢u va phuong phap

Céc chiing nAm men va moi truong

Céac chung ndm men duoc giit trén cdc dia thach (2% trong luqng/thé tich
glucoza, 1% trong lu(_mg/thé tich chét chiét nAm men, 2% trong luqng/thé tich thach).
Cac gidng cy qua dém dugc phat trién tir cac khuén lac don 1¢ da dugc cdy vao moi
truong YEG long va duge u trong 18 gid ¢ nhiét 46 30°C (250 vong/phut).

Thtt nghiém phéan cat Asparagin

Mat d té bao clia cac gidng cdy qua dém duoc do bang bd dém huyét cau. Sau

d6, 1x107 té bao duoc chy vao 5 mL mdi truong YEG cb bd sung 0,6 g/L L-asparagin
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va duoc 1 & 30°C. O cac thoi diém duoe mo ta trong mdi thir nghiém, 500 uL moi
truong duge 14y ra, ly tim & 13.000 x g trong 1 phut (nhiét d6 phong), va dich néi
duoc chuyén vao 6ng ma&i. Hoat tinh cua asparaginaza dugc bét hoat béng cach u dich
ndi nay & 80°C trong 30 phut. Luong L-asparagin du trong dich ndi nay duoc do bang

thir nghiém enzym theo huéng dén ctia nha san xuit (Megazyme, K-ASNAM).
Tao d4u 4n intra-delta

Viéc tao ddu 4n intra-delta duoc thuc hién nhu dd mé ta (61). Tém tit nhu sau:
ADN hé gen duoc chiét ra tir cac giéng cdy qua dém sir dung phuong phép phenol-
clorofom nhu d4 mé ta trudc d6 (62). Cac phan tng Tag polymeraza PCR duge két
hop nhu sau: 100 ng ADN hé gen, 1 uM doan mdi 1 (deltal2: 5™
TCAACAATGGAATCCCAAC-3") (SEQ ID NO:1), 1 uM doan mdi 2 (delta2l: 5'-
CATCTTAACACCGTATATGA) (SEQ ID NO:2), 200 nM dNTP mix, 2,5 mM
MgCly, 1x dém Tag + KCl va 1 U Taq polymeraza (Thermo Fisher, EP0402). Viéc
khuéch dai duoc tién hanh trén may chu trinh nhi¢t BioRad C1000 theo quy trinh sau:
4:00 & 95°C (bién tinh ban dau), 0:30 & 95°C, 0:30 & 46°C, 1:30 & 72°C (35 chu trinh),
10:00 & 72°C (kéo dai 1an cudi). Cac san phim PCR dugc chay trén gel agaroza HRB
2% trong lwong/thé tich (Amresco, E776) véi dém TBE tiéu chudn & 8 V/em, va dugc
chup hinh bang thuc nhudém axit nucleic GelGreen (Biotium).

Chiét ARN

5 don vi t& bao ODeoo duge phan lap bang cach ly tam (13.000 x g, 1 phut, RT)
va sau d6, déng lanh nhanh trong d4 kho/metanol. ARN tong s6 dugc chiét bang cach
str dung phenol néng c6 tinh axit nhur da mo ta trude d6 (63). Tém tit nhu sau: cac té
bao dugc rira mot lan béng nudc DEPC va sau d6 dugc lam tan trong d€m TES va
phenol-clorofom c6 tinh axit trong 1 gio & 65°C. Pha long dugc tinh ché bing cac dng
gel khoa pha (5Prime) va phenol-clorofom cé tinh axit sau d6 bang éng gel khéa pha
khéc va clorofom : rugu isoamylic. ARN dugc két tiia bang etanol qua dém & -80°C,

rira bang etanol 70%, va tai tao huyén ph trong nuéc DEPC.
PCR dinh lugng (qPCR)

100 pg ARN tdng sb thd duoc tinh ché bing cach sir dung cot quay ARN tong
s6 EZNA (Omega Biotek) theo hudng din ciia nha san xudt. ARN sau khi tinh ché
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duoc dinh lugng va kiém tra chit lugng bang phan tich trén dai sang loc ARN (Agilent
Technologies).

800 ng ARN téng s6 sach dugc bién dbi thanh cADN bang cach phién ma
ngugc theo huéng dan cua nha san xuét (BioRad, iScript Reverse Transcription kit).
Viéc dinh luong mirc biéu hién twong dbi cia ASP1 va ASP3 duge thuc hién trong ba
ban sao. Céc phan tmg iTaq Universal SYBR Green gPCR dugc sip xép nhu sau: 8 ng
cADN, 500 nM doan méi xudi, 500 nM doan mdi nguoc va 1x iTaq Universal SYBR
Green Supermix (BioRad). Viéc khuéch dai duoc thuc hién trén mdy chu trinh nhiét
PCR dinh lugng StepOnePlus (Applied Biosystems) theo quy trinh sau: 0:30 & 95°C
(bién tinh ban dau), 0:15 & 95°C, 1:00 & 60°C (40 chu trinh), 65-95°C véi mic budc
tang 0,5°C (duong cong néng chdy). Phép phan tich s6 liéu dinh lugong duoce thuc hién
bang phuong phap AACt, chuin héa theo gen gitt nha ACT1.

Céc doan mdi cho gPCR 1a nhu sau:

ASP3 gPCR Fwd 5-GAGCGGATGAACAGGGATATT-3' (SEQ ID NO:3)

ASP3 gPCR Rev 5-GGGTCTGTGAGGTTGGAAAT-3' (SEQ ID NO: 4)
5'-CAAACTGAGAGTGGACGGTAAG-3' (SEQ ID

ASP1 gPCR Fwd NO:5)

ASP1 gPCR Rev 5-GTTGACTATAGCTGGCGGAAA-3' (SEQ ID NO:6)

ACTI gPCR Fwd 5-CGTCTGGATTGGTGGTTCTATC-3' (SEQ ID NO:7)

ACT1 gPCR Rev 5-GGACCACTTTCGTCGTATTCTT-3' (SEQ ID NO:8)

Doc trinh tr ADN

ADN hé gen duoc chiét tir canh truong nudi cy qua dém st dung phuong phap
phenol-clorofom nhu d&@ mo ta trudc d6 (62). Viée chuén bi thu vién Nextera XT duoc
thuc hién theo cac huéng din cta nha san xuét (Illumina). Viéc doc trinh tu duoc thuc

hién trén nén tang Illumina MiSeq c¢6 céu hinh dau ghép ciap 2x300 bp (GeneWiz).
Poc trinh twr ARN

ARN téng s duoc chiét, lam sach, va kiém soat chit luong nhu dugec mo ta o
trén. Viéc chuan bi thu viénTruSeq v3 duoc thuc hién theo hudng din cua nha san
xuét (Illumina). Viéc doc trinh ty dugc thuc hién trén nén tang c6 ché d6 cho hiéu sut

cao Illumina HiSeq2500 v&i cau hinh dau ghép cip 2x100 bp (GeneWiz).

San xuét banh my
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N4im men ding dé san xuit banh my duoc chudn bi bang cach cdy vong nudi
cy tir dia YEG vao trong 75 mL moi truong YEG long. Cac ching nudi cdy nay duoc
sinh truong trong 18 gio (30°C) va sau dd, dinh ty 1€ chuyén vao trong 3 x 450 mL moi
truong YEG va sinh trudng trong 24 gid' nhu truée. Ching nim men nudi cdy nay
duoc thu hoach bang cach ly tdm (10 phut, 4000 x g, RT). Nam men dang kem dugc
rira hai 14n bing cach tai tao huyén phi trong nudc da khir tring va ly tim (10 phit,

4000 x g, RT).

N4m men duoc hoat héa bing cach 1én men so bd trong 45 phut & 29°C (bang
1), sau do6 cac thanh phﬁn con lai duge bd sung vao ndm men di 1én men so bd nay va
tron trong 21 phut sit dung méy khudy tinh (KitchenAid) c6 lip canh khudy c6 dang
nhu dau danh trimg (bang 2). Bot nhio niy dugc U trong 15 phut ¢ 22°C ("'nhiét do
san), va dugc chia thanh hai 6 banh bang nhau, va sau d6 0 trong 1,5 gi & 35°C (hoic
cho dén khi & nay c6 kich thudc gép hai). Sau do, cic 6 dd chia duge nudng trong 15
phut & 204°C.

Bang 1 | HOn hop 1én men so bo dé san xuat banh my.

Thanh phan % bot (trong lugng/trong luong)
Nudce 25

N4m men 4.7

Chét chiét nAm men 0,5

CaCOs 0,1

Puong sucroza 1

Mudi (NaCl) 0,5

Bang 2 | H3n hop cudi ciing ctia cac thanh phan dé san xuét banh my.

Béanh my lam

Thanh phén Banh my tring  hoan toan tir bot
my

Bénh nAim men 4,67 4,67

Nude (38°C) 58,33 58,33

Bot my tring 100 50

Banh my lam hoan toan

VI -- 50

tur bot my

Pudng sucroza 0,7 0,7

Dau thuc vat 4 4

Mubi (NaCl) 2,17 2,17

* Céc luong duoc liét ké dudi dang % bot my (khdi lugng/khéi lugng)
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Sau khi nudng, céc 6 banh my duoc lam ngudi xudng RT va cét thanh céc lat co
kich thudc 1,4 cm. Cac miu banh my duoc nudng bang cch st dung thiét bi nudng
tiéu chuén ding cho nha bép dugc lap nhiét ké s6 (VWR Traceable). Mirc dd nudng
duogc xac dinh béng nhiét do cia thiét bi nuéng nhu sau: nhe — 167°C; trung binh —
217°C; cao — 235°C. Sau d6, cac miu banh my va cac mau dd nudng duge nghién

(méy nghién phan tich IKA, loai A11BS1) va duoc lam dong nhat.
San xuét khoai tay chién

NAm men dé san xuit khoai tay chién dugc chudn bi nhu dd mé ta trude dé cho
banh my.

Khoai tdy Russet dugc nao vo, rira, cit miéng va chan trong nudc 90°C trong
10 phut dé bét hoat cac enzym gdy tham den. Khoai tiy da trdn dugc dé rdo nudc, lam
ngudi xudng RT, va bd sung vao nude, hodc hdn hop clia ndm men AR va nudce (bang
3). Khoai tdy dugc 0 trong hdn hop nude/ndm men ¢ RT, va cdc miu duge ldy & 10,
20, 40 va 60 phut, sau d6 cdc mau ngay lap tic duogc lam kho trong khong khi & 80°C
trong 10 phat. Sau do6, cac miu khoai tdy d& kho dugc ndu trong dau ngd & 175°C
(bang 3).

Pé kiém tra hiéu qua ctia ndm men AR trong diéu kién xur ly trong thoi gian
ngén va & nhiét do cao, 50 g khoai tay dugc 0 trong 50 gidy trong 100 mL nudc, hodc
100 mL nudc cung véi 100, 200, 250, hozc 300 g/L ndm men AR dang kem (ham
luong chit rin 23%) & 68°C. Trudc khi b sung vao khoai tay, hdn hop nim men/nudc
duoc can bang dén 68°C trong 10 phut. Sau khi xir 1y, cdc mau ngay lap tirc duge lam
kho trong khong khi & 80°C trong 10 phut. Sau d6, cac mau khoai tdy da sdy kho duoc
ndu trong diu ngd trong thiét bi chién gidn doan & 175°C trong 5 phit. Viéc chién
khoai va xir Iy nAim men AR duogc thuc hién trong ba ban sao. Y nghia thdng ké dugc

xac dinh br?mg kiém dinh t-student, so v6i d6i ching sir dung 0 g/L ndm men AR.

Bang 3 | Hon hop ndm men va céc thong so nau de xu ly khoai tay.

g/L nudce

N}'liét do Tbbi gian D0 day
nau (°C) nau (phut) (mm)
Khoai tdy rdn 200 100 175 5 10 x 10

San xuat do &@n nhe dang vién

Khoai tdy ~N4m men
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Nam men dung dé san xuat do an nhe dang vién dugc chuan bi nhu dd moé ta

trudce do cho banh my.

Cac thanh phﬁn dang miéng vun dung dé an nhe duoc bd sung vao may tron dé
ban (KitchenAid) duoc 1ip bd phan gén canh khudy det va tron trong 5 phit theo (bang
4). Cac miéng vun nay duoc ép dun thanh dang vién (c6 chiéu dai khoang 2 cm) st
dung khudn c6 dudong kinh 4 mm. Cac vién thu dugc duge siy khd trong mét 16p &
60°C trong 3-3,5 gio dén ham luong 4m mong mudn 11%. Céc vién dugc bdo quan
trong 1 tun trong ti nhya kin khi sau d6 chién k¥ trong 10 gidy & 185°C.

Bang 4 | HOn hop thanh phén cudi ciing dé san

xuat d6 an nhe dang vién
% cua tong khoi luong

céc thanh phan

Khoai tdy dang hat 51,05

Khoai tdy dang miéng 6,63

Tinh bot khoai tay 6,63

Mubi 1,66
Maltodextrin 0,33

Nuéc (ham luong dm

mong mudn 38%) 29,52

Ném men (ham luong
chat ran khoang 25% ) 4,23

San xut banh quy ngot

N4m men ding dé san xuét banh quy dugc chudn bi nhu dd mé ta truéc d6 cho
banh my.

Céc thanh phan dé san xudt banh quy ngot (bang 5) duge xu ly bang cach tron
dAu, xiro va dudng trong 1 phut ¢ téc d6 cao st dung bd phan gin canh khudy det
(may tron dé ban cb dién KitchenAid). Chat lam nd va/hoic ndm men dugc hoa tan
vao thanh phén nudc va duge bd sung vao bat tron. Céc thanh phan khé dugc bd sung
vao va tron trong 6 phut nira. Bot nhao thu duge dugc dé nguyén trong 20 phit. 13 g
bot san xudt banh quy duoc ép trong khuon tron dudng kinh 65 mm va nudng & 180°C

trong 6 phut (ham lugng 4m mong muén: 2,5-3,5%).

Bang 5 | Hn hop thanh phén cudi cung ding dé

san xuat banh quy ngot
% tong khdi lugng
Dau 16,6
Duong sucroza 16,9
Xiro ngod 6
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Mudi 0,50
Natri hydrocacbonat/

N4m men (DWB) 0,90
Bot da cong dung 19,20
Bot yén mach can v& 38,00
Nudc 1,90

San xuat banh my xodn

Nam men dung dé san xudt banh my xodn duoc chuan bi nhu dd mo ta trudc do
cho banh my.

Béanh my xodn dugc san xudt bing cach dau tién tron cc thanh phan kho (bang
6), nude va ndm men trong 1 phut sir dung may tron dé ban (may tron dé ban cb dién
Kitchen Aid) dugc 14p bd phan gén canh khudy. Chét lam mém duogc bd sung vao va
b6t nhao dugc tron trong 5 phut nita va sau do6 1én men trong 30 phut ¢ 35°C. Bt nhao
da 1én men dugc ép dun qua khuén 9 mm, ¢ chidu dai khoang 40 mm sau d6 dé
nguyén trong 10 phut. Cac vién nay dugc ndu trong 20 gidy & 94°C trong bé kiém
(NaOH 1%). Sau d6, banh my xodn dugc nudng trong 25 phut & 204°C (d6 4m mong
mudn 15%). San phdm d& nudng dugc sdy khd & 119°C trong 25 phut (d6 4m mong

mudn 3,5%).

Bang 6 | HOn hop céc thanh phan cudi ciing san xuét banh my xoan

% khdi lugng thanh phan

Bot my 64,5
N4im men 0,5
Chét lam nd 0,5
Chét 1am mém 2,00
Mubi 1,00
Sucroza 2,00
Nuée 29,50

San xudt ca phé

N4m men dung d& san xuét ca phé dugc chuan bi nhu di mé ta trude do cho
banh my.

Lén men tryc tiép hat ca phé

Hat ca phé xanh (GCB) (Brazil Serra Negra) dugc nghién thanh bot (may
nghién phan tich IKA, loai A11BS1). Nuéc loc bang cach tham thau nguoc (nude RO)
duge bd sung vao & ty 1& 75 mL trén 40 g bot GCB. 4 ¢ nidm men dang kem (ham
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luong chat rédn 25%) hoic 3 g nude RO cho d6i chimg khong bd sung nim men duoc
bd sung vao dia GCB va dugc 1én men trong 20 gid trong may lic (250 vong/phut
30°C). 10 g bdt nhdo di 1én men dugc rang trong may do do 4m IR (Ohaus MB45-
2A0) trong 13 phut ¢ 200°C.

Chuén bi chét chiét ca phé xanh va xtr Iy bang ndm men AR

Chét chiét ca phé xanh (GCE) dugc san xuat bing cach lic nhiéu lan cdc mé
GCB trong nuée. Cu thé hon, 500 g GCB duoc ngdm trong trong 16 gior & 70°C va sau
d6, duoc 1y ra. Sau dé, cac GCB tuoi dugc ngdm so bo trong nude trong 1 gioy & 70°C
trudce khi 1 trong GCE trong 16 gio' & 70°C. Quy trinh ngdm céc GCB tuong nay trong
GCE duoc lap lai cho dén khi ham lugng chét rén tan dat dén 18%.

GCE duoc xir ly bing ndm men AR bang cach G ndm men AR nay & cic ndng
d6 khac nhau vdi GCE trong céc khoang thoi gian khac nhau & nhiét d¢ phong. Sau
khi xir Iy, GCE da xir ly bdng ndm men AR dugc lam trong bang cach ly tam va duoc

str dung dé do mtic asparagin.
Binh lwong acrylamit bang UPLC-QDA

Céc phén ¢6 kich thudce 1a mot khau phén an cua cac loai thuc phém ran dugc
nghién trong may xir ly thuc pham trudc khi ldy miu. Cac loai thuc phdm Iéng va
dang bot duge ldy miu truc tiép. Cac mau 1,00 g dugc can va chuyén vao céc ong ly
tdm 50 mL, va 1 mL chat chuén noi acrylamit duoc danh déu '*Cs ndng do 200 ug/kg
va 9 mL nudc duge bd sung vao. Sau do, cac dng nay déu dugce ddy nip va lic bang
tay va lic xo4y nhanh dé tron hdn hop trong dng. Cac éng nay duoc kep trong may lac
quay tron dé tron hdn hop trong dng trong 20 phut. Cac dng nay dugc ly tdim & 9000
vong/phut trong 15 phut bing may ly tim Eppendorf 5810R. Lugng nhd 5 mL cua 16p
nudc da lam trong dugc 14y nhanh bing pipet ¢ loc quay. Pipet nay duoc cim xuyén
qua 16p du bén trén, tranh 16p chat rin & day dinh vao dau ctia pipet khi mot phan pha
nude duoc ldy ra. Pat luong nho 5 mL vao 6ng loc quay va ly tam & tbc d6 9000
vong/phit trong 2-4 phit. Néu dich loc dong tu, cdm 6ng loc méi vao, chat 1éng chua
loc duoc rét vao dng loc méi ndy, va tiép tuc ly tdm cho dén khi hau hét chat long di
qua bd loc. Céac cdt Oasis HLB SPE dugc diéu hoa béng 3,5 mL metanol, sau do6 béng
3,5 mL nudc; céc phﬁn metanol va nudc dugc béd di. Mdi cot duoc nap 1,5 mL chét

chiét da loc. Chét chiét dugc cho di qua nguyén liéu hép thu, sau d6 1a 0,5 mL nudec.
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Sau d6, cot nay duoc rira giai bang 1,5 mL nude, va san pham rira giai thu duge dugce
thu gom dé 14y ra Accucat SPE. Phia ngoai ctia c6t Accucat SPE dugc danh déu &
chidu cao 1 mL chét l6ng trén tAng mang chat hip thy, va sau d6, cot A dugc diéu hoa
bang 2,5 mL metanol, sau d6 1a 2,5 mL nudc. Cac phan metanol va nudc duge bo di.
T4t ca cac san phdm rua giai duge thu gom tir Oasis SPE dugc nap 1én va ria giai dén
vach danh déu 1 mL trude khi phin con lai ctia cic phan di ria giai duoc thu gom.
Cac phin nay duoc chuyén vao céc lo thiy tinh nhé dung tich 2 mL ding cho may lay
méu ty dong ding dé phén tich sic ky 16ng/phd khéi (Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry - LC-MS) trén hé théng Waters ACQUITY UPLC H-Class ghép véi bd
phat hién khéi luong Waters ACQUITY QDa str dung cac thong s6 cai dat sau:

Thanh phan pha di d6ng: Dung dich nuéc axit formic 0,1%, metanol 2%
Cot: Waters ACQUITY UPLC HSS T3 2,1x50mm 1,8um

Téc d6 dong trén cot: 500 uL/phit

Nhiét d¢ cot: 20°C

Thé tich phun: 5 pl

Thoi gian rira gidi: 1 phut

Ché d6 ion héa: phun dién tir ion duong

Dién thé mao dan: 600 V

Dién thé hinh nén: 5 V

Ché d6 MS: theo doi SIR m/z 72,04

Dinh luong L-Asparagin trong chat chiét hat ca phé bing UPLC-PDA

ChAt chiét hat ca phé duoc ly tim & téc do 13.000 vong/phut trong 5 phut &
nhi€t d60 phong. Dich ndi thu dugc duge pha lodng béng nude Milli-Q dé do L-
asparagin bing hé théng sic ky léong hiu ning siéu cao c6 tén Waters Ultra
Performance Liquid Chromatography (UPLC) dugc trang bi by phat hién dang day di
5t quang (Photodiode Array - PDA) (Acquity UPLC H-Class, Waters, Milford, MA,
USA) va c¢ot C18 Acquity UPLC BEH (1,7 pm, 2,1 mm X 100 mm, Waters, Milford,
MA, USA). L-asparagin c6 do tinh khiét 99,6% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

duoc 14y dé pha ché dung dich chuén véi khoang ndng d6 ndm trong khoang tir 15 dén
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500 pmol/uL dé hiéu chinh va tinh toan. L-asparagin trong ca hai mau va trong céc
dung dich chuén duoc tao din xuét bing kit tao din xuat c6 tén AccQ-Tag Ultra™
(Waters, Milford, MA, USA) dé b sung nhém mang mau vao dé phat hién do hap thu
cta nd & bude séng 260 nm. Phan tich nay duoc tién hanh véi thé tich phun 14 1 uL va
nhiét do cua cdt & 43°C. Dung dich dam dédc ria giai A va rua giai B AccQ-Tag
Ultra™ duge mua tir Waters (Milford, MA, USA) dé rira giai theo gradient ctia dan
xuét L-asparagin. Ché do rira giai chi tiét duoc thé hién trong Bang 7:

Bang 7: Ché do rira giai:

Dung moi A: Dung dich ddm déc rira giai A

Dung mdi B: 10% dung dich rira giai B trong nudc

Dung méi C: Nudc

Dung méi D: Dung dich dam déc rira gidi B

Thoigian  Tbc do dong %A %B  %C %D
(phut) (mL/phut)

Ban dau 0,7 10,0 0,0 90,0 0,0
0,29 0,7 99 0,0 90,1 0,0
5,49 0,7 9,0 80,0 11,0 0,0
7,10 0,7 8,0 156 57,9 18,5
7,30 0,7 8,0 156 57,9 18,5
7,69 0,7 78 00 70,9 213
7,99 0,7 40 0,0 363 597
8,59 0,7 40 0,0 363 597
8,68 0,7 10,0 0,0 90,0 0,0
10,20 0,7 10,0 0,0 90,0 0,0

Céc két qua

Déanh gia phuong phép sang loc mot vong da biét dé sang loc cic thé dot bién
khong tc ché ASP3

P8 tranh dugec NCR ma thuong gitt 4SP3 & trang thdi bi tc ché, phuong phap
sang loc gdy dot bién ngiu nhién ma chon loc céc té bao ndm men co6 kha ning sinh
trudng trén ngudn nito duy nhit D-Asparagin dugc st dung (60). Gidng nhur tat ca céc
vi sinh vat da biét khac, Saccharomyces cerevisiae khong st dung D-axit amin. Tuy
nhién, enzym asparaginaza gén két thanh té bao II (ASP3) 1a duy nhét & chd né c6 thé
phén giai D-asparagin, mdc du khong thuc sy hiéu qua (64). Quan trong I3,

asparaginaza I trong té bao chat (ASP1) khong thé phan giai D-asparagin.
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Mac du viéc phat trién trén D-asparagin chi ra réng ASP3 duoc tao ra nhung né
cling phai dugc biéu hién trong cac didu kién NCR manh dé duogc giai trc ché hoan
toan. Do do, phuong phép lua chon cling két hop metylamin trong méi trudng. S.
cerevisiae khong thé st dung metylamin lam ngudn nito. Tuy nhién, metylamin canh
tranh v6i céc ion amoni cho cac chdt van chuyén amoniac. Ngay trong té bao,
metylamin khong tham gia vao cac phan tmg chuyén hoéa, nhung 1am cho NCR manh -
twong dwong v6i sy phat trién trén ngudn nito duge uu tién cla nidm men: amoniac

(amoni sulfat). Do d6, metylamin 1a chat rc ché sinh trudng (65, 66).

Viéc nudi cly cac té bao trong moi trudng chia ngudn nito duy nhit 1a D-
asparagin va metylamin da thiét 1ap nén cic diéu kién trong d6 cach thic duy nhit dé
céc t& bao c6 thé phat trién 1a biéu hién ASP3, phan giai D-asparagin bén ngoai, va sau
d6, nhép céc ion amoni di giai phéng. Pdng thoi, cac ion amoni sau khi giai phong sé
phai canh tranh véi metylamin dé duoc té bao str dung dé sinh trudng. Do do, céac té
bao c6 muc biéu hién 4SP3 16n nhit s& ¢6 dugc wu diém chon loc nho cac diéu kién tc
ché cta méi trudong sinh trudng. Quan trong 1a, nidm men khong thé st dung axit D-

aspartic di giai phong dé sinh truéng.

Phuong phép chon loc nay (D-asparagin va metylamin) truéc day da dugce su
dung dé xac dinh céc thé dot bién ASP3 dugc giai trc ché trong ching nim men phong
thi nghiém (DJ2-23C) (60). Céc tac gia ctia phuong phép nay di lua chon céac thé dot
bién ASP3 bing cach cdy truc tiép cac té bao di dugc gy dot bién EMS lén cac dia
chon loc (v&i metylamin 100 mM (3,1 g/L) va D-asparagin 5 mM (0,66 g/L)). biéu
nay khién cho cac tac gia nay da phat hién ra rat nhiéu thé dot bién ASP3 da giai G
ché. Tuy nhién, sau nhiéu nd lyc 1ap lai vAn chua thé thu duoc dugc cac két qua gidng
nhu vy dbi v6i chiing men san xuét banh my trong nganh cong nghi€p lién quan.

Diéu cdn dic biét luu ¥ 1a cic tac gia cua cong trinh nghién ctru ban dau
(Kamerud and Roon 1986) c6 thé d& dang phét hién ra cac thé dot bién ASP3 da giai
trc ché do ho sur dung cac ching ndm men don bdi dé thi nghiém. Viéc st dung ching
dung trong cong nghiép ¢ hé gen phirc tap hon nhiéu (thé tam boi, thé t& bdi, thé 1éch
bdi 18)—Ilam cho viéc phat hién ra cac thé dot bién da giai Grc ché trd nén kho khan gép
bdi. Didu nay 1a do thd dot bién bét ky c6 kidu hinh lin s& khong dugc biéu hién vi
chiing s& nim trong ching don bdi. Ciing ¢6 co hdi c6 nhidu kha nang xay ra hon ddi

v6i dot bién 14n 4t hodc nhiéu tinh trang. V& co ban, dot bién don c6 loi bat ky déu sé
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bi 14n tinh du thira di truyén. DPiéu nay hiém khi xay ra ddi véi ching trong phong thi
nghiém, dic biét 1a dbi v6i cac ching ¢ nén tang don boi.
Phat trién chién lugc gay dot bién ngiu nhién va tién hoéa thich nghi dé thu duoc

nam men c6 kha nang lam gidm acrylamit

Dua vao viéc nim men san xudt banh my trong cong nghiép khong tuan theo
theo chién luoc chon loc mdt vong ctia Kamerud va Roon, vi vdy phuong phap sing
loc nay s& duoc thiét ké lai ¢ két hop chién lugc tién héa thich nghi lap lai véi nhiéu
vong gy dot bién gen (Fig.1). Muc dich ctia phuong phép méi nay la lam ting tir tir
ap luc chon loc theo thoi gian, két hop véi gdy dot bién nhiéu 1an, ¢ cho phép biu
hién 4SP3 ddy du —va do do, pha v& asparagin —trong cac diéu kién wc ché khac.
Quan trong 1a, cac didu kién chon loc cin dé dam bao viéc giai tic ché hoan toan déi
voi ASP3 phai dugc lam ting tir tir vi ndng d6 cudi cing cta D-asparagin va
metylamin dugc st dung dé chon loc ngén can hoan toan su phat trién ciia nAm men
khong duoc thich tng. Do do, chi ¢ st dung két hop dic hiéu gitta gay dot bién ngiu
nhién va tién hoa thich nghi méi c6 kha nang thu duoc kiéu hinh AR.

Viée thu gom gidng ciy ciia cac ching nim men ding trong cong nghiép, co
san trén thi truong duoc sang loc vé su phét trién trén ngudn nito duy nhét la D-
asparagin. Chi ¢ mot ching dung trong céng nghiép—ching ndm men san xuét banh
my Nhat Ban — c6 kha ning phét trién d4ng ké trén D-asparagin, diéu d6 cho thay no
mang cac gen ASP3 tu nhién. Chung S288C trong phong thi nghiém dugc st dung lam

chung dbi chimg dwong, vi né duoc biét 1a mang 4SP3.

Tai thoi diém zero, ching kiéu dai trudc tién dugc cdy chuyén trong méi truong
t6i thiéu chira D-asparagin (10 g/L) lam ngudn nito duy nhat (sucroza lam ngudn
cacbon). Trong moi trudng nay, kiéu dai thé hién tdc d6 sinh trudng rit chdm, va trong
céc didu kién nay, té bao voi cac dot bién tu nhién cho phép biéu hién 4SP3 cao hon
khong dang ké s& c6 uu diém chon loc. Dé dua vao bién di, cac t& bao duoc gy dot
bién bing tia UV trén co so hing tuan, véi cic lidu UV thay ddi (10-99% lidu gay
chét). Chung dugc cdy chuyén lién tuc (trén co so hing ngay) va sb doc ODsoo duge
14y dé theo d&i su sinh truéng twong ddi. Vao mdi lan cdy chuyén, cac té bao duoc ciy
vao moi trudng méi véi ODeoo vao thoi diém ban dAu cling bang 0,01. Trong khoang

thoi gian bon tuan, toc d9 sinh trudng ciia nam men da duge gdy dot bién trén moi
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trudng chon loc duge quan sat thdy 1a gia ting, sao cho né tuong duong véi toc do
sinh trudng trén moi trudng khong chon loc. Piéu nay goi y rang céac tic gia sang ché
da chon loc céc t& bao c6 su biéu hién 4SP3 ting trong didu kién khong gy cam ung,
do d6 tao ra nén tang di truyén t5t dé bat dau chon loc cc thé dot bién da duoc giai uc
ché (trong didu kién NCR manh hodc diéu kién khong gdy cam tng) v6i kha ning biéu

hién cao nhat.

Sau mot thang, metylamin duoc dua vao méi truong nudi cdy dé diéu khién
NCR manh, tirc 1a diéu kién e ché hoan toan déi voi ASP3. Béng cach st dung dong
duoc gy dot bién lam diém bét dau, luong metylamin tdi thiéu dugc bd sung vao moi
trudong sinh truong (0,05 g/L). Piéu nay lam giam dang ké téc do sinh truéng clia cac

t€ bao xuong cung toc d§ nhu khi bdt dau cay chuyén trén moi trudng chon loc.

Trong bén thang tiép theo, cac dong sinh truéng nhanh nhat duoc cho qua céy
chuyén lién tuc v6i sy c6 mit clia metylamin va gdy dot bién hing tudn bang tia UV
(nhu duge mo ta trén day). Khi tbc do sinh trudng véi su cd mit clia metylamin twong
dwong voi tbe do sinh trudng khi khong c6 mit metylamin, cac khuén lac riéng 1é thu
duoc béng cach ria céy trén mai truong chon loc rdn chira metylamin. Céc khuén lac
cho thdy su sinh trudéng nhanh chéng (trc 14 hinh dang quan sat bang mat thuong
nhanh nhit va kich thudc khuén lac 16n nhét so véi kich thude trung binh x4p xi cla
c4c khuén lac trén dia) duoc Iy va thir nghiém vé hoat tinh phan giai L-asparagin. Sau
d6, cac khuan lac thé hién hoat tinh cao duoc céy chuyén tiép va duogc gay dot bién
bing luong metylamin nhiéu hon ting dan (0,05 g/L dén 12 g/L metylamin) dé lam
tang ap luc chon loc, va do d6 cai thién hoat tinh phan giai L-asparagin. Luu y 1a, viéc
gay dot bién & cac giai doan khac nhau trong khoang thoi gian cdy chuyén lién tuc tao
ra cac dong méi. Chi cac dong thé hién hoat tinh phan giai L-asparagin duoc cai thién,
s0 v6i gidng cdy trude, méi duoe tién hoa tiép.

Pé lam dbi chung, dong nim men kiéu dai chua timg duoc gy dot bién duoc
gitt lai. Dong nay cho phép xac dinh xem liéu mot minh tién héa thich nghi (khong c6
qua trinh gy dot bién) co du dé tao ra kiéu hinh mong mubn (4SP3 dugc giai trc ché
hoan toan), hozc liéu kiéu hinh thu duge c6 phai 1a két qua ctia phuong phép thiét ké

tién hoa (trc 12 tao ra bién di dé chon loc béng cach gay dot bién béng tia UV).

N4m men AR phan giai asparagin trong diéu kién NCR
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Su bidu hién ctia ASP3, va do d6 1a kha nang phén giai asparagin cia nAm men
banh my, bi trc ché & hdu hét cac diéu kién sinh truong. Dé t6i da héa chirc chirc ning
ctia cac chung AR, didu quan trong 1 phai pha v& céc co ché NCR thong thuong kiém
soat sy biéu hién ASP3 1a quan trong. Nhu vdy, ching AR cin phai phan giai
asparagin ngay ca khi dugc cho sinh trudng trong méi truong giau dinh dudng. Dé
kiém tra chic nang ctia nidm men di dugc lam thich nghi, kha ning phan giai

asparagin ctia chung so véi chiing bo me ki€u dai chua thich nghi dugc so sanh.

Tl quy trinh tién hoa thich nghi, ba bién thé chinh dugc nhan dién véi kiéu hinh
mong mudn (sinh trudng trén D-asparagin véi su c6 mit clia metylamin)}—RBAR-01,
RBAR-02 va RBAR-03. Khi cac ching ndy duoc kiém tra hoat tinh phan giai
asparagin, mdi trong sb cac chung nay thé hién mtrc d6 phan huy asparagin cao ngay
ca khi dugc cho sinh trudng & céc diéu kién giau dinh dudng (ac ché) (Fig.2). So véi
kiéu dai—khong c6 hoat tinh dang ké trong thoi gian 1én dén ba gio, va chi c6 hoat
tinh t8i thiéu sau d6 (hon 60% L-asparagin con lai)— murc hoat tinh phan giai L-
asparagin cao quari sat thy & mdi trong sb cac ching AR, ngay ca khi thoi gian thir
nghiém chi 1&4 mot giod (RBAR-01: 82% L-asparagin con lai tai thoi diém 1 gio;
RBAR-02: 59% L-asparagin con lai tai thoi diém 1 gio; RBAR-03: 54% L-asparagin
con lai tai thoi diém 1 gid). Quan trong 1a, RBAR-02 va RBAR-03 thé hién tét hon
mdt cach dang ké & thoi diém mot va hai gio khi so v6i chung dbi chimg GMO duge
thiét k& dé biu hién co dinh ASP3. Piéu nay cing c¢b thém y kién cho ring viéc tién
hoa thich nghi thudng c6 thé tao ra cac giai phap chic ning tot hon viéc thiét ké dao
nguoc nhim dén con nguoi. Hon thé nita, cac dit lidu nay goi y rang ndm men AR di
tién hoa thich nghi s& c6 Umg dung ting trong nganh céng nghiép ma & d6 thuong
mong mubn thoi gian 4 ngén——dé dem lai cac loi ich vé kinh té va tinh an toan thuc
phim. Fig.1 va 2 cling nhau cho thiy ring quy trinh tién héa thich nghi dugc st dung
da thay ddi thanh cong cac didu kién NCR théng thuong sao cho ndm men AR phan
giai asparagin ngay ca khi dugc cho sinh trudng trong moéi truong giau dinh dudng
(YEG). Quan trong 13, cé ba bién thé AR thu duoc tir cac dong dot bién riéng r&, do do6
¢6 kha nang 1a kiéu hinh ctia ching—va céc co ché tac dung di kém— déu tién héa

mot cach doc lap.

Tién hoa thich nghi lap lai 12 quan trong dé tao ra cac ching AR
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Nhu da néu ¢ trén, phuong phép chon loc mdt vong cuia Kamerud va Roon
khong thé 4p dung cho cic ching ndm men banh my cong nghiép. Do d6, phuong
phép tién hoa thich nghi méi, lap lai dugc phat trién dé thu dugc chung AR cé kha
nang phan giai L-asparagin. Muc ti€u cua phuong phdp mdi nay la lam ting tir tir ap
luc chon loc theo thoi gian, két hop véi viée gay dot bién lap, dé dat duoc tinh da dang
di truyén di dé cho phép biéu hién da 4SP3—va do d6 phan huy asparagin—o cac
diéu kién trc ché khéc.

Dé khing dinh su cén thiét cta quy trinh ldp lai nay déi v6i viée phat trién cac
ching AR, su sinh trudng cua cac ching AR cubi, cling nhu bd me kiéu dai ciia chung,
duoc kiém tra ¢ cac muc &p luc chon loc khac nhau. Cac ching duoc céy dia 1én moi
trudng chon loc t6i thiéu (YEG + D-asparagin), mdi trudng chon loc vira phai dugc st
dung boi Kamerud va Roon (YEG + D-asparagin + 3,1 g/ metylamin), va moi trudong
chon loc cao dugc st dung trong nghién ctu nay (YEG + D-asparagin + 12 g/L
metylamin). Nhu mong doi, tit ca cac chung déu phat trién dong déu tét trong céc diéu
kién khong chon loc (Fig.3, dia bén trai), nhung chi cac ching AR c6 kha nang phat
trién trong hau hét cic diéu kién chon loc (Fig.3, dia bén phai). Phi hop voi cac két
qua trude d6, ching bd me c6 kha ning sinh trudng & cac didu kién chon loc vira phai,
mic di chdm hon ching AR d3 tién hoa thich nghi (Fig.3, dia & giita). Su chénh léch
v& mat sinh trudng nay 1a yéu té biéu thi ctia cac thay ddi tién hoa cta cac ching AR
ma lam cho chung cé thé phét trién thanh céng trong moi trudng chon loc cao hon.
Cac dit liéu nay cung nhau nhéin manh su can thiét cta ap luc chon loc tang lap lai dé
lya chon tinh da dang di truyén ké tiép (su tién héa) theo thoi gian. Qua thuc, chi c6
phuong phép 13p lai ndy c6 kha ning tao ra cc ching nim men banh my céng nghiép
c6 kha ndng sinh trudng & cac diéu kién chon loc cao va, do d¢, tac dong dén kiéu hinh

AR dac trung.

Céc ching nim men AR 1a doi con khac biét vé mit chirc nang, dugc lam thich

nghi ti€n hoa cta chung kicéu dai

Viéc tién hoa thich nghi dinh huéng cho phép su phat trién c6 tinh dic hiéu cao
cta kiéu hinh méi (vi du, su phén giai asparagin co dinh). Véi viéc chimg minh kiéu
hinh da tién hoa ctia cac ching AR (Fig.2 va 3), diéu quan trong 1a phai dam bao cac
chiing nay thuc su 1 doi con ctia chung kiéu dai, chir khong phai 1a ching tap bat ky

nhén dugc trong qué trinh nudi cdy. DE xac nhan dong cia cc ching AR (RBAR-01,
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RBAR-02 va RBAR-03), PCR déu van tay inter-delta dwoc sir dung dé dinh kiéu mdi
ching AR dua vao bd me kiéu dai. Trinh tu delta ndm bén sudn cac gen nhay nguoc
TY1 va TY2 dugc phan phéi qua toan bo hé gen ndm men. Do ty 1& dot bién cao trong
cac gen nhay nguoc ndy, sy khuéch dai ctia trinh tu intra-delta dén dén t6 hop nhiéu
dai duoc dinh ¢& c6 thé dugc st dung dé nhan dién cac ching ndm men cu thé (61).
DAu vén tay inter-delta cia RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03 khuéch dai s& luong
giéng nhau, sy phéan bd kich c&, va mat do tuong dbi cua cac dai, khi so sanh voi
chung kiéu dai nay (Fig.4, cac hang so sanh 3, 4, 5 va 6). Diéu nay goi y ring tat ca
cac ching AR da thich nghi déu thu dugc tir cing mét ching bé me, do d6 c6 thé 1a
ching s& ¢ chung cac tinh chat tuong dong vi dyu, dong hoc sinh trudng, sic song, va
tinh phii hop dé sir dung trong nganh cong nghiép banh nuéng. Quan trong 1a, ching
kiéu dai va ching AR duoc dinh kiéu khac so v&i ching ddi chimg ndm men phén giai

asparagin S288C va GMO khong lién quan (Fig.4, hang 1 va 7).
Ching AR biéu hién co dinh asparaginaza II cling nhu phan giai L-asparagin

Hé NCR ctia ndm men cho phép té bao st dung ngudn nito phirc hop theo cach
hiéu qua nhit c6 thé. Ttc 14, khi c6 s&n nhiéu ngudn cé chat luong khac nhau, NCR
diéu hoa su biéu hién gen di héa sao cho cic té bao wu tién s dung nguén ¢ san cb
chét luong t6t nhat truéce khi chuyén dén ngudn tiép theo. Qua thuc, mdi trudng sinh
truong giau dinh dudng nhu YEG chia phic hop gdm nhiéu ngudn nito bao gém
amoni, axit amin tu do, peptit, va protein. Do dé, trong subt qua trinh sinh truéng cta
nadm men trong YEG, s6 luong va chét luong cia nito sdn cé—ciing nhu hoat tinh
NCR—I4 khong d6i. Nhu vdy, mic du cdc chung AR c6 kha ndng phan giai L-
asparagin duoc tdng cao khi duogc cho sinh truéng qua dém trong YEG (Fig.2), su

phén huy asparagin van c6 thé bi gi6i han bdi moi trudng nito cu thé & thoi diém nay.

Dé kiém tra xem su biéu hién gen ASP3—va hoat tinh phan giai L-asparagin
sau d6—c6 dic hiéu voi thoi didm cu thé hay thay vao d6 1a co dinh, thir nghiém
khoang thoi gian dugc thuc hién trong do nidm men dugc 14y mau trong sudt giai doan
24 gid. Sau giai doan nudi cdy qua dém ban dau, s6 luong té bao bang nhau ctia mdi
ching duoc cdy vao mdi truong nudi cdy YEG méi va duge cho sinh trudng trong 24
gid. Cac mAu tir mdi chung dugc ldy ¢ céc khoang thoi gian 12 6 gio dé do ca sw phan
hiy L-asparagin (tht nghiém chuén 1 gi®), cling nhu sy biéu hién gen ASP3 qua
qPCR.
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Nhu dugc thé hién trén Fig.5A, tat ca cac ching sinh truéng & tdc do tuong

duong, cho phép thu duge sb lugng té bao bang nhau & mdi thoi diém.

V& viéc phan hiy L-asparagin, ca RBAR-02 va RBAR-03 déu c6 kha ning
phén giai hoan toan L-asparagin trong toan b khoang thoi gian (L-asparagin con lai it
hon 10%), trong khi RBAR-01 c6 kha néng di hda L-asparagin murc trung binh trong
cung khoang thoi gian do (L-asparagin con lai trung binh 1a 60%). Quan trong la,
ching kiéu dai nay khong thé hién kha ning phan huy L-asparagin dang ké bat ky tai
thoi didm bt ky trong giai doan thir nghiém (Fig.5B). Luu y 13, cac dit liéu nay phu

hop vai su phan giai L-asparagin quan sat dugc trude do trén Fig.2.

Khi dugc thir nghiém v& su biéu hién ASP3, tit ca cic ching AR déu thé hién
su biéu hién co dinh ASP3 (Fig.5C). Tinh trung binh ciia tit ca cac thoi diém, RBAR-
01, RBAR-02 va RBAR-03 thé hién gia tri ASP3 1an lugt 16n hon gép 4,7, 9,6, va 10,5
14n so véi kiéu dai (Fig.5C). Tha vi 14, d6 16n twong dbi cta su biéu hién co dinh phan
4anh kha ning phan giai L-asparagin ctia mdi chiing trong toan bd khoang thoi gian (so
sanh Fig.5B va 5C). Cudi cling, su biéu hién 4SP/ & tit ca cac ching AR khong thay
ddi so véi kiu dai (Fig.5D), cho thiy ring su phan giai L-asparagin quan sat duoc 1a
két qua cua asparaginaza gén thanh té bao II (ASP3), hon 1a ctia asparaginaza I (ASP1)
bao tan. Két hop cling nhau, céc dit liéu nay cing chi ra rang cac ching AR biéu hién
co dinh ASP3 va phén giai theo cach co dinh L-asparagin do két qua cta su tién hoa
thich nghi cua chiing.

Ching AR thé hién dong hoc asparaginaza II dugc ting cudng va dic trung

Qua trinh di hoa asparagin san sinh axit aspartic va amoniac, ca hai chat nay
du c6 thé duoc chuyén héa thanh hop chit khong mui vi nhu pyrazin trong qua trinh
niu st dung nhiét d6. Do d6, trong céc img dung san xuét thuc pham nhéat dinh, c6 thé
c¢6 loi néu str dung ndm men AR c6é muc hoat tinh asparaginaza II dudi mic tdi da dé
tranh viéc tao ra chat khong mui vi. Dé kiém tra dong hoc asparaginaza II trong mdi
ching ndm men AR, céc gidng cdy qua dém duoc chy vao mdi truong YEG chura L-
asparagin dén sé luong té bao cd dinh. Sau d6, cac miu duoc liy & cac khoang 30 phut
va L-asparagin con lai dugc phan tich. Mic du ca ba ching AR d&u thé hién su phén
hity L-asparagin so véi mau dbi chimg kiéu dai, dong luc phan hiy L-asparagin khong

bing nhau & céc ching AR (Fig.6). Cu thé hon, RBAR-01 c6 ty 1¢ phan hity L-
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asparagin thdp hon so v6i ca RBAR-02 va RBAR-03 (RBAR-01: 82% L-asparagin
con lai tai thoi diém 90 phut), trong khi RBAR-02 va RBAR-03 1a twong tu nhau
(RBAR-02: 54% L-asparagin con lai tai thoi diém 90 phut; RBAR-03: 66% L-
asparagin con lai tai thoi diém 90 phat). Céc dit liéu nay phu hop véi sw phan huy L-
asparagin quan sat dugc trén Fig.2 va, duogc 14y két hop vai cac dit liéu con lai, ung hd

kiéu hinh trong ndm men AR di tién hoa thich nghi.

Chung AR thé hién su biéu hién gen khac nhau d6i vai cac gen dugc diéu hoa
boi NCR

Do ban chét khong dédc hi¢u ¢b hitu ctia no, viée gdy dot bién ngau nhién va tién
hoa thich nghi c6 kha ning thay dbi su biéu hién cua nhiéu gen khéc nhau, ngoai gen
dang quan tdm. Véi viéc xac dinh ring cc chung ndm men AR thuc su biéu hién co
dinh ASP3 va phén giai L-asparagin voi su ¢ mit cia ngudn nito ¢é chat lugng trong
céc didu kién NCR hoat tinh khac (Fig.2, 5, va 6), cac tac gia sang ché da danh gia

profin bi€u hién gen tong ctia nam men AR.

Pé lam diéu nay, mot luong c¢b dinh cac té bao tir cac giéng céy qua dém dugc
cdy vao moi truong YEG méi va cac gidng cdy duoc U trong sau gio. Sau dé, toan bo
ARN duoc chiét tir cac mAu va thu vién doc trinh ty ARN duoc tao cdu tric tir cADN
phi€én ma ngugc (mdi poly dT). Viéc doc trinh tu dwgc thuc hién trén nén kiéu

Ilumina HiSeq2500 ning suét cao trong cAu hinh ghép cip dau cudi 2x100bp.

Trung binh, 67,5 tridu gia tri doc ddi v6i mdi chung thu dwoc twong duong véi
6.818 megabazo va d6 bao phti gdp khoang 560 lan (gia st hé gen don bdi 12Mb). Dit
liéu doc trinh ty thudong c6 chit luong rit cao, voi 94% diém Q 16n hon hoic bang 30,
va diém Q trung binh 13 37.

Cac gié tri doc thé dbi voi mdi chung duge lam gon va loc chit lugng (diém Q
16n hon hodc bang 30) trudce khi 1ap ban db dbi voi hé gen tham chiéu S288C. Trung
binh 97,6% gia tri doc dugc sip thing thanh cong. Céac gia tri doc sau khi sip thing
dugc sit dung dé tao cdu triic cho mdi sb gia tri doc gen ma sau d6 tao ra co s& cho
viéc phén tich su biéu hién gen khéc nhau (DEG). V&i mdi chung AR, sy thay dbi log2
lan ctia mdi gen so voi kiéu dai duoc tinh toan (Fig.7). Cac gen c6 gia tri thay dbi do
16n hon 1,5 14n va sé gia tri doc cua kiéu dai it nhat 1a 100 dugc xem la dugc biéu hién

khéc biét (DE). Fig.8A va bang 8 so sanh mirc d6 biéu hién ctia DEG trong mdi chiing
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AR. Bing cic tidu chuin dbi voi DEG nay, 81(1,6%), 73 (1,4%), va 84 (1,6%) DEG
(trong s6 5121 ORF S288C dugc kiém tra) duoc quan sat thiy 1an luot trong mdi trong
s6 RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03. Ngoai ra, 50 trong s 113 (44,2%) DEG la
chung véi ca ba chung, trong khi 75 (66,4%) DEG la chung véi it nhét hai trong sb cac
ching AR (Fig.8B). Bing phan tich RNAseq, 4SP3 nim trong sb cac gen dinh duoc
diéu hoa ting trong mdi trong sé céc ching AR (bang 8). Thuc té, ASP3 duoc diéu hoa
tang lan lugt 4,9, 7,8 va 8,9 lan trong RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03, phi hop véi
dit liéu phan gidi L-asparagin va dit liéu gPCR thu duogc trén Fig.5B va 5C.

Ngoai 4SP3, viéc phan tich DEG cho thiy su diéu hoa khac nhau vé co ban cta
nhiéu gen NCR (Fig.9A). Tong cong, 15 (19,0%), 15 (19,0%), va 17 (21,2%) trong sb
79 gen dugc kiém soat NCR da biét duoc biéu hién khéc nhau lan luot trong RBAR-
01, RBAR-02 va RBAR-03. Tt ca cac gia tri lam giau nay déu rit c6 y nghia théng ké
boi thir nghiém chinh xac Fisher (p < 0,0001).

Cudi ciing, d phan tich con duong va mang luéi di truyén bi tac dong trong
nidm men AR theo quan diém bao trim, phén tich ban thé gen cua DEG cling dugc
thuc hién trong mdi trong s cic ching AR (bang 9). Trong khi nhidu qua trinh sinh
hoc, cc ngin t€ bao, va cic chirc ning phén tir bi tac dong dang ké, rd rang nhét 1a sy
mét diéu hoa hang loat dbi v&i viec van chuyén chét dinh dudng & cac chung AR, dic
biét 1a van chuyén axit amin (Fig.9A, bang 8 va 9). Thuc té, nhiéu DEG dinh (ca dugc
diéu hoa ting va diéu hoa gidm) 13 enzym permeaza, bao gbm UGA4, GAP1, MEP2,
DAL4, DALS, PUT4, OPT2, HXTS, HXT4, HXT10, HXT11, HXT14, HXT9, MUPI,
TATI1, MUP3, va GNP1 (Fig.9A va Bang 8).

Két hop ciing nhau, cac dir liéu nay chi ra ring ndm men AR tién héa thich nghi
c6 profin biéu hién gen khac biét d4ng ké so véi bd me chua tién héa cta ching. Ngoai
ra, con dudng chinh bi tac dong trong nAm men AR bao gdm con duong kiém soat

NCR va van chuyén axit amin.

Toan bd ARN duoc thu tir ching kiéu dai va cic ching ndm men AR (RBAR-
01, RBAR-02 va RBAR-03) trong qu4 trinh sinh truong theo ham mi trong YEG. Thu
vién doc trinh tu ARN (TruSeq v3)—thu dugc tir toan b6 ARN—duoc doc trinh tu
trén nén kiéu Illumina HiSeq2500 ning suit cao trong cdu hinh ghép cap dau cudi

2x100 bp. Cac gia tri doc ban dau dugc loc vé chét lugng va duoc 1ap ban dd dbi véi

-43-



33386

hé gen tham chiéu S288C. Céc gié tri thay dbi logz 1an (so véi kiéu dai) duge tinh cho

mdi trong sb 6.604 ORF ctia ndm men (da kiém tra, khong dic trung, va khong chic

chén). Cac gen da biéu hién khac biét duoc goi tén theo céc tiéu chudn sau diy: > thay

ddi |1,5| log2 1an & > 100 s6 dém trong ndm men kiéu dai. Xem bang 8.

Bang 8: Gen bi€u hién khac nhau & cac ching nim men AR.

RBAR-01 RBAR-02 RBAR-03
ID gen Téngen Mota log, FC? log, FC log, FC
Gen duoc diéu hoa tang (> 1,5 logy)

Chat diéu tiét am cia nhiéu con dudng phan giai

YKR034W DAL80  nito 3,408 4,596 4,776

YDL210W UGA4 GABA (gamma-ammobutyrat) permeaza 2,399 3,374 3,658

YKRO39W GAPI Axit amin phd bién permeaza 2,528 3,277 3,254
L-asparaginaza II thanh té bao lién quan dén quéa

YLRI57C  ASP3-2  trinh dj hoa asparagin 2,323 3 3,172
L-asparaginaza II thanh té bao lién quan dén qua

YLR160C  ASP3-4  trinh di hoa asparagin 2,282 2,955 3,161
L-asparaginaza II thanh té bao lién quan dén qua

YLR155C  ASP3-1 trinh dj hda asparagin 2,298 2,959 3,156
L-asparaginaza II thanh té bao lién quan dén qua

YLR158C  ASP3-3  trinh di hda asparagin 2,283 2,943 3,132
Amoni permeaza lién quan dén su sinh truéng gia

YNL142W  MEP2 nim 2,359 2,505 2,847

YIR028W  DAL4 Allantoin permeaza 1,823 2,557 2,655

YJR152W  DALS Allantoat permeaza 1,664 2,559 2,474
Glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza

YJLO52W  TDHI1 (GAPDH), isozym 1 2,351 2,124 2,297

YHR174W ENO2 Enolaza 11, phosphopyruvat hydrataza 2,325 1,933 2,257

YOR348C PUT4 Prolin permeaza 2,046 2,677 2,222
Chu tric dudi phén tir xen k& gia dinh clia suxinat

YLR164W  SHH4 dehydrogenaza (SDH) 1,832 2,053 2,188

YKL152C GPMI Phosphoglyxerat mutaza dang tetrame 2,146 1,884 2,135

YPR194C  OPT2 Chét van chuyén oligopeptit 1,773 1,723 2,099

YALO038W CDC19  Pyruvat kinaza 2,148 1,671 2,085

YIR032C DAL3 Ureidoglycolat lyaza 1,638 1,847 2,085

YGR254W ENOI Enolaza I, phosphopyruvat hydrataza 2,014 1,688 1,976
Hydrophilin thiét yéu trong qua trinh hut 4 dm-tai

YPL223C  GREI hydrat hoa 2,376 1,71 1,949

YKL060C  FBAI1 Fructoza 1,6-bisphosphat aldolaza 1,848 1,536 1,89

YPLO54W  LEEI Protein ngon tay k&m c6 chirc nang chua biét 1,449 1,823 1,844

YKRO097W  PCKI1 Phosphoenolpyruvat carboxykinaza 1,626 1,055 1,83

YMRI175W SIP18 Hydrophilin li€n két phospholipit 1,875 1,308 1,795
Chét van chuyén hexoza c6 4i luc trung binh véi

YHR096C  HXTS glucoza 1,767 1,855 1,756
Hypoxanthin-guanin phosphoribosyltransferaza

YDR399W HPTI dang dime 1,468 1,434 1,741

YPL265W  DIPS Dicarboxylic amino axit permeaza 1,288 1,671 1,702
Yéu t6 phién ma khoa kéo loxin co ban (bZIP) clia

YOR028C  CINS ho yAP-1 1,4 1,476 1,68

YDL222C  FMP45  Protein mang nguyén dinh vi & ty thé 1,767 1,67 1,618

YAL062W  GDH3 Glutamat dehydrogenaza phu thugc NADP(+)- 1,606 0,843 1,543

YEL065W  SIT1 Chét van chuyén ferrioxamin B 1,134 1,1 1,54

YMR303C ADH2 Dehydrogenaza rugu trc ché glucoza Il 1,49 1,362 1,523

YOL086C ADHI Dehydrogenaza rugu 1,571 1,342 1,522

Gen diéu hoa giam (> -1,5 logy)
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YCR106W
YCR104W
YHRO092C

YLR307W

YGL183C
YFLO11W
YCL064C
YGROS5W

YHR184W
YGL184C
YJL223C
YLR303W
YALOI2W
YDL227C

YOL156W
YBRO40W

YNL318C

YJL219W

YBRO069C
YHLO36W
YNRO75W
YHR216W
YDR522C
YDRS508C
YJR137C

YOR313C
YHR183W
YLR461W
YBRO73W
YLL063C

YOR237W

YJL038C

YDR345C
YLR308W

YDRS501W
YKLO001C

YARO73W
YNL277W
YORI83W
YLR343W
YNRO76 W

YERO70W
YCR107W

YHR153C
YDRS542W
YBLO31W

RDSI
PAU3
HXT4
CDAl

MND1
HXT10
CHAL1
MUPI

SSP1
STR3
PAUI1
MET17
CYS3
HO

HXT11
FIG1

HXT14

HXT9

TATI
MUP3
COS10
IMD2
SPS2
GNP1
METS5

SPS4
GNDI1
PAU4
RDH54
AYTI

HESI1

LOHI

HXT3
CDA2

PLM2
MET14

IMD1
MET2
FYVI12
GAS2
PAUG6

RNRI1
AAD3

SPO16
PAUI10
SHE1

Yéu t6 phién ma cum kém gia dinh

Thanh vién cua ho da gen seripauperin

Chét van chuyén glucoza ai lyc cao

Kitin deaxetylaza

Protein can dé tai tb hop va tich nhan clia qué trinh
giam phén

Chét van chuyén hexoza gia dinh

L-serin (L-threonin) deaminaza di héa

Methionin permeaza &i luc cao

Protein lién quan dén viéc kiém so4t sy tach nhén
ctia qud trinh giam phén

Xystathionin beta-lyaza thudc peroxisom

Thanh vién cua ho da gen seripauperin

O-axetyl homoserin-O-axetyl serin sulfhydrylaza
Xystathionin gamma-lyaza

Endonucleaza dac hiéu vi tri

Chét van chuyén hexoza gia dinh gin gibng véi
Hxt9p

Protein mang nguyén cén dé lién két hiéu qua
Protein c6 do twong ddng véi cac thanh vién ho chat
van chuyén hexoza

Chét van chuyén hexoza gia dinh gin giéng voi
Hxtl1p

Chét van chuyén axit amin déi véi valin, loxin,
isoloxin, va tyrosin

Methionin permeaza 4i luc thap

Protein c¢é chirc ning chwa biét

Inosin monophosphat dehydrogenaza

Protein biéu hién trong qua trinh tao bao tir
Glutamin permeaza &i luc cao

Céu tric dudi phan tir sulfit reductaza beta
Protein ¢6 su biéu hién dugc cam tmg trong qua
trinh tao bao tir

6-phosphogluconat dehydrogenaza (khir carboxyl)
Thanh vién cua ho da gen seripauperin

ATPaza phu thuéc ADN

Axetyltransferaza

Protein duoc bao gdm trong viéc didu hoa qua trinh
sinh tong hop ergosterol

Protein lién quan dén viéc rap thanh bao tir phia
ngoai

Chét van chuyén glucoza 4i luc thép ciia siéu ho yéu
t6 hd tro chinh

Kitin deaxetylaza

Yéu t6 phién ma gia dinh, chtra mién két hop
Forkhead

Adenylylsulfat kinaza

Protein khong mang chitc ning c6 d6 ddng nhét véi
IMP dehydrogenaza
L-homoserin-O-axetyltransferaza

Protein chua biét chirc ning
1,3-beta-glucanosyltransferaza

Thanh vién cia ho da gen seripauperin

CAu trac dudi don vi 16n isoform chinh cta
ribonucleotit-diphosphat reductaza
Aryl-dehydrogenaza rugu gia dinh

Protein dc hiéu qua trinh giam phan dbi véi viéc
rép phtrc hé soi ghép

Protein chua biét chuc nang

Protein thoi vo séc
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-6,071
-3,317
-1,954

-2,213
-3,191
-2,595
-2,547

-2,031
-2,243
-0,731
-2,128
-1,912
-1,468

-2,246
-1,11

-2,432
-2,316

-2,001
-1,963
-2,381
-2,175
-2,191
-2,019
-1,762

-1,539
-1,718
-1,861
-1,658
-1,563

-2,082
-1,67

-1,698
-1,638

-1,555
-1,519

-1,574
-1,52

2,234
-1,316
-1,468

-1,319
-1,387

-1,731
2,432
-1,258

-8,722
-6,925
-3,456
-3,392

-3,269
-3,044
-2,881
-2,69

-2,585
-2,528
-2,492
-2,455
-2,355
-2,322

-2,322
-2,285

-2,285
-2,17

2,105
-2,098
-2,089
2,075
-2,044
-2,035
-1,978

-1,977
-1,937
-1,907
-1,831
-1,809

-1,798
-1,786

-1,755
-1,726

-1,724
-1,7

-1,7

-1,689
-1,672
-1,655
-1,644

-1,63
-1,63

-1,585
-1,585
-1,533
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YERIO3W  SSA4 Protein sé¢ nhiét dugc cam tmg cao khi ¢6 sirc ép
YER091C  MET6 Methionin synthaza khoéng phu thudc cobalamin

YHRO14W SPO13  Chét diéu tiét qua trinh giam phén

YLR084C RAX2 Protein N-glycosyl hoa

Protein di€u hoa viéc dinh vi nhén cia Rnr2p va

YLR437C  DIF1 Rnrdp

-1,269
-1,214
-1,573
-1,304

-1,316

-1,409
-1,506
-1,286
-1,042

-1,143

-1,527
-1,509
-1,509
-1,508

-1,506

2 thay dbi sb lan

Céc gen biéu hién riéng bi¢t dugc nhan dién trong bang 8 dugc phan tich béng

phuong phap phan tich sy lam gidau GO (bang 9). Gia tri p cua qua trinh lam giau dugc

hiéu chinh cho viéc kiém tra nhiéu lan bang phuong phép Holm-Bonferroni.

Bang 9: Phuong phép phén tich lam giau ban thé gen (GO) & cac ching nAm men AR.

Qua trinh sinh hoc

Gié tri p cta Phén Phan
Thuét ngit gen qué trinh 1am  Gen dugc  tram tram h¢

giau lam giau  DEG? gen
Qua trinh chuyén hoéa axit amin ho aspartat 1,8E-06 12 7,0% 0,2%
Quié trinh chuyén héa oxoaxit 3,1E-05 25 14,5%  0,5%
Qua trinh chuyén hoa axit hitu co 3,2E-05 25 14,5%  0,5%
Qua trinh chuyén héa axit carboxylic 7,2E-05 24 14,0% 0,5%
Van chuyén xuyén mang axit amin 9,8E-05 8 4,7% 0,2%
Qué trinh chuyén hoéa hop chét nito hiru co 1,2E-04 30 17,4%  0,6%
Van chuyén xuyén mang axit hitu co 2,1E-04 8 4,7% 0,2%
Van chuyén hexoza 2,4E-04 7 4,1% 0,1%
Vién chuyén monosacarit 2,4E-04 7 4,1% 0,1%
Qué trinh sinh tong hop axit amin chua luu
huynh 5,3E-04 8 4,7% 0,2%
Qua trinh chuyén hoéa phan tir nho 6,9E-04 32 18,6% 0,6%
Qua trinh di hoa axit amin ho aspartat 9,5E-04 5 2,9% 0,1%
Van chuyén xuyén mang anion 1,0E-03 9 5,2% 0,2%
Quaé trinh di hoa asparagin 1,3E-03 4 2,3% 0,1%
Qua trinh sinh san ¢ sinh vat don bao 2,2E-03 13 7,6% 0,3%
Hinh thanh nang bao tir 3,6E-03 11 6,4% 0,2%
Phét trién t& bao 3,6E-03 11 6,4%  0,2%
Qué trinh chuyén hoa axit amin chta luu huynh ~ 4,0E-03 8 4,7% 0,2%
Qua trinh di héa hop chét nito hitu co 4,7E-03 11 6,4% 0,2%
Qua trinh sinh téng hgp methionin 5,0E-03 7 4,1% 0,1%
Van chuyén axit amin 5,4E-03 8 47%  02%
Rép thanh nang bao tir 5,4E-03 8 4,7% 0,2%
Rép thanh bao tr 5,4E-03 8 4,7% 0,2%
Su phét sinh thanh bao tur 5,4E-03 8 4,7% 0,2%
Su phét sinh thanh nang bao tur 5,4E-03 8 4,7% 0,2%
Qué trinh phat trién lién quan dén su sinh san 6,1E-03 13 7,6%  0,3%
Qua trinh sinh san sinh vét don 6,1E-03 13 7,6% 0,3%
Tao bao tur hitu tinh 6,2E-03 11 6,4% 0,2%
Tao bao tir hitu tinh din dén su hinh thanh bao tir
clia té bao 6,2E-03 11 6,4% 0,2%
Rép thanh té bao kiéu ndm 6,3E-03 8 47%  02%
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Rép thanh té bao 7,3E-03 8 4,7% 0,2%
Qué trinh chuyén hoa alpha-axit amin 8,1E-03 14 8,1% 0,3%
Dip (g té bao d6i v6i viée doi ngudn nito 9,0E-03 4 2,3% 0,1%
Dap ting té bao ddi véi cac ham 1uong nito 9,0E-03 4 2,3% 0,1%
Qua trinh chuyen hoéa axit amin té bao 1,1E-02 16 9,3% 0,3%
Van chuyén axit carboxylic 1,4E-02 9 5,2% 0,2%
Chu trinh t& bao cua qué trinh giam phan 1,4E-02 15 8,7% 0,3%
Su phat trién hinh dang cAu tric giai phiu 1,5E-02 14 8,1%  0,3%
Su phat trién cAu trac giai phiu 1,5E-02 14 8,1% 0,3%
Qué trinh chuyén héa methionin 1,5E-02 7 4,1% 0,1%
Qua trinh chuyén hda axit amin ho serin 1,5E-02 7 4,1% 0,1%
Vén chuyén axit hitu co 1,5E-02 9 5,.2% 0,2%
Qua4 trinh chuyén héa xystein 1,5E-02 5 2,9% 0,1%
Su phat trién hinh dang thanh phan té bao 1,7E-02 10 5,8% 0,2%
Van chuyén Xuyén mang 1,8E-02 20 11,6%  0,4%
Qua trinh phat trién té bao 1,9E-02 15 8,7% 0,3%
Qua trinh chuyén héa nucleotit nicotinamit 2,5E-02 9 5,2% 0,2%
Qua trinh chuyén hoa nucleotit pyridin 2,8E-02 9 5,2% 0,2%
Qua trinh chuyén hoéa pyruvat 2,8E-02 7 4,1% 0,1%
Qué trinh chuyén hoa asparagin 3,2E-02 4 2,3% 0,1%
Van chuyén hydratcacbon 3,8E-02 7 4,1% 0,1%
Qua trinh thuy phéan glucoza 3,9E-02 6 3,5% 0,1%
Tao méi glucoza 4,7E-02 6 3,5% 0,1%
Ngin té bao

Gid tri p cta Phan Phan
Thuat ngit gen qué trinh lam  Gen dugc  trdm tram hé

giau lam giau DEG? gen
Mang sinh chét 8,4E-08 28 16,3%  0,5%
Ving ngoai vi té bao 6,3E-07 32 18,6%  0,6%
Ving khéng gian chat bao dugc bao quanh bdi
thanh té bao 3,0E-03 4 23%  0,1%
Mang té bao 1,7E-02 50 29,1%  1,0%
Ving khong gian chit bao 2,0E-02 4 23%  0,1%

Chuc ndng phan tu

Gié tri p cta Phan Phan
Thuét nglt gen qué trinh 1am  Gen dugc  trdm tram hé

giau lam giau DEG? gen
Hoat tinh chét van chuyén monosacarit xuyén
mang 4,4E-06 7 4,1% 0,1%
Hoat tinh chat van chuyén hexoza xuyén mang 4,4E-06 7 4,1% 0,1%
Hoat tinh chét van chuyén dudng xuyén mang 3,7E-05 7 4,1% 0,1%
Hoat tinh chit van chuyén dic hiéu co chat 4,0E-05 21 122%  0,4%
Hoat tinh chat van chuyén xuyén mang dic hidu
co chat 7,0E-05 19 11,0%  0,4%
Hoat tinh chit van chuyén fructoza xuyén mang  8,5E-05 6 3,5% 0,1%
Hoat tinh chit van chuyén manoza xuyén mang  8,5E-05 6 3,5% 0,1%
Hoat tinh chét van chuyén hydratcacbon xuyén
mang 9,9E-05 7 4,1% 0,1%
Hoat tinh chét vén chuyén hydratcacbon 9,9E-05 7 4,1% 0,1%
Hoat tinh chat van chuyen glucoza xuyén mang  1,3E-04 6 3,5% 0,1%
Hoat tinh chét van chuyen axit amin xuyén mang 1,8E-04 8 4,7% 0,2%
Hoat tinh chét van chuyen L-axit amin xuyén 2,1E-04 6 3,5% 0,1%

-47-



33386

mang

Hoat tinh chét van chuyén axit carboxylic xuyén

mang 2,7E-04 9 5,2% 0,2%
Hoat tinh chét van chuyén xuyén mang 4,1E-04 19 11,0% 0,4%
Hoat tinh chat van chuyén axit hitu co xuyén

mang 4,2E-04 9 5,2% 0,2%
Hoat tinh asparaginaza 4,9E-04 4 2,3% 0,1%
Hoat tinh chét vén chuyén 6,8E-04 21 12,2%  0,4%
Hoat tinh chat van chuyén galactoza xuyén mang 1,4E-03 4 2,3% 0,1%
Hoat tinh chat van chuyén anion hiru co xuyén

mang 1,6E-03 9 5,2% 0,2%
Hoat tinh chit van chuyén anion xuyén mang 3,1E-03 10 5,8% 0,2%
Hoat tinh chét van chuyén axit amin trung tinh

Xuyén mang 1,2E-02 4 2,3% 0,1%

Hoat tinh hydrolaza, tic dong lén lién két
cacbon-nito' (nhung khong phai peptit), trong cac
amit mach thang 1,8E-02 6 3,5% 0,1%

Hoat tinh chit van chuyén L-prolin xuyén mang ~ 2,8E-02 3 1,7% 0,1%

2 Céc gen duoc biéu hién khac biét (Differentially expressed genes)

Ching AR khéc biét v& mit di truyén v6i bd me khong duoc tién hoa thich nghi cta

chung

Nguyén tic co ban chi phéi su tién héa thich nghi 1a viéc tich lily cic dot bién
ma nhin chung tao cho sinh vét lgi thé phu hop trong mdi truong ddc biét. Lya chon
cac chung AR dya trén kha nang phén gidi theo cach co dinh L-asparagin (Fig.1, 2, 5,
va 6), va nhan dién cac tdp con cua cac DEG lién quan trong cac ching AR (Fig.7, 8,
va 9), cac tac gia sang ché tiép theo mudn kiém tra cac ching AR d biét hoa cac dot
bién trén toan hé gen. P& lam diéu nay, ADN hé gen tir mdi trong sé cac chung AR,
cling nhu b6 me, duoc phan 1ap va thu vién doc trinh tu ADN duoc chudn bi. Viéc doc
trinh tu duge thuc hién trén nén Illumina MiSeq trong ciu hinh ghép cap dau cubi

2x300 bp.

Trung binh, thu duoc 4,05 triéu gia tri doc cho mdi ching twong duong véi
2.430 megabazo va do bao pht gép khoang 203 lan (gia sir hé gen don boi 12Mb). Dix
liéu doc trinh ty thudng co chét lugng rat cao, voi 84% diém Q 16n hon hoic béng 30,

va diém Q trung binh 1a 35.

Gia tri doc tho dbi véi mdi chung duoc lam gon va loc chét luong (diém Q lon
hon hodc bang 30) trudce khi lap ban db d6i véi hé gen tham chiéu S288C. Trung binh
96,12% gia tri doc dugc sép thang thanh cong. Céc gié tri doc duoc lap ban d6 duoc su
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dung dé tao ra cac sd liéu théng ké xép chdng va trinh tu lién ing ddi voi mdi bazo
trong hé gen. Sau do, thong tin nay duoc so sanh voi hé gen tham chiéu va cac dot bién
duoc dién giai dya vao trinh tu tham chiéu S288C. Cudi cung, cac dot bién da nhén
dién trong cac ching AR duoc loc dua vao céc dot bién cling dugc nhén dién trong
chung kiéu dai nay, dé loai bo cac dot bién thira. Dé ting d6 nhay théng ké dé nhan
dién cac dot bién, dir liéu doc trinh tu ARN duoc tao ra ban ddu dbi voi DEG cling
duoc st dung dé goi tén cac dot bién. Vi hé gen ctia ndm men la xp xi 72% ma hoa,

tap hop dit liéu ARNseq tao ra do phu t6t d6i voi khdi hé gen cua ndm men.

Céc s6 lidu théng ké tong két ddi véi viec phén tich dot bién duoc dua ra trong
bang 10 va 11. Céc so sanh chong lap dot bién gitta cdc chung AR dugc thé hién trén
Fig.10. Thu vi 14, 15.918 trong s 21.047 (75,6%) d6t bién 1a chung v&i ca ba ching,
trong khi 17.571 (83,5%) la chung véi it nhat hai trong s cac ching AR (Fig.10).

ADN hé gen duoc thu tir chung kiéu dai va cac chung ndm men AR (RBAR-01,
RBAR-02 va RBAR-03). Thu vién doc trinh ty ADN (Nextera XT)—thu dugc tir
ADN hé gen—duoc doc trinh tur trén nén Illumina MiSeq trong cdu hinh ghép cip déu
cudi 2x300 bp. Céac gia tri doc ban dau duogc loc vé chét lugng va dugc lap ban dd dbi
v6i hé gen tham chiéu S288C. Cac chdng gia tri doc duoc sir dung dé goi tén cac bién
thé & mdi nucleotit so véi trinh tu lién tmg S288C. Céc bién thé & cic chung ndm men

AR duoc loc dya vao cac bién thé kiéu dai dé loai loai bo dot bién thira. Xem bang 10.

Bang 10: Téng két cac dot bién téng cong dugc nhédn dién trong tép hop dit liu doc
trinh tw ADN va doc trinh tu ARN.

Kiéudai RBAR-01 RBAR-02 RBAR-03

Doc trinh tu ARN
Céc d6t bién da nhan dién  58.071 52.324 53.096 52.323
Kiéu dai dugc loc - 3.728 4.098 3.778
Doc trinh twy ADN
Céc d6t bién da nhan dién  58.071 69.567 69.261 68.979
Kiéu dai duoc loc  -- 17.435 17.190 17.223
Céc dot bién két hop -- 18.355 18.136 18.045
ARNseq dac trung  -- 920 946 822
ADNseq dic trung - 14.627 14.038 14.267
ARN/ADN seq chung  -- 2.808 3.152 2.956
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Bang 11 | Su pha v& céc kidu dot bién trong chung AR. Céc dot bién dugc nhén dién

trong bang 10 dugc phan loai theo kiéu ctia chung.

RBAR-01 RBAR-02 RBAR-03

Tbng cac dot bién dic trung 18.355 18.136 18.045
Céc dot bién khong ma hoa 10.820 10.619 10.690
Dot bién gen khoi dau? 8.378 8.249 8.281
TFBS® 4.894 4.792 4.862
Khéng TFBS  3.484 3.457 3.419
Céc dot bién khac gen 2.442 2.370 2.409
Dot bién exon 9.205 9.130 9.028
SNV® dong nghia 5.630 5.598 5.540
SNV khong ddng nghia 2.975 2.939 2.928
Cai xen xé dich khung 131 136 126
Xoa x€ dich khung 86 77 77
Thay thé xé dich khung 21 16 12
Cai xen khong xé dich khung 176 188 163
X6a khong xé dich khung 98 102 99
Thay thé khong xé dich khung 36 30 31
Piém dimg dat 45 38 46
Diém dimg mat 7 6 6

2 Gen khai diu duge xac dinh boi vi tri -1000 dén -1 so véi vi tri bat ddu phién ma
b Vi trf lién két yéu t& phién ma (Transcription factor binding site)
¢ Bién thé nucleotit don (Single nucleotit variant)

Can ct vao viéc gdy dot bién ngiu nhién va tién hoa thich nghi 1a cac phuong
phép khong duoc nhim dich, duong nhu 14 phan 16n cac dot bién duge nhan dién trong
cac ching AR 1a khong cén thiét d6i véi kiéu hinh AR, tic 13, sy biéu hién co dinh ctia
ASP3 va su phén hity cua L-asparagin. Do do, vi tri thich hop nhét cho cac dot bién
quyét dinh xay ra 13 trong ving ghi ma cua cac gen lién quan hodc gen khoi dau ctia
céc gen di néu. Quan trong 13, dé cac dot bién vung ghi ma tac dong dén chuc ning
protein, chiing phai anh hudng dén cdu truc protein tuc 1a trinh ty. Tuong tu, dé céc
dot bién vung gen khoi dau tac dong dén su biéu hién gen, duong nhu 1a ching phai
x4y ra trong vi tr lién két yéu t6 phién ma (TFBS). Nhu vy, ca céc bién thé nucleotit
don vung ngoai cing nghia (SNV), cling nhu cac dot bién gen khoi dau khac gen va
khong phai TFBS c6 thé duoc loc ra. Cing nhau, céc tiéu chuédn loc nay dé lai 8.469
d6t bién ung vién (4.894 TFBS va 3.575 vung ngoai), 8.324 (4.792 TFBS va 3.532
ving ngoai), va 8.350 (4.862 TFBS va 3.488 ving ngoai) trong RBAR-01, RBAR-02
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va RBAR-03, mot cach tuong tmg. Do d6, 15 rang la sy tién hoa thich nghi cta cac
ching AR dan dén sy thay dbi trinh tr ADN cia cac chung, nhd d6 cho phép chung
khéc phuc dugc sy trc ché 4SP3 bdi NCR va phan giai theo cach co dinh L-asparagin.

Ching AR lam giam sy tao thanh acrylamit & banh my va banh my nuéng

Acrylamit tao thanh trong banh my khi asparagin tu do phan tng véi cac dudong
khtr & nhiét d6 cao hon 120°C. Quan trong 13, cic duong khtr trong banh my xuét hién
vai lugng du so véi asparaging do d6, mic AA trong banh my c6 tuong quan cao so
v6i ham luong asparagin (26, 67-69). Hon thé nita, d4 ching minh duoc ring mic AA
trong banh my ting dang ké trong qua trinh nuéng banh my, khi asparagin chua duge
phan Ung trén phan bén trong cua cic 6 banh my dugce tiép xtic voi nhiét d6 cao (21).
Do d6, viéc loai bd asparagin trong toan bd 6 banh my trude khi nuéng banh my 1a yéu

t6 quan trong dé lam giam toan bd AA tiém ning ctia banh my.

Sau khi chimg minh duoc ring cac ching ndm men AR biéu hién co dinh ASP3
va phan giai L-asparagin (Fig. 2, 5, va 6), tiép theo cac tac gia sang ché mudn xac dinh
xem liéu cac ching nay c6 thé duoc s dung dé lam giam AA trong banh my hay
khong. D& thuc hién viéc nay, banh my tir bét my tring va nguyén cam duoc tao ra voi
ndm men kiéu dai hodic cac chung AR RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03, va muc AA
dugc phan tich & ca banh my bo 16 va banh my nudéng (Fig.11). Trong tat ca cac banh
my dugc san xut véi ndm men kiéu dai, mic AA nim trong khoang 30-67 ppb. Trai
lai, tAt ca cac banh my duoc san Xult véi cac chung ndm men AR cé mic AA gén nhu
khong phat hién duge (< 10 ppb), tvong duong véi sy giam AA trung binh x4p xi bang
80%. Phu hop vdi tac dong clia viée gia nhiét dén mic AA, mbi twong quan duong 13
rang duoc quan sat thiy gifra viéc nuéng banh my va mic AA trong tit ca cic banh
my duoc san xut boi tit ca cac chiung. Tinh trung binh, viéc nudéng banh my & nhiét
d6 thip, trung binh va cao lam ting AA gip 3, 5, va 7 lan, mot cach twong tmg
(Fig.11). Tuy nhién, trong banh my nuéng duogc san xuit véi cac ching AR, mirc AA
thdp hon dang ké, voi sy giam AA trung binh bang 75-85%. Trong hau hét cac truong
hgp, mic AA trong banh my nudng dugc san xut bdi cac ching AR thap hon so véi
banh my khéng duoc nudéng duoc san xudt boi ching kiéu dai (Fig.10). Luu y 13, cac
két qua va diéu kién nay 1a dai dién ctia nhiéu hon 10 thir nghiém doc 1ap. Cung nhau,
céc két qua nay xac nhan cac ching ndm men AR 1a phuong phdp manh va lién mot

mdi dé lam giam mic AA trong banh my va banh my nuéng.
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Chung AR lam giam sy tao thanh acrylamit & khoai tdy chién

Vi thuc phdm gdc khoai tdy giau ca asparagin va cac dudng khir, chiing ¢6 xu
hudng chira mot s mitc AA (12) cao nhét. Do d6, sau khi d& chtmg minh dugc réng
cac chung ndm men AR biéu hién co dinh 4SP3 va phén giai L-asparagin (Fig. 2, 5, va
6), cling nhu kha ning cta ching dé lam giam dang ké muc AA trong banh my va
banh my nuéng (Fig.11), tiép theo cac tac gia sang ché tién hanh xac dinh xem liéu céc
ching nay cé thé duoc str dung dé lam giam AA trong khoai tiy chién hay khong. Mic
di ndm men khéng phai 13 thanh phan trong khoai tay chién, budc ngdm trong nudc
thuong phd bién dbi voi qué trinh san xudt chiung. Do d6, gia thuyét ring viéc ngam
khoai tdy trong hdn hop nudce/nim men trudc khi ran cé thé lam giam AA trong khoai
tdy chién—trong thoi gian nay ndm men s& phéan giai asparagin trén bé mit cua khoai
tdy, nho d6 lam gidam AA.

Dé kiém tra gia thuyét nay, mic AA dugc phan tich & khoai tdy chién duoc ché
bién tir khoai tdy Russet twoi chi dugc ngdm trong nudc, hoic trong dung dich
nudce/ndm men clia ndm men kiéu dai hodc céac chung AR RBAR-01, RBAR-02 va
RBAR-03 (Fig.12). Phu hop véi ham lugng dudong va asparagin cao cta ching, khoai
tay chién dbi chimg khong c6 ndm men c6 mirc AA cao—440 ppb. Tréi lai, tit ca cac
ching ndm men AR déu c6 kha ning lam giam dang ké ham luong AA cta khoai tay
chién (su giam trung binh 71% — 127 ppb), trong d6 RBAR-03 lam gidm 77% (100
ppb). Pang quan tim 13, chiing nim men kiéu dai c6 kha nang lam giam AA & khoai
tay chién 55% (200 ppb), so véi d6i chimg khong c6 ndm men. Didu nay duong nhu 1a
do kha nang tu nhién ctia nAm men dé 1én men duong. Trén thuc té, trong hau hét cac
thyc phdm bi anh hudng boi AA tic 1a thuc pham khdng c6 ngudn gdc tir khoai tay,
asparagin 1a chat phan ung giéi han cho su tao thanh AA. Tuy nhién, & khoai tay,
asparagin va cac duong khir cé miat véi lugng gan déng mol (70)—do d6, viéc giéi han
duong khtr la bién phép gidm AA hi¢u qua cho khoai tdy. Tuy nhién, mirc duong khir
va asparagin dugc biét 1a thay d6i tiy thudc vao giéng khoai tay, mua, va diéu kién
bao quan (70). Do d6, hidu qua ctia ndm men kiéu dai—ma c6 thé chi tiéu thu duong
va chi trong céac diéu kién xtr 1y thuén loi, vi du, thoi gian tiép xtc di—dé lam giam
acrylamit trong san phim khoai tay sé& thay ddi. Nhu vay, cdc ching nim men AR, v&i
kha nang phén giai asparagin ctia ching, c6 kha nang lam giam dang ké va phu hop

muc AA hon qué trinh 1€n men dudng don gian.
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Dé kiém tra tiép nim men AR trong thoi gian tiép xtic twong ddi ngin va diéu
kién nhiét d§ cao, cac tac gia sang ché d3 chudn bi khoai tay cat 1at nhu duoc mé ta
trén ddy va ngdm chung trong nuéc hozc hdn hgp nudc/ndm men AR (chi c6 RBAR-
03) trong 50 gidy & nhiét d6 68°C. Nhu duoc thé hién trén Fig.13, cac tac gia sang ché
da quan sat thdy mbi quan hé phu thudc lidu luong gifta luong ndm men AR duoc st
dung va quan sat thiy su giam acrylamit. Trong cac diéu kién dugc thit nghiém, nong
d6 thap nhat ctia nAm men AR (100 g/L) c¢6 kha ning lam gidm acrylamit 19% (1002
ppb so véi 1240 ppb). Tuy nhién, & ndng d6 250 g/L d6i véi ndm men AR, cac tic gia
sang ché dd quan sat thiy su giam acrylamit dang ké 1a 49% (632 ppb so v6i 1240
ppb). Pang quan tdm 13, cac tic gia sang ché khong quan sat thiy loi ich dang ké bat
ky d6i voi viée sir dung ndm men AR 300 g/L, goi y rang muc giam acrylamit t6i da
c6 thé 1a 50% trong céc didu kién duoc thir nghiém. Tuy nhién, trong céc diéu kién
khéc duoc tdi wu héa hon, sy gidm acrylamit bdi ndm men AR c6 thé cao hon dang ké.
Luu y 13, céc két qua va diéu kién nay dai dién cho nhiéu thir nghiém doc 1ap. Cung
nhau, cac dit liéu nay chi ra rdng ndm men AR c6 hiéu qua lam gidm AA & khoai tay

chién, va n6i mot cach rong hon, thuc phém d3 duogc chién ché bién tir khoai tay tuoi.
Chung AR lam gidm su tao thanh acrylamit & vién dd an nhe

Pa chung t6 duge tinh hitu dung clia céc ching AR dé lam giam AA & san
phém khoai tay tuoi (Fig.14), hi¢u qua cua ching tiép theo dugc thir nghiém & thuc
phdm dang dd an nhe c6 ngudn gbc tir bot khoai tay. D& tién hanh didu nay, san phim
dd an nhe c6 ngudn gbc tir khoai tay da duoc ép dun va chién dugc ché bién véi ndm
men kiéu dai hodc cic ching AR RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03, va muc
asparagin trong qua trinh xtr ly dugc phén tich —muc AA cling duge xdc dinh trong
san phim di dugc chién cudi cung (Fig.14). Di véi asparagin, so véi dbi chimg
khéng c6 ndm men hodc ndm men kiéu dai, tat ca cdc ching AR déu c6 kha ning phan
huy asparagin (Fig.14A). Cu thé hon, RBAR-01 va RBAR-03 tiéu thu toan b
asparagin trong vién d6 an nhe trong thoi gian xtr Iy ngan, chang han nhu 30 phut. Trai
lai, hoat tinh phan hiy asparagin trong RBAR-02 it manh hon trong mau thuc pham
ndy —su giam 45% trong 60 phat. Tuy nhién, hoat tinh nay r& rang hon, so véi déi

chimg khéng ¢ nam men hodc nam men kiéu dai.

Déi v6i su giam AA, tit ca cic ching AR 14 hiéu qua. Tinh trung binh, cic
ching AR lam giam AA 75% (trung binh 100 ppb so v&i 400 ppb — Fig.14B). Phu hop
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vi kha nang t6t hon da dugc chimg to cla ching dé phan gii asparagin trong mau
thitc an nay, RBAR-01 va RBAR-03 tao ra mirc AA thap nhit —giam 82 va 85% (70
va 60 ppb), mdt cach tuong tmg (Fig.14B). Bang quan tam la, va trdi v6i trudng hop
khoai tdy chién, nim men kiéu dai khéng c6 kha ning lam gidm mirc AA trong vién a6
4n nhe. Diéu nay duong nhu 14 do sy c6 mit cia cac thanh phan khong chira asparagin
trong hdn hop vién d6 an nhe (tinh bot khoai ty va maltodextrin). Cac thanh phin nay
lam ting dang k& ham luong dudng khir ctia hdn hop, nhd d6 lam cho asparagin 1a chat
phan Ung gidi han d6i véi su tao thanh AA trong vién dd #n nhe. Nhu vy, hoat tinh
1&n men dudng cua ndm men 1a khong hidu qua dé 1am giam AA. Luu y 1, cdc két qua
va diéu kién nay dai dién cho nhidu thir nghiém doc lap. N6i chung, cac dit liéu nay
xac nhin réng ndm men AR c6 thé dugc sir dung thanh cong dé lam giam AA ¢ thuc

phdm c6 ngudn gdc tir bdt khoai tay da duoc ép dun, chién.
Chung AR lam giam su tao thanh acrylamit & banh quy ngot

b3 ching t6 duogc tinh hitu dung cta céc ching AR dé lam giam AA & banh my
va banh my nudng, san phim khoai tay twoi, va san phdm khoai tay da duoc ché bién
(Fig. 11, 12, 13 va 14), hidu qua cta ching tiép theo dugc thir nghiém & banh quy
ngot.

P4 thuc hién didu nay, san phdm banh quy ngot dugc tao ra véi nim men kiéu
dai hodc cac ching AR RBAR-01, RBAR-02 va RBAR-03, va dugc phéan tich mic
AA trong san phdm da dugc chién cudi cing (Fig.15). So véi d6i chimg khong cé ndm
men, tit ca c4c ching AR déu c6 kha ning lam gidm muc AA trong sén pham cudi
cung (su giam trung binh 69% - trung binh 103 ppb so v6i 330 ppb), trong d6 RBAR-
03 1a hiéu qua nhat (giam 79% — 70 ppb so vé&i 330 ppb). Tuong ty trudng hop voi
khoai tdy chién (Fig.12), luu y ring nim men kiéu dai c¢6 kha ning lam giam AA dén
mdt s& muc d6 nhit dinh (giam 30% - 230 ppb so véi 330 ppb), ma duong nhu 1a do
hoat tinh 1én men. Tuy nhién, cac ching AR c6 kha ndng lam giam AA duoc ting
cudng do kha nang phén giai asparagin clia chiung. Luu y 13, cac két qua va diéu kién
nay dai dién cho nhiéu thir nghiém doc lap. N6i chung, céc dit liéu nay chi ra ring nim

men AR c¢6 hiéu qua lam gidm AA & banh quy ngot.

Ching AR lam giam sy tao thanh acrylamit & banh my xoan
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D3 chimg t6 duoc tinh hitu dung ctia céc ching AR dé lam giam AA ¢ banh my
va banh my nudng, san pham khoai ty tuoi, san phim khoai tdy di duoc ché bién, va
banh quy ngot (Fig. 11, 12, 13, 14, va 15), hiéu qua cua chung dugc thtr nghiém &
banh my xoin. Banh my xoin thuong chita mic AA cao do quy trinh rira natri
hydroxit dugc st dung dé lam ting sy nhuém ndu trong qua trinh san xudt—trén thuc

té, su tao thanh AA duoc ting tbc & do pH cao.

Bénh my xoén duogc tao ra véi ndm men kiéu dai hodc cdc ching AR RBAR-
01, RBAR-02 va RBAR-03, va mic AA dugc phéan tich trong san phim cudi cing
(Fig.16). So véi ndm men kiéu dai, tit ca cac ching AR cuc ky c6 kha nang lam giam
muirc AA trong san phdm cudi ciing (su gidm trung binh 98% - trung binh < 5 ppb so
voi 200 ppb). Luu y 13, cac két qua va diéu kién nay dai dién cho nhiéu thir nghiém
doc 1ap. Noi chung, cac dir liéu nay chi ra ring nAm men AR rét c6 kha ning lam giam
AA & banh my xoén.

Chung AR lam giam su tao thanh asparagin va acrylamit & ca phé

D chimg to duoc tinh hitu dung cta cac ching AR ¢ 1am giam AA & banh my
va banh my nudng, san phdm khoai tdy tuoi, san phim khoai tiy d& duoc ché bién,
banh quy ngot, va banh my X0&n (Fig. 11, 12, 13, 14, 15, va 16), hi€u qua cua ching
duoc thir nghiém trong ca phé. Trong phép chiing minh khai niém thir nhat, ching ndm
men kiéu dai va ching ndm men AR RBAR-03 dugc thir nghiém trong qua trinh 1én
men hat ca phé xanh dé xay (Fig.17). So v6i ddi ching khéng c6 ndm men, ching kiéu
dai nay lam giam AA 52% (191 ppb so véi 394 ppb), co 1€ 1a do sy 1én men cla céc
duong khir & hat ddu. Tuy nhién, ching AR RBAR-03, v6i kha ning cta né dé lam
giam ca duong va asparagin, lam giam AA 92% (32 ppb so v&i 394 ppb).

Can cu vao viéc chung AR c6 kha ndng lam giam AA khi dugc &p dung truc
tiép cho hat ca phé xanh di xay (Fig.17), kha ning cua ndm men AR d lam giam
asparagin tiép theo duoc thir nghiém & dich chiét ca phé xanh trong nudc. Cac dich
chiét nay, khi duoc lam nghéo cac hop chit dang quan tdm, vi du, asparagin hoic
caffein, c6 thé duoc st dung dé loai bd chon loc hop chit d6 khoi hat ca phé xanh
trude khi rang. Néu asparagin duoc loai bé theo cach ndy, AA s& duoc lam giam trong

ca phé da rang thu dugc.
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Nhu dugce thé hién trén Fig.18, nAm men AR (RBAR-03) c6 kha niang lam giam
L-Asparagin trong GCE (18% chit rén) theo cach phu thudc thoi gian va nong do. O
ndng d6 cao nhét cia ndm men AR (10° t& bao/mL), 16n hon 95% L-Asparagin duoc
tiéu thu trong 30 phut (340 g/100g L-Asparagin, thoi gian = 0 so véi 13,1 g/100g L-
Asparagin, thoi gian = 30 phut), trong khi & nong d6 trung binh (10% té bao/mL), diéu
nay dat duogc trong vong 90 phut (340 g/100g L-Asparagin, thoi gian = 0 so vadi 10,5
g/100g L-Asparagin, thoi gian = 30 phut). O ndng d6 thip nhit cia ndm men AR (107
té€ bao/mL), su tiéu thu L-Asparagin 12 khong hoan toan, trong d6 chi c6 su giam 43%
tai thoi diém 150 phut (340 g/100g L-Asparagin, thoi gian = 0 so voi 195 g/100g L-
Asparagin, thoi gian = 150 phut). Luu ¥ 13, cdc két qua va diéu kién nay dai dién cho
nhiéu thir nghiém ddc lap. Cting nhau, céc dit lidu nay xac nhéan ring cic ching AR—
ma cé kha nang phan giai L-Asparagin—cdé kha nang lam gidm hiéu qua L-Asparagin

va AA trong ca phé.
Két luan

Mic di ¢6 nhu ciu rd rang dbi voi cac cong cu lam giam AA tét hon, cic
phuong phép hién c6 khong céd hi€u qua du cao, hodc khé thuc hién vé mit k¥ thuat,
vé mit hiu cin, va vé mat tai chinh. D& khic phuc van dé nay, cong nghé lam giam
AA mdi dua trén men banh my d& dugc phéat trién. Viéc su dung ndm men dé diéu
khién sy giam AA trong thuc phim 14 giai phap 1y twéng vi 1) né vdn la thanh phan
thuc phdm ty nhién ma con ngudi da c¢é lich sir lau dai tiép xtc véi né; 2) ndm men
dugc US FDA danh gia la ‘dugc chiing nhén 14 an toan’ (GRAS) hodc cic danh gia
twong duong & hau hét cac qudc gia trén thé gidi; 3) nAm men vén 1a thanh phan chinh
trong nhidu thuc phdm ma AA 1a vin d& dang ké dbi véi cac thuc phdm nay vi du,
banh my; 4) ndm men AR c6 thé duoc dua vao dudi dang su xur ly tam thoi dbi voi cac
thuc phim khac ma AA 1a vin dé d6i voi cac thuc phdm nay vi du, san pham khoai
tay, ngil cdc, thuc phdm dang dd 4n nhe va ca phé; 5) nAm men tén it chi phi dé sinh
truong va dé xir Iy va 6) hau hét cac nha san xuat thuc phdm trén thi truong déu da c6
s&n kinh nghiém xr Iy ndm men. Hon thé nira, duoc tién héa thich nghi tir chung men
banh my, cic ching ndm men AR c6 thé thay thé nguyén va dé dang men banh my
trong tt ca cc quy trinh nuéng banh hién c6 vi khong can phai thay ddi cac quy trinh
nuéng banh coéng nghiép dé st dung ndm men AR, d& sin xudt banh my hogc san

pham nuéng dugc 1én men bang nam men bat ky.
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Nhu dugc md ta trong bdo cdo ndy, cac ching ndm men banh my AR khong
duoc cai bién di truyén, duoc tién hoa thich nghi—ma biéu hién co dinh asparaginaza
gin thanh t& bao II 4SP3 (Fig. 2, 5, va 6)—Ia giai phap manh va c¢6 hiéu qua cao dé
giai quyét véan dé AA trong thuc pham.
Cac ching ndm men AR c6 kha ning lam giam déng ké mirc asparagin trong nhiéu
thuc phdm khac nhau 1én dén 95 % véi thoi gian tiép xtc va sy thay dbi trong qué
trinh xr Iy & muc t6i thiéu (Fig. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, va 18)—trong thuc phim

trong d6 ndm men vén 13 mot thanh phan, khong can sy thay déi trong qua trinh xtr 1y.

Nho phan hity dang ké asparagin trong thuc phdm trude khi nau, cong nghé nay
ngan ngua sy tao thanh AA bét ké thuc tién xur ly thuc phém tiép theo, tuc 14, ching
AR lam gidm AA tiém tang ctia thuc phdm. Diéu nay han ché nhu ciu ddi voi phuong
phép lam giam va kiém soat AA da huéng —bao gdm pham vi 16n céc thong s6 va thé
hién sy can thi€p quy md rong—ma kho thuc hién vé mit hau cén va k¥ thuat, cuc ky

t6n chi phi, va khé kiém soét (vi du, chuan bi thirc an trong gia dinh va nha hang).

Tém lai, phuong phap gay tién héa thich nghi duoc sir dung dé phaét trién cac
chiing ndm men banh my méi, khéng GMO biéu hién co dinh asparaginaza gan thanh
t& bao II (4SP3) va phan giai L-asparagin dé lam giam mic AA trong nhiéu loai thuc
phdm théng thuong. Cac ching AR c6 kha ning lam gidm muc AA trong bénh my va
cac thuc phdm 1én men bai ndm men khac, thuc phim cé ngudn gbc tir khoai tay, thuc
phdm dang db an nhe da dugc ép dun, banh quy ngot, banh my xoén, va ca phé xudng
95 %.

Mic du sang ché d dugc mod ta dua vao céc vi du, nhung cin phai hiéu ring
sang ché khong bi gidi han & cac vi du d& duogc boc 10. Trai lai, sang ché duoc du dinh
bao gdm céc cai bién khac va cac dang tuong dwong dugc bao gdm trong pham vi clia
cac diém yéu cdu bao ho dinh kém.

TAt ca cac tai liéu cong bd, patent va don yéu cau cap patent déu duge dua vao

ban mo ta ndy bang cach vién dan.
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Signature(s) of person(s) having the
power fo.represent the International
Depositary Authority of Canada:

Date: June 1st, 2015

! Indicate the date of the original deposit or, whare a new deposit or transfer has been made, the most récent relevant date (date of

‘the new deposit ar date of the transfer)

? To be filled in if the information has been requested and if the results of the test are negative,

Statement of Viability 1/1

- Flle # 173 (15)
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International Depositary Authority of Canada
National Microbiology Laboratory, Public Health Agency of Canada

1015 Arlington Street
Winnipeg, Manitoba Canada R3E 3R2

Tel: (204) 789-6030
Fax:(204) 789-2018

International Form IDAC/BP/9

STATEMENT OF VIABILITY
(Issued pursuant to Rule 10.2 of the Budapest Treaty Regulations)

. Party to Whom This Viability Statement is Issued

Name: Melanie Szweras

Address: Scotia Plaza

" Bereskin & Parr LLP 40 King Street West, 40th floor
: Toronto, ON
MSH 3Y2
Il. Depositor | LI, ldentification of the Deposit

Name: John Husnik, Renalssance

BioScience Corp

Address: 410-2389 Health Sciences Mall
Vancouver, B.C.
VBT 123

Accession number given by IDAC:
140515-03

Date of the deposit or of the transfer':
May 14th, 2015

IV. Viability Statement

date): June 1st, 2015
On that date, the deposit was

Viable

The viability of the deposit identified above was tested on (most recent test

D No longer viable

V. Conditions Under Which the Viability Test has Been Performed 2

| V1. International Depositary Authority of Canada

Slgnature('s) of person(s) having the
power to represent the International
Depositary Authority of Canada:

Date: June 1st; 2015

the new deposit or date of the transfer)

V74 .
* Indicate the data of the original deposit or, where & new deposit or transfer has been made, the most recant relevant date (date of

*To be filled in if the Information has been requested and if the results of the test are negative.

Statement of Viability 4/1

File#: 173 (15)
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YEU CAU BAO HQ
1. Ching nAm men cong nghiép dugc phan 1ap phan giai L-asparagin trong diéu kién
khong gy cam ung, chung nim men nay duoc san xuét bing phuong phép bao gdm

cac budc sau:

a) cly chuyén ching nam men cong nghiép kiéu dai, ma biéu hién hodc c6 kha
nang biéu hién asparaginaza gén thanh t€ bao, voi sy cd mdt cia mdi truong chira

ngudn nito duy nhat 1a D-asparagin;

b) cdy chuyén lién tuc, theo ddi tdc d6 sinh trudng va gay dot bién hing tuan dé

tao ra t€ bao cd nhiéu dot bien ngau nhién so vdi t€ bao trude khi cay chuyeén;

¢) chon loc céc gidng cdy trong budc b) khi téc do sinh trudng dat d¢én duong

CO SO,

d) cdy chuyén lién tuc té bao trong méi trudng chon loc chira metylamin, theo
dai tdc do sinh trudng va gy dot bién hing tudn cho dén khi tdc d6 sinh trudng, véi su
c6 mit cla metylamin, dat dén tdc d6 sinh truong trong mdi trudmg chon loc khong
chira metylamin d& 1am giau d6i voi té bao ¢ nhidu dot bién ngiu nhién lién quan so
v6i té bao trudce khi cdy chuyén trong mdi truong chon loc chira metylamin;

e) phan 1ap cc khuén lac riéng 1é trong budc d) bing cach ria cdy trén moéi
trudng chon loc chira metylamin, cho céac khudn lac nay sinh truéng va chon loc céac

khuén lac 16n va sinh trudng nhanh;

f) thir nghiém cac khudn lac dugc chon trong budc e) vé kha ning phan giai L-
asparagin trong didu kién khéng gdy cam ung va chon loc it nhat moét khudn lac ¢6
hoat tinh phén giai L-asparagin cao so véi cac t& bao tai thoi diém bit dau budc d);

g) lap lai budce d) dén budc f), 1am ting ndng dd metylamin mdi lan, cho dén
khi hoat tinh phan giai L-asparagin dat dén trang thai on dinh;

h) phén 14p ching tir budc g) trong d6 hoat tinh phan giai L-asparagin da dat
dén trang thai 4n dinh.

2. Chung ndm men cong nghiép dugc phan lap theo diém 1, trong d6 ching nim men

cong nghiép nay ¢6 nhidu hon 18.000 dot bién di truyén dic trung.
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3. Chiing ndm men cong nghiép dugc phan 1ap duge ndp luu tai Co quan ndp luu qubc
t& ctia Canada (IDAC) dudi s6 truy cap 140515-01 (RBAR-01), trong d6 chung nim
men nay phan giai L-asparagin trong diéu kién khong gy cam ung.

4. Ching nim men cong nghiép dugc phan lap duge ndp luu tai Co quan ndp luu qubc
té ctia Canada (IDAC) dudi s truy cap 140515-02 (RBAR-02), trong d6 ching nim
men nay phan giai L-asparagin trong diéu kién khong gy cam tmg.

5. Chung nim men cong nghiép dugc phéan lap duge ndp luu tai Co quan ndp lwu qubc
té ctia Canada (IDAC) duéi sé truy cap 140515-03 (RBAR-03), trong d6 ching nim
men nay phan giai L-asparagin trong diéu kién khong gay cam tmg.

6. Thuc phdm c6 ndng do asparagin hodc acrylamit giam chira chung nim men cong
nghiép theo diém 3.

7. Thue phdm c6 ndng do asparagin hodc acrylamit giam chira ching nim men cong
nghiép theo diém 4.

8. Thuc pham c6 ndng do asparagin hodc acrylamit giam chira ching nim men cong

nghiép theo diém 5.
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2/20
Fig. 2
L-asparagin con lai (%)
100 %
80 -
60 ==K iéu dai
40 ede=RBAR-01
«x=RBAR-02
20 «e=RBAR-03

0 1 2 3 4 5
Thoi gian U thr nghiém (gi0)

-74-



33386

3/20
Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 8B
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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