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(57) Séang ché dé cap dén linh vuc k¥ thuat ctia cong nghé di truyén va dic biét lién quan
dén phuong phap tao d6t bién vi tri cu thé & mét sinh vat trong trudng hop khong c6
khuén mau ADN nhan tao va cac ing dung ciia chiing. Phuong phép nay bao gém céc
budc sau: tao tudn tu hai hodc nhidu doan dirt gdy ADN tai mét vi tri cu thé trong bd
gen cda sinh vat va stra chita chiing mdt cach tu nhién twong tng, trong d6é doan dut gay
ADN sau dé dugc tao ra dya trén trinh tu méi dugc tao ra tir 1an stra chira dit gy ADN
trude d6. Trong sang ché niy, muc tiéu méi duge thiét ké dua trén trinh tu duge hinh
thanh boi su kién stra chita méi duoc tao ra bé‘mg cach chinh stra tudn tu, va do do, cac
d6t bién c6 thé dugc hinh thanh lién tiép nhiéu 1an tai mot vi trf cu thé trong bd gen, lam
phong phtl thém cac loai su kién stra chita sau khi ADN bi dut gdy, va nhén ra cac djt
bién thay thé, x6a va chén bazo méi ma khong thé cé dugc trong mot 1an chinh stra gen

duy nht.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap sang loc cac su kién chinh sira doc 1ap véi
dAu hiéu chuyén gen ngoai lai, phwong phap dé chinh sira tam thdi khong chuyén gen

cia by gen sinh vat va céc img dung cia chung.
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Linh vye ky thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc k¥ thuét ctia cong nghé di truyén, va dic biét lién quan
dén phuong phap tao dot bién theo vi tri cu thé & mot sinh vat trong trudong hop khong

¢6 khudn mau ADN nhéan tao va viéc st dung no.
Tinh trang k¥ thuit cia sang ché

Cong ngh¢ k¥ thuét gen dé chinh sira bo gen ctia sinh vat da duoc sir dung rong rai
trong san xuat cong nghiép va nong nghiép, ching han nhu vi sinh vat bién ddi gen
thuong duge st dung trong linh vuc dugc phim va héa hoc, ciy trdng bién dbi gen co
kha nang khang sdu bo va khang thudc diét co trong linh vuc ndng nghiép. Véi su ra
doi cia cac nucleaza c6 vi tri cu thé, béng cach dua mot phan manh c6 muc ti€u vao b
gen clia sinh vat nhan va gy ra su sira chira ty phat, co thé dat duoc viéc chinh sira bo

gen theo vi tri cu thé va sira d6i bo gen chinh xéac hon.

Céc cOng cu chinh stra gen chu yéu bao gém ba loai nucleaza trinh tu chuyén biét
(SSN): nucleaza ngén tay kém (ZFN), nucleaza hiu img gidng chét kich hoat phién ma
(TALEN) va h¢ théng céc trinh ty palindromic ngin dugc 1ip lai tip trung thanh mot
cum (CRISPR) lién két v6i Cas (hé théng CRISPR/Cas). Céc nucleaza trinh tu chuyén
biét 1a cac nucleaza c6 thé lap trinh dugce c6 thé tao ra cac dut gdy sgi kép ADN (DSBs)
tai cac vi tri cu thé trong bo gen. Cac dut gdy soi kép ADN kich hoat con duong sira
chita ADN ndi sinh dé sira chita cac tén thuong ADN trong té bao, nhung qua trinh stra
chita d& dang din dén nhitng thay d6i trong trinh tw ADN tai c4c vi tri myc tiéu, do d6
tao ra cac dot bién tai c4c vi tri quan tdm. Cong nghé nay cho phép cac nha sinh hoc xac
dinh chinh xac gen muc tiéu va chinh stra n6. Trong sb do, ca ZFN va TALEN déu can
thiét k& cac md-dun protein nhin dang cu thé cho trinh tu muc tiéu, do d6 c6 thong
lugng thip va hoat dong phuc tap. Tuy nhién, protein Cas phd bién trong hé théng
CRISPR/Cas, trong d6 ARN din duong (gARN) co thé duwgc hinh thanh bdi mot
CRISPR-ARN cu thé (crARN) dugc thiét ké cho mé6t minh vi tri muc tiéu hozc két hop
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v6i ARN vén chuyén (tracrARN), hodc chi mét ARN dan dudng (sgARN) 1a @i, crARN
va tracrARN cung nhau hodc m¢t minh sgARN c6 thé duoc lap rap véi protein Cas dé
tao thanh phtic hop ribonucleoprotein (RNP), trinh tu muc ti€u dugc xac dinh trén co
s6 mo tip 1ién ké protospacer (PAM) trong bd gen, do d6 thuc hién chinh stra & vi tri cu
thé. Va do d6, n6 da trd thanh mot cong cu chinh sira gen chinh vi hoat dong don gian,

pham vi (mg dung rong va thong lugng cao.

Nucleaza cu thé theo trinh tu c6 thé tao ra cac dut giy sgi kép ADN tai céc vi tri
cu thé trong bo gen. Nhitng durt gdy s¢i kép ADN nay ¢ thé dugc stra chira thanh nhiéu
kiéu stra chita khac nhau, chu yéu 12 chén hoiic x6a bazo. Vi dy, hai loai sy kién chinh
stta CRISPR / Cas9 phd bién nhét 1a chén mot bazo khi dirt gay hodc x6a mot bazo khi
dtit gy (Shen et al. 2018. Predictable and precise template-free CRISPR editing of
pathogenic variants. Nature. DOL: 10,1038/541586-018-0686-x). Viéc chén hodc xo0a
cic bazo trong viung ma hoa s& gay ra dot bién dich chuyén khung, dan dén méat churc
ning gen. Do d6, muc muc tiéu chinh ciia cac cong cu chinh sira gen trén van 1a thuc

hién viéc loai bo gen.

Nguoi ta ludn coi rang viéc st dung riéng nucleaza theo trinh tu cu thé khong thé
tao ra dot bién vé kiéu thay thé bazo. Pé dat duge muc muc tiéu nay, tinh trang k§ thuét
@& xuét ba giai phap: 1) thém mot doan ADN ngoai sinh lam khudn sira chita dé bat dau
con dudng stra chita tai t6 hop tuong ddng; 2) hop nhit deaminase v6i Cas9 dé pht
trién tuln tu cac cong cu chinh stra bazo don 1€ cho C thanh T va A thanh G; 3) dung
hop enzym phién ma nguoc v6i Cas9, st dung pegARN @& huéng dan tong hop va thay
thé soi ADN nho. Tuy nhién, hiéu qua chinh stra cua ba giai phap nay thip hon dang ké
s0 v6i hidu qua loai bo gen va doan ADN ngoai sinh dugc dua vao ddng thoi va enzym
phién ma nguoc ¢ thé dé dang gay ra lo ngai vé an toan sinh hoc. Hiéu (mg ngoai muc
tiéu ctia chinh stta bazo don 1é ciing han ché ing dung tiém ning clia né trong liéu phap
té bao. Piac biét dbi v6i cac du 4n nhén gidng cay trong dai han, lam thé nao dé nang
cao hiéu qua thay thé bazo tai vi tri muyc tiéu ddng thoi giam bot lo ngai cuia cac co quan
quan ly vé an toan sinh hoc 1a mot vén d& cin duoc giai quyét trong viéc ing dung cong

nghé chinh stra gen.

Tém lai, c6 nhitng nhu cu k¥ thuat cAp thiét trong linh vyc liéu phép té bao va
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nhan gidng sinh hoc dé thay thé bazo cu thé cho timg vi tri bang cach chi sir dung loai
nucleaza cu thé c6 muc tiéu ma khong dwa vao mot doan ADN ngoai lai, ddc biét 1a
thong qua hé thng chinh sira chuyén tiép khong chuyén gen dé hoan thanh hiéu qua

chinh sira thay thé bazo cho timg vi tri cu thé.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Séang ché dé xudt phuong phép tao dot bién theo vi tri cu thé & mot sinh vat chi
bang céch tao ra cac dut gay soi kép trén bd gen va khong cung cip khuén mau ADN

nhan tao, va viéc sir dung phuong phap nay.
Céc giai phap k¥ thut dugc dp dung boi sang ché nhu sau:

Phuong phép tao dot bién méi & sinh vat, bao gdm cac bude sau: tao tuén tu hai
hodc nhiéu doan dirt gy ADN tai mot vi tri cu thé trong bo gen ctia sinh vét va sira chita
chiing mdt cach ty nhién, trong d6 doan dut gy ADN sau nay dugc tao ra dya trén mot

trinh tw mé&i dugc tao ra tir qua trinh sira chira dut gy ADN trude do.

Theo mot phuong 4n cu thé, "dat gdy ADN" dat dugc bang cach cung cap nucleaza
c6 dac tinh nhim muc tiéu vao té bao ciia mot sinh vat dé tiép xuc voi vi tri cu thé cua

ADN b0 gen.

Theo mdt phuong an cu thé, "nucleaza c6 dic tinh nham muc tiéu" 1a ZFN, TALEN
hoic hé théng CRISPR/Cas.

Theo mdt phuong an cu thé, "tao tudn tu hai hodc nhiéu doan ADN tai mot vi tri
cu thé" @& cap dén viéc dya trén trinh tw méi dugc tao ra tir sy Kién stra chira doan dut
gdy ADN truéc d6 do chinh sira ZFN hodc TALEN gdy ra, mot protein ZFN hodc

TALEN méi duoc thiét ké @& cit vi tri mot 14n nita.

Theo mot phuong an cu thé khac, "tao tudn tu hai hodc nhiéu dut giy ADN tai mot
vi trf cu thé" dé cap dén viéc dua trén trinh tw méi dugc tao ra tir sy kién stra chira dat
giy ADN trudc d6 do hé théng CRISPR / Cas gy ra, ARN muc tiéu méi dugc thiét ké
d8 cit vi tri mot 1an nita. Vi du: 13n c4t thi hai duoc thuc hién lai tai vi tri br?lng cach
thiét k& mot ARN muc tiéu méi trén co s trinh tuw méi dugc tao ra tir sy kién stra chita

dirt doan dAu tién cita chinh sira Cas9. Theo cach twong tu, lan cit thir ba duoc thyc hién
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tai vi tri bang cach thi€t ké mot ARN muc tiéu m6i trén co sé mot trinh tu mdéi dugc tao

ra tir sy kién sira chita dirt 1an thir hai, v.v., nhu thé hién trong Fig. 1.

Theo mot phuong an cu thé, "hai hodc nhiéu doan dirt giy ADN" dugc tao ra be°1ng
cach phéan phdi tun ty cdc nucleaza dugc nhém muc tiéu khac nhau vao céc té bao nhan
thudc cac thé hé khac nhau, trong d6 té bao dot bién da hoan thanh qua trinh chinh sira
truée d6 duge st dung 1am té bao nhan d8 nhan phan phdi nucleaza nhim muyc tiéu cho
1an chinh stra sau, do d6 thuc hién chinh sira 14n thtt hai dé tao dot bién theo vi tri cu

thé. Phuong phép nay dugc vu tién st dung cho cac hé théng chinh stta ZFN va TALEN.

Theo mot phuong an cu thé khac, "hai hodc nhiéu doan dirt gdly ADN" dugc tao ra
bang céach cung cip céac nucleaza nhim muc tiéu khac nhau cho cac muc tiéu khac nhau
vao cing mdt té bao nhan. Phuong phap nay dugc uu tién st dung cho hé thng chinh

stra CRISPR / Cas.

Theo mdt phuong 4n cu thé, "hai hoic nhiéu doan dut giy ADN" dugce tao ra khi
phtic hop RNP dugce hinh thanh boi cing mot nucleaza CRISPR / Cas tuong Ung véi
cac gARN hoac sgARN khac nhau cét lién tiép cac trinh ty muc tiéu tuong tng.

Theo mdt phuong an cu thé khac, "hai hoic nhiéu doan dirt giy ADN" dugc tao ra
khi phirc hop RNP dugce tao thanh béi mdi trong sb hai hodc nhiéu nucleaza CRISPR /
Cas nhén ra céc trinh tw PAM khac nhau v6i gARN hodc sgARN tuong ung, ct lién
tiép cac trinh ty muc tiéu twong tmg. Vi dy, trinh tv PAM dugc Cas9 nhén ra tu
Streptococcus pyogenes 13 "NGG" hodc "NAG" (Jinek et al., "A programmable dual-
ARN-guided ADN endonucleaza in adaptive bacterial immunity", Science 2012,
337:816- 821), trinh tw PAM dugc Cas9 nhén ra cia Staphylococcus aureus 1a
"NNGRRT" hodc "NNGRR(N)", trinh tw PAM dugc nhén ra boi Neisseria meningitidis
Cas9 14 NNNNGATT, va trinh tu PAM dugc nhén ra boi Streptococcus thermophilus
Cas9 12 NNAGAAW. Bing cach nay, cira s6 c6 thé chinh sita cta phén tir ADN 16n

hon.

Theo mot phuong an cu thé, nucleaza dugc nhim muc tiéu 12 bit ky nucleaza

CRISPR / Cas nao c6 kha ning thuc hién sy chinh stra b gen.

Theo mdt phuong an cu thé, nucleaza dugc nhdm muc tiéu 12 & dang ADN.
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Theo mdt phuong an cu thé khac, nucleaza duoc nhim muc tiéu & dang mARN

hoic protein thay vi ADN. Dang protein dugc vu tién.

Theo mot phwong 4n cu thé, phuong phap phan phdi nucleaza myc tiéu vao té bao
duoc chon tir, nhung khong giéi han ¢: 1) phwong phap truyén té bao qua trung gian
PEG; 2) phuwong phép truyén té bao qua trung gian liposome; 3) phuong phap bién nap
dién tir; 4) vi tiém; 5) ban pha bing stng gen; 6) phuong phap bién nap qua trung gian

vi khuan Agrobacterium.

Trong phuong phap nay, muc ti€u méi duge thiét ké dya trén mot trinh tw méi
duoc tao ra tir 14n sira chita dit gy ADN trude d6, va do do, cac dot bién c6 thé duoc
hinh thanh tuén tu nhiéu 14n tai mot vi tri cu thé trong bd gen, do d6 lam phong phu
thém céc loai su kién stra chita sau dut gdy ADN theo cap s nhan va tao ra cac loai dot
bién thay thé bazo méi, x6a va chén ma khong thé c6 dugc bang cach chinh stta gen
don 1¢, do d6 phuong phép nay phu hop dé dugc sir dung nhur mot cong cu dé tao ra céc
d6t bién mé&i. Phuong phap nay c6 thd duoc mo ta ngén gon 1a phuong phép cét / chinh

stra tudn tu dugc 1ap trinh hodc cét / chinh stra lién tiép.

Theo mot phuong 4n cu thé, muc tidu méi dugc thiét ké dua trén mot trinh tu cu
thé méi duge du doan s& duge tao ra tlr qua trinh stra chita dit doan trude do tai mot vi
tri cu thé ctia bd gen sinh vat, sau d6 thyc hién chinh sura trinh tw, va do d6 do6t bién cudi
cung ¢o thé xay ra tai vi tri d6 c6 thé dugc thiét ké truéc dé dat duoc chinh stta mong

doi.

Theo mot phuong an cu thé khac, muc tiéu méi duge thiét ké dua trén mdt trinh tu
méi duoc du doan s& duge tao ra tir qua trinh sira chita dit doan trude do tai mot vi tri
cu thé ctia bd gen sinh vét, chinh sira tudn ty sau d6 duoc thuc hién, va ngoai su kién
chinh stra du kién, nhiéu loai dot bién khac nhau cubi cung co thé duoc tao ra tai dia
diém, do d6, phuong phép nay c6 thé dugc str dung nhu mot cong cu dé tao ra cac dot
bién khac nhau.

Theo mot khia canh khéc, sang ché con cung cép phuong phap tao ra dot bién m&i
& sinh vat, bao gém budc sau: tao ra li€n tiép hai hodc nhiéu doan dut gy ADN tai mot

vitri cu thé trong gen & cép do bd gen hodc nhiém sic thé cta sinh vat, do d6 dat duoc
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su thay thé, x6a hodc chén bazo chinh x4c.

Theo mot phuong an cu thé, "tao ra lién tiép hai hoic nhiéu doan dut giy ADN tai
mot vi tri cu thé" dé cap dén viéc ARN muc tiéu méi duge thiét ké dua trén trinh tu mai
duoc tao ra tir su kién sira chita dirt doan trude d6, va qua trinh cit duge thuc hién lai

tai cung mot vi tri.

Theo mdt phuong an cu thé, "doan dut gdy ADN" dat dugc béi mot nucleaza voi

dic tinh nham muc tiéu.

Sang ché con dé xuat dot bién mai thu duge bang phuong phap ndi trén.

Sang che con dé xuat mot doan protein hodc doan c6 hoat tinh sinh hoc ciia chiing
ma cd dot bién maéi néi trén.

Sang ché con dé xuat axit nucleic, bao gdm trinh tu axit nucleic hodc trinh tu b
sung ctia chiing ma ma héa protein hodc doan c6 hoat tinh sinh hoc ctia ching.

Sang ché nay con dé xuat axit nucleic, bao gom:

(a) trinh tu nucleotit ma héa ARN muyc tiéu, trong d6

ARN muc tiéu bao gdm it nhét hai ARN muc tiéu, trong d6 ARN muc tiéu thir nhét
nhim muc tiéu vao mot ADN dé gay ra su dut gdy trong ADN, va ARN muc tiéu thir
hai nhdm muc tiéu vao trinh tur duge tao ra tir sy kién stra chita dit gy trude d6 va tao
ra su dut gdy mot 14n nira.

Theo mot phuong an cu thé, axit nucleic con bao gﬁ“)m (b) trinh ty nucleotit ma héa
polypeptit Cas.

Theo mot phuong 4n cu thé, ARN muyc tiéu 12 sgARN hodc gARN.

Theo mot phuong 4n cu thé, polypeptit Cas va ARN muc tiéu cé trong té bao in

vitro hodc té bao ex vivo.

Sang ché con dé xuat vecto bi€u hién tai to hgp, bao gom axit nucleic ndi trén va

trinh tu khoi ddu duoc lién két chiic ning véi no.

Sang ché con d¢ xuat thém cassette biéu hién, bao gom axit nucleic d& néi ¢ trén.
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Sang ché nay con dé& xuét t& bao chu, bao gdm cassette biéu hién da néi & trén.

Sang ché nay con d& xuét sinh vét duoc tai sinh bang cach st dung té bao chu da
noi & trén.

Sang ché con dé xuit phuong phap dé tach ADN muc tiéu, phuong phép nay bao
gdm viéc tiép xtic véi ADN muc tiéu véi mot phirc hop, trong d6 phirc hop ndy bao
gom:

(a) polypeptit Cas; va

(b) it nhit hai ARN muc tiéu, trong 6 ARN muc tiéu thir nhét nhim muc tiéu vao
ADN d gy ra dit gdy ADN va ARN muc ti€u sau nhim muc tiéu trinh tw dugc tao ra

tir sy kién sira chita dirt gdy trude d6 va tao ra su dut gdy mot 14n nira.
Theo mdt phuong an cu thé, ARN muc tiéu 1a sgARN hozdc gARN.

Theo mdt phuong an cu thé, ADN muc tiéu c6 trong t& bao vi khuén, t& bao nhan

thue, té bao thuc vat hodc té bao dong vat.
Theo mdt phuong 4n cu thé, ADN muc tiéu la ADN nhiém séc thé.

Theo mot phuong an cu thé, polypeptit Cas va ARN muc tiéu c6 trong té bao in

vitro hodc té bao ex vivo.

Theo mot phuong an cu thé, viée tiép xtc bao gbm dua chét sau vao té bao: (a)
polypeptit Cas hodc polynucleotit ma héa polypeptit Cas va (b) ARN muyc tiéu hodc
polynucleotit ADN ma héa ARN muc tiéu.

Sang ché nay con @& xuét ché phim, bao gdm:
(a) polypeptit Cas, hodc polynucleotit ma héa polypeptit Cas; va

(b) it nhat hai ARN muc tiéu, hodc polynucleotide ADN ma héa cac ARN muc
tiéu, trong d6 ARN dau tién nhim muc tiéu vio ADN dé gy ra sy dut gy trong ADN
va ARN muc tiéu thir hai nhdm muc tiéu vao trinh tu dugc tao ra tir sy kién sira chita

dut gay trude d6 va tao ra sy dit gy mot 1an nita.

Theo mgt phuong 4n cu thé, ARN nhim muc tiéu 12 sgARN hozc gARN.
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Theo mot phuong 4n cu thé, polypeptit Cas va ARN nhim muc tiéu c6 trong té

bao in vitro hodc té bao ex vivo.
Sang ché con dé xuét viéc st dung ché pham dé san xuat thudc chira bénh.

Cin bénh c6 thé duoc didu tri bing ché phim cia sang ché bao gdm, nhung khong
gi6i han &, bénh do dot bién gen don lé, chéng han nhu bénh tyrosin di truyén loai 1,
bénh phenylketon niéu, bénh ldo nhi, bénh héng cAu hinh liém, v.v.. Qua trinh stra chita
té bao tu phat dugc thuc hién bang céch cung cAp vao té bao protein Cas va thanh phéan
crARN hodc sgARN dugc mong doi dé sira chira vi tri dot bién gdy bénh dé tao ra mét

protein chic ning binh thuong, va do d6 sé thu dugc hi¢u qua diéu tri..
Sang ché nay con dé xuét bd dung cuy, bao gi”)m:

(a) polypeptit Cas, hodc axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit ma héa polypeptit

Cas; va

(b) it nhat hai ARN nhim muc tiéu, hodc axit nucleic bao gém trinh tu nucleotit
ma héa ARN nhim muc tiéu, trong d6 ARN nhim muc tiéu thirc nhit nhim vao ADN
dé gay ra sy dat gy trong ADN va ARN nhim muc tiéu thtr hai nhim vao trinh ty dugc

tao ra tir sy kién sira chira dut gdy trude d6 va tao ra su dut gay mot 14n nira;
trong d6 (a) va (b) & trong cing mot dd chira hodc cac dd chira riéng biét.
Theo mot phuong 4n cu thé, ARN nhim muc tiéu 1a sgARN hogc gARN.

Theo mdt phuong an cu thé, ARN nhim muc tiéu trong (b) & trong ciing mdt o
chira hodc cac db chira riéng biét.
Sang ché con d& xut phwong phép dé sang loc cac su kién chinh sira dc 1ap véi

cac dau hiéu chuyén gen ngoai sinh, bao gom cac bude sau:

1) hai hodc nhiéu doan dirt gdy ADN dugc tao ra lién tiép theo trinh tu tai mdt vi
trf cu thé ctia gen muc tiéu thu nhét ctia té bao nhan va duoc stra chita mot cach ty nhién
tuong tmg, trong d6 doan ADN sau d6 dugc tao ra dua trén trinh ty méi dugc tao ra tir

viéc stra chita doan dit gdy ADN trude do;

2) céc su kién chinh sira nhat dinh dugc tao ra sau khi vi tri cu th€ cia gen myc
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tiéu thit nhat dugc cit va sira chita mot cach tudn tu, c6 thé tao ra mét té bao dot bién
c6 kha ning chéng lai 4p luc chon loc nhét dinh dé tao ra mot tinh trang c6 thé chon loc
kidu hinh, dp luc chon loc twong tmg dugc 4p dung dé lya chon tinh trang, va té bao,
md, co quan hodc sinh vat hoan chinh c6 chira cac sy kién chinh sira nhu vay s& bi phén

lap;

3) tuy ¥, ngoai gen muc tiéu thir nhét, mdt nucleaza nham muc tiéu cho it nhét mot
gen muc tiéu thu hai dugc st dung dé chinh stra mot vi tri muc tiéu khac cung mot luc,
va su kién chinh stra ciia gen muc tiéu thit hai duge 1am giau va sang loc ddng bo thong
qua viéc sang loc tinh trang co thé chon loc dugc tao ra bai cac dot bién cua gen muc
tiéu tht nhét, va té bao, mo, co quan hogc sinh vat hoan chinh chira déng thoi céc su
kién chinh stra cia gen muc tiéu thir nhét va cta it nhit mét gen muc tiéu thir hai dugc

phan 14p.

Theo mdt phuong an cu thé, "gen myc tiéu thir nh4t" 12 mot gen ma héa vi tri it
nhét mot tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh, trong d6 it nhét mét tinh trang c6 thé chon
loc kiéu hinh 12 tinh trang khang/chdng chiu hoic tinh trang ¢6 uu thé sinh truéng.

2
A

Theo mdt phuong én cu thé, "vi tri cu thé cua gen muc tiéu thu nhét" dé cap dén
vi tri ma tai d6 mot dang dot bién nhét dinh duoc tao ra sau khi cét va stra chita lién tiép,
¢6 kha nang tao ra té bao nhan véi kha ning chéng lai &p luc chon loc nhét dinh dé tao
ra it nh4t mot tinh trang khang/chdng chiu c6 thé chon loc kiéu hinh hodc tinh trang c6

vu thé sinh truéng.

Theo mot phuong an cu thé, "dang dot bién nhét dinh" bao gdm su thay thé ctia
mot bazo don 1&, su thay thé cuia nhiéu bazo, hoic chén vao hodc xéa mot ) lugng bazo

khéng xéc dinh.

2
A Nz

Theo mdt phuong an cu thé, "ap luc chon loc nhét dinh" c6 thé 1a &p suit méi
truong hodc ap sut tao ra tir mot hop chét dugc thém vao; vi du, 4p suat moi trudong 1a
nhiét do cao, nhiét do thap hodc tinh trang thiéu oxy va twong tw; 4p suit do mét hop
chét thém vao c6 thé 13 ap suét do ndng do ion muéi, thudc khang sinh, cytotoxin, thube

diét co, v.v..

Theo mdt phuong 4n cu thé, "dit gdy ADN" dat dugc bang cach cung cip mét
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nucleaza c6 dic tinh nhdm muc tiéu vao t€ bao clia mot sinh vat dé ti€p xuc vGi mot vi

tri cu thé cia ADN b0 gen.

Theo mot phuong an cu thé, "nucleaza c6 thudc tinh nhim muc tiéu" 1a loai

nucleaza CRISPR/Cas bét ky c6 kha ning thyc hién chinh sira b gen.

Theo mdt phuwong an cu thé, d4u hiéu, "hai hoic nhiéu doan dirt gy ADN dugc
tao lién tiép theo trinh tu tai mot vi tri cu thé", dé cap dén d4u hiéu dua trén mot trinh
tw m&i duoc hinh thanh béi sy kién sira chita dut gay ADN truée d6 dugce tao bdi hé

théng CRISPR/Cas, mot ARN muc tiéu méi duge thiét ké dé cét vi tri mot lan nira.

Theo mdt phwong an cu thé, "hai hodc nhiéu doan dut gy ADN" dugc tao ra khi
phttc hgp RNP dugc tao thanh boi cling mét nucleaza CRISPR/Cas tuong ung voi cac
gARN hodc sgARN khac nhau ct lién tiép cac trinh tw myc tiéu turong tmg.

Theo mdt phwong an cu thé khac, "hai hodc nhiéu doan dit gy ADN" dugc tao ra
khi phirc hgp RNP dugc tao thanh tuong ing boi mdi trong sb hai hozic nhiéu nucleaza
CRISPR/Cas nhan biét trinh tw PAM khéc nhau véi gARN hoic sgARN tuong (mg, cit
lién tiép cac trinh tu muc ti€u tuwong Ung. Béng cach nay, cua sb ¢6 thé chinh stra ctia
phén tir ADN 16n hon.

Theo mdt phuong an cu thé, "gen muc tiéu thtr hai" dé cap dén mot gen khac ma
hoa khac vGi gen muc tiéu thir nhét.

Theo mdt phuong an cu thé, "nucleaza nhdm muc tiéu cho it nhéit mot gen muc
tiéu thir hai" va nucleaza CRISPR/Cas dugc st dung dé tao durt gdy ADN tai mét vi tri

cu thé cta gen muc tiéu thir nhét 12 gidng nhau.

Theo mdt phuong an cu thé khac, "nucleaza dugc nham muc tiéu cho it nhét mot
gen muc tiéu thi hai" va nucleaza CRISPR/Cas dugc st dung dé tao ra dut gdy ADN
tai mot vi tri cu thé cua gen muc tiéu thir nhét 12 khac nhau. Bang cach nay, c6 nhiéu vi

trf chinh sira c6 thé lua chon hon trén gen muc tiéu thir hai.
Theo mot phuong an cu thé, nucleaza dugc nhim muc tiéu & dang ADN.

Theo mot phuong an cu thé khac, nucleaza duoc nhiam muyc tiéu & dang mARN

hoic protein thay vi ADN. Dang protein dugc uu tién.
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Theo mdt phwong 4n cu thé, phwong phap phan phdi nucleaza muc tiéu vao té bao
duoc chon tir, nhung khéng gidi han ¢: 1) phuong phap truyén té bao qua trung gian
PEG; 2) phuong phép truyén té bao qua trung gian liposome; 3) phuong phép bién
nap dién tir; 4) phuong phap vi tiém; 5) phuong phéap ban pha bang stiing gen; hoic 6)

phuong phap bién nap qua trung gian vi khuln Agrobacterium.

Sang ché con d& xudt phuong phap chinh stra tam thoi khong chuyén gen ciia bd

gen sinh vat, bao gom céc budc sau:

1) su két hop cua it nhét hai doan crARN hoic su két hop cua it nhét hai doan
sgARN dugc thiét ké va téng hop cho mot vi tri cu thé cua gen muyc tiéu thir nhét cua té
bao nhan, trong d6 t hop crARN két hop véi tracrARN hodc t6 hop sgARN don 1é c6
kha ning huéng dan mot protein Cas twong tng tao tuén ty hai hodc nhidu doan dirt gy
ADN tai vi tri cu thé trong gen muc tiéu thu nhét cua té bao nhan va sira chita chung
mot cach tu nhién twong tng, trong d6 doan dut gdy ADN sau d6 duoc tao ra dua trén

trinh tu méi duoc tao ra tir sy stra chira dut gdy ADN trude do;

2) mdt lwong thich hgp protein CRISPR/Cas hodc mARN tuong Umg cia chung
duge tron véi td hop cia cac doan crARN va doan tractARN hodc v6i sy két hop cua
cac doan sgARN don 1¢ nhu trén dugc thiét k& va téng hop truée c6 kha ning huéng
dan chinh stra theo vi tri cu thé cua gen muc tiéu thr nhét dé tao ra céac d4u hiéu chon
loc ndi sinh, tuy y, it nhét mot trong cac doan crARN va tracrARN dugc téng hop nhan
tao hodc cac doan sgARN dugc téng hop nhén tao nhém muc tiéu dén gen muc tiéu thu
hai, th&r ba hodc nhidu hon, va qua trinh 4 dugc thuc hién in vitro dé tao thanh phtc hop
RNP;

3) phitc hop RNP & trén dugc dua vio té bao nhan va tiép xtic v6i vi tri cu thé ciia

ADN bd gen d chinh sira gen;

4) theo m¢t tinh trang co thé chon loc kiéu hinh dugc tao ra boi sy chinh stra theo
vi tri cu thé clia gen muc tiéu thir nhét bai phirc hop RNP, mdt ap luc chon loc twong
tmg dugc ap dung dé thuc hién chon loc tinh trang, va té bao, mo, co quan hoic sinh
vat hoan chinh ¢6 chita sy kién chinh sira dugc phén lap, va tay y, té bao, mé, co quan

hodc sinh vét hoan chinh chira dong thoi cac sy kién chinh stra cua gen muyc tiéu thir
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nhit va cia it nhit mot trong sd gen muc tiéu thi hai, thit ba hodc nhiéu hon dwgc phan

A

1ap.

Theo mot phwong an cu thé, "gen muc tiéu tha nhét" 12 mot gen ma hoéa vi tri it
nhit mot tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh, trong d6 it nhét mét tinh trang c6 thé chon

loc kiéu hinh 14 tinh trang khang/chéng chiu hogc tinh trang ¢6 wu thé sinh trudng.

Theo mét phuong 4n cu thé, "vi tri cu thé ciia gen myc tiéu thtr nhét" dé cép dén
vi tri ma tai d6 mot dang dot bién nhét dinh duoc tao ra sau khi cit va stra chita lién tiép,
¢6 kha nang tao ra té bao nhén véi kha ning chéng lai mot &p luc chon loc nhét dinh dé
tao ra it nhét mot tinh trang khéng/chéng chju c6 thé chon loc kiéu hinh hodc tinh trang

¢6 vu the sinh trudng.

Theo mot phuong an cu thé, "dang dot bién nhét dinh" bao g6m su thay thé cua
mot bazo don 1€, su thay thé ctia nhiu bazo, hodc chén vao hodic x6a mot ) lugng bazo

khong xac dinh.

Theo mdt phwong an cu thé, "ap luc chon loc nhét dinh" c6 thé 1a ap suit moi
tredong hoic ap suit tao ra tir mot hop chit dugc thém vao; vi du, 4p sudt mdi truong 13
nhiét d6 cao, nhiét do thép hoac tinh trang thiéu oxy va nhitng yéu td tuong tu; ap suét
tao ra tr mot hop chét dugc thém vao ¢ thé 1a ap suét do néng do ion mudi, thudc

khang sinh, cytotoxin hodc thubc diét ¢, va nhitng chét twong ty.
Theo mdt phuong an cu thé, protein CRISPR/Cas 12 nucleaza CRISPR/Cas bét ky

¢6 kha ning thyc hién chinh stra b gen.

Theo mdt phuong an cu thé, diu hiéu "tao hai hoic nhiéu dut giy ADN lién tiép
tai vi tri cu th8" dé cap dén d4u hidu dua trén trinh ty méi dugc hinh thanh boi su kién
stra chita dat gdy ADN trude d6 duoc tao boi hé théng CRISPR/Cas, mdt ARN muc

tiéu méi dugc thiét ké dé cat vi tri 1an nita.

Theo mot phuong 4n cu thé, "hai hodc nhiéu dut gdy ADN" dugc tao ra khi phirc
hop RNP duge tao thanh boi cing mét nucleaza CRISPR/Cas tuong tmg v6i cac gARN

hogic sgARN khéc nhau cit lién tiép céc trinh ty muc tiéu tuong ting.

Theo mot phuong 4n cu thé khac, "hai hoic nhiéu doan ADN" dugc tao ra khi phire
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hop RNP dugc tao thanh tuong ing boi mdi trong s hai hodc nhidu nucleaza CRISPR
/ Cas nhén ra céc trinh tr PAM khac nhau véi gARN hodc sgARN tuong ing, cit lién
tiép cac trinh tu myc tiéu trong Umg. Bing céach nay, cira s6 c6 thé chinh sira ciia phan

tt ADN 16n hon.

Theo mét phwong 4n cu thé, "gen muc tiéu tht hai, tht ba hodc nhiéu hon" dé cép

dén cac gen khac mi hoa khac v6i gen muc ti€u thir nhat.

Theo mot phuong 4n cu thé, "it nhit mot trong cdc doan crARN va tracrARN duoc
tdng hop nhan tao hodc cac doan sgARN dugc tong hop nhan tao nhdm muc tiéu dén
gen muyc tiéu th{ hai, thr ba hodc nhiéu hon" chia sé ciing mdt protein Cas v6i crARN

hodc sgARN nhim muc tiéu dén gen muc tiéu thir nhét.

Theo mdt phurong 4n cu thé khac, "it nhit mot trong cac doan crARN va tracrARN
duoc téng hop nhan tao hodc cac doan sgARN dugce tdng hop nhan tao nhim muc tiéu
dén gen muc tiéu tht hai, tha ba hodc nhiéu hon" va crARN hoic sgARN nhim muc
tidu vao gen muc tiéu thir nhét sir dung céc protein Cas nhan biét cac trinh ty PAM khac
nhau. Bﬁmg cach nay, co nhiéu vi tri chinh stra c6 thé Iva chon nhiéu hon trén gen muc
tiéu thir hai.

Theo mot phuong 4n cu thé, phwong phép phén phéi phirc hop RNP vao té bao
dugc chon tir, nhung khong gidi han &: 1) phuwong phap truyén té bao qua trung gian
PEG; 2) phuong phap truyén té bao qua trung gian liposome; 3) phuwong phap bién nap
dién tir; 4) phwong phap vi ti€ém; 5) phuong phap bén pha bang stng gen; va cac phuong
phép tuong tu.

Sang ché nay con @& xuit phuong phép d8 chinh stra tam thoi khong chuyén gen

cua bd gen thyc vét, bao gom cac budce sau:

1) su két hop cua it nhit hai doan crARN hoic su két hop cta it nhét hai doan
sgARN dugc thiét ké va tong hop cho mot vi tri cu thé ciia gen muc tidu thit nhét cua té
bao hoic mé thuc vat nhan, t6 hop crARN két hop véi tracrARN hoic td hop sgARN
don 1¢ 1a c6 kha niang huéng dan mdt protein Cas twong tng tao ra lién tiép hai hoic
nhiéu doan dut giy ADN tai vi tri cu thé trong gen muc tiéu thir nhét caa té bao nhan

va stra chita chiing mot cach ty nhién tuwong ng, trong d6 doan dut gdy ADN sau do
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duoc tao ra dua trén trinh ty méi duoc tao ra tir stra chita dit gdy ADN truée do;

2) mot lugng thich hgp protein CRISPR/Cas hodc mARN tuwong tng cta chiung
duge tron voi td hop cac doan crARN va doan tracrARN hoic véi t6 hop cuia cac doan
sgARN don 1é nhur trén duge thiét ké va tdng hop truée c6 kha ning huéng dan chinh
sira theo vi tri cu thé ctia gen muc tiéu thir nhét dé tao ra cac ddu hiéu chon loc ndi sinh,
tuy y, it nhét mot trong cac doan crARN va tracrARN duoc tbng hop nhan tao hoic cac
doan sgARN dugc tdng hop nhén tao nhim muc tiéu dén gen muyc tiéu thit hai, thit ba
hoic nhidu hon, va qua trinh @ dugc thyc hién trong dng nghiém dé tao thanh phtc hop

RNP;

3) phurc hgp RNP ¢ trén duoc dua vao té bao hoic mo thuc vat nhan va tiép xuc

v6i vi tri cu thé cia ADN bd gen dé dat duoc su chinh stra gen;

4) theo mdt tinh trang co thé chon loc kiéu hinh duoc tao ra béi su chinh sira vi tri
cu thé cua gen muc tiéu thu nhét boi phttc hgp RNP, mdt ap luc chon loc twong Umg
dugc ap dung dé thuc hién chon loc tinh trang, va té bao, mo, co quan hozc ciy hoan
chinh ¢6 chira su kién chinh stra dugc phén lap va tuy y, mot té bao, md, co quan hoac
cdy hoan chinh chua d6ng thoi cac su kién chinh sira ctia gen muc tiéu thi nhét va cta

it nhit mot trong sb cac gen muc tiéu thir hai, thit ba hogic nhiéu hon duge phan lap.

Theo mdt phuong 4n cu thé, "gen muc tiéu thir nhat" 1a mot gen ma héa vj tri it
nhét mot tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh, trong dé it nhat mot tinh trang co thé chon

loc kidu hinh 14 tinh trang khang/chéng chiu hodc tinh trang c6 uu thé sinh truong.

Theo mot phwong an cu thé, "vi tri cu thé cua gen muc tiéu thir nhét" @& cép dén
vi tri ma tai d6 mot dang dot bién nhét dinh dugc tao ra sau khi cét va sira chita lién tiép
tai vi tri d6, c6 thé tao ra té bao nhan kha ning chéng lai 4p luc chon loc nhét dinh dé
tao ra it nhdt mot tinh trang khéng/chéng chiu ¢6 thé chon loc kiéu hinh hoic tinh trang

¢6 uu thé sinh truéng.

Theo mdt phuong an cu thé, "dang dot bién nhét dinh" bao gém su thay thé bazo
don 16, thay thé mot sd luong nhidu bazo hodc chén vao hodc x6a mot sé lugng bazo

khong xac dinh.

Theo mdt phuong an cu thé, "ap luc chon loc nhit dinh" ¢ thé 12 4p sut moi
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truong hodc 4p suét tao ra tir mot hop chit dugc thém vao; vi du, ap sut moi truong tt
nhét 12 nhiét do cao, nhiét do thép hodc tinh trang thiéu oxy va tuong tu; ap suit do mot
hop chit thém vao c6 thé 1a ap suét do nf‘)ng dd ion mudi, khang sinh, cytotoxin, thude

diét co, v.v..

Theo mot phuong 4n cu thé, "té bao hodc mé thuc vt nhan" 13 té bao hoic mo bt
ky c6 thé dong vai trd 12 ngudi nhan dé biéu hién tam thoi va c6 thé dugc téi sinh thanh
cdy hoan chinh théng qua nudi cdy mo. Cu thé, té bao la té bao nguyén sinh hay con goi
12 t& bao huyén phii; mo t6t nhat 14 mé seo, phdi chua trudng thanh, phoi trudng thanh,

14, ngon choi, canh non, tru 14 duéi mam, v.v..

Theo mot phwong 4n cu thé, protein CRISPR/Cas 1 nucleaza CRISPR/Cas batky

¢6 kha nang thuc hién chinh stra bg gen.

Theo mot phuwong &n cu th&, d4u hiéu "tao lién tuc hai hodc nhiéu dirt gdy ADN tai
vi tri cu thé" @& cap dén du hiéu dya trén trinh tr méi dugc hinh thanh béi sy kién stra
chita duat gdy ADN trude d6 duge tao bodi hé théng CRISPR / Cas, mot ARN muc tiéu

mai dugce thiet ke d€ cat vi tri 1an nira.

Theo mdt phuong an cu thé, "hai hodc nhiéu dut gdy ADN" dugc tao ra khi phirc
hop RNP dugc tao thanh béi mdt nucleaza CRISPR/Cas twong ung v6i cac gARN hodc

sgARN khéc nhau cit lién tiép cac trinh ty myc tiéu tuong ng.

Theo mot phuong 4n cu thé khac, "hai hogc nhiéu dut gdy ADN" duoc tao ra khi
phitc hop RNP dugc tao thanh twong (ng bdi mdi trong s6 hai hodc nhiéu nucleaza
CRISPR/Cas nhén ra cac trinh ty PAM khac nhau vdi gARN hoac sgARN tuong ung,
cét lién tiép cac trinh tur muc tiéu twong Gng. Bing cach nay, cira sd c6 thé chinh sira
cta phén tt ADN 16n hon.

Theo mot phuong an cu thé, " gen muc ti€u th{ hai, thir ba hodc nhiéu hon" dé cap
dén céc gen khac c6 ma hoa khac véi gen muc tiéu thir nhat.

Theo mot phuong én cu thé, "it nhat mot trong cac doan crARN va tracrARN dugc
téng hop nhan tao hodc céc doan sgARN dugc téng hop nhan tao nhim muc tiéu dén
gen muc tiéu tht hai, thir ba hodc nhiéu hon" chia sé ciing mot protein Cas v6i crARN

hodc sgARN nhim muc tiéu dén gen muc tiéu thir nhét.
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Theo mot phuong an cu thé khéc, "it nhit mot trong cac doan crARN va tractARN
duoc téng hop nhan tao hodc cac doan sgARN dugc téng hop nhén tao nhim muc tiéu
dén gen muc tiéu thir hai, thir ba hodc nhiéu hon" va crARN hoi#ic sgARN nhim muc
tiéu vao gen muc ti€u thir nhét sir dung cac protein Cas nhin biét cac trinh tw PAM khéc
nhau. Bang cach nay, c6 nhiéu vi trf chinh stra ¢6 thé lya chon hon trén gen muc tiéu

thir hai.

Theo mdt phuong an cu thé, phuong phép dua phirc hgp RNP vao té bao thuc vat
duoc chon tir, nhung khong gidi han ¢: 1) phuong phap bién nap té bao nguyén sinh
qua trung gian PEG; 2) phuong phap vi tiém; 3) phuong phap bén pha bang sting gen;
4) phwong phép trung gian s¢i cacbua silic; 5) phuong phap thdm nhap chan khong,
hodc bat ky phuong phap dua vao tam thoi nao khac. Phuong phap ban pha bing sting

gen dugc uu tién.

Theo mot phuong an cu thé, "gen muc tiéu thir nhét" 13 it nhat mot gen ndi sinh
ma hoéa it nhat mot tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh duge chon tir tinh khéng/chéng
chiu thubc diét co, trong do6 tinh kheing/chéng chiu thudc diét cé duge chon tir nhém
bao gdm tinh khang/chdng chiu véi chit trc ché EPSPS (bao gdm ca glyphosat) ;
khang/chdng chiu chét wc ché tdng hop glutamin (bao gbém glufosinat); khang/chéng
chiu v6i chét trc ché ALS hodc AHAS (bao gbm imidazolin hogc sulfonylure); khang/
chdng chiu véi chét ttc ché ACCase (bao gdm axit aryloxyphenoxypropionic (FOP));
khang/ chdng chiu véi chét trc ché sinh téng hop chit caroten, bao gbm cac chat trc ché
sinh tdng hop carotenoid cua budc phytoen desaturaza (PDS), chit wc ché 4-
hydroxyphenylpyruvat dioxygenaza (HPPD) hoéc cac chét @rc ché muc tiéu sinh tong
hop carotenoid khéc; khang/chéng chiu véi chit wc ché xenluloza; khang/chdng chiu
v6i chit trc ché téng hop lipit; khang/chdng chiu véi chét tic ché axit béo chubi dai;
khang/chdng chiu véi chét &re ché 1ap rap vi dng; khang/ chéng chiu tdc nhan tranh dién
tir quang hé I; khang/chdng chiu chét tc ché quang hé II (bao gdm carbamat, triazin va
triazon); khang/chdng chiu chét tc ché PPO; va khang/chéng chiu véi hormon sinh
treong tong hop (bao gbm dicamba, 2,4-D (trc 14, axit 2,4-diclophenoxyaxetic)). Trong
d6, gen muc tiéu thu nhét dugce chon tir PsbA, ALS, EPSPS, ACCase, PPO, HPPD,
PDS, GS, DOXPS, TIR 1, AFBS, va mét s6 dang dot bién duoc tao ra sau khi cdt va sira
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chita tudn tu tai cac vi tri cu thé cua cdc gen muc tiéu thudc diét cé nay cé thé tao cho

té bao thuc vt nhan kha ning khang/chdng chiu véi cac loai thubc diét co twong tng.

Theo mot phuong an cu thé, "gen muc tiéu thir nhat" 12 ALS, va "vi tri cu thé cua
gen" d& cap dén vi tri A122, P197, R198, D204, A205, D376, R377, W574, 5653 hodc
G654 trong trinh ty axit amin cua protein AtALS Arabidopsis (vi dy, nhu duge thé hién
trong SEQ ID NO:1), va cac vi tri axit amin trong protein ALS ctia mdt thuc vét khac
twong Gmg Vi cac vi tri axit amin néu trén bang céach sir dung trinh ty axit amin AtALS
]am tiéu chuin tham chiéu. CrARN hoic sgARN nham muc tiéu trinh ty muc tiéu bao
gf”)m trinh tu ma héa vi tri trinh tu axit amin cta protein AtALS dugc chon tir nhém bao
gdm A122, P197, R198, D204, A205, D376, R377, W574, $653, G654 hoic két hop
bat ky cta chung, va trinh tu muc ti€u bao gém trinh ty ma hoéa vi tri axit amin trong
protein ALS cua mot thuc vét khic teong tmg v4i cac vi tri axit amin néu trén, va su
két hop bt ky ctia chiing, bing cach str dung trinh tw axit amin AtALS 1am tiéu chudn
tham chiéu. Vi tri ALS W574 duge wu tién. Ap luc chon loc tét nhét 1a xit Iy bing

pyroxsulam hoéc nicosulfuron.

Theo mdt phuong an cu thé, "gen muc tiéu thi nhét" 12 ACCase, va "vi tri cu thé
cta gen" dé cap dén vi tri 11781, E1874, N1878, W1999, W2027, 12041, D2078, C2088
hodic G2096 trong trinh tu axit amin ctia protein AmACCase Alopecurus myosuroides
(vi dy, nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 3, va trinh tu gen nhu dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 4), va céc vi tri axit amin trong protein ACCase cua cdy mot la mam khac
twong tng voi cac vi tri axit amin néu trén bang cach sir dung trinh ty axit amin
AmACCase 1am tiéu chuén tham chiéu. CrARN hoic sgARN nhim muc tiéu trinh tu
muc tiéu bao gém trinh tuy ma héa vi tri trinh ty axit amin AmACCase duoc chon tir
nhom bao gém 11781, E1874, N1878, W1999, W2027, 12041, D2078, C2088, G2096
hoic két hop bat ky cua chiing, va trinh ty myc tiéu bao gém trinh ty ma héa vi tri axit
amin trong protein ACCase ctia cdy mot 14 mém khac tuong tmg v6i vi tri axit amin néu
trén, va su két hop bét ky cua chiing, bang cach st dung trinh ty axit amin AmACCase
1am tiéu chuén tham chiéu. Vi tri ACCase W2027 dugc uu tién. Ap luc chon loc tdt hon

1a xtt Iy v6i quizalofop-p-etyl.

Theo mgt phuong an cu thé, "gen muc tiéu thir nhét" 12 HPPD, va "vi tri cu thé cua
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gen" d& cap dén vi tri H141, L276, P277, N338, G342, R346, D370, P386, K418 hodc
G419 trong trinh tu axit amin cua protein OsHPPD Oryza sativa (nhu dugce thé hién
trong SEQ ID NO: 5, va trinh ty b gen nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO: 6), va cac
vi tri axit amin trong protein HPPD cuia mgt thuc vat khac tuong tmg v6i cc vi tri axit
amin néu trén bang cach sir dung trinh ty axit amin OsHPPD lam tiéu chuén tham chiéu.
CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh tu muc tiéu bao gém trinh ty ma héa vi tri
trinh tu axit amin OsHPPD dugc chon tir nhém bao gém H141, L276, P277, N338,
G342, R346, D370, P386, K418, G419 hodc két hop bét ky cua chiing, va trinh ty muc
tidu bao gdm trinh tu ma hoa vi tri axit amin trong protein HPPD cua mdt thyc vat khac
twong tng véi vi tri axit amin néu trén, va sy két hop bét ky cua chiing, bang céach sir
dung trinh ty axit amin OsHPPD lam tiéu chuén tham chiéu. Ap luc chon loc t6t hon 1a

xir Iy véi biscarfentrazon.

Theo mdt phuong an cu thé, " gen muc tiéu thu nhit" 1a PPO, va "vi tri cu thé cua
gen" d& cap dén vi tri S128, V217, S223, V364, K373, L423, Y425 hoac W470 trong
trinh ty axit amin cta protein OsPPO1 Oryza sativa (nhu dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 7, va trinh tr bd gen nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 8), va céc vi tri axit
amin trong protein PPO ciia mdt thuc vat khac twong g véi céc vi tri axit amin néu
trén bang cach sir dung trinh ty axit amin cia OsPPO1 lam tiéu chuén tham chiéu.
CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh tu muc tiéu bao gdm trinh ty ma héa vi tri
trinh tu axit amin OsPPO1 dugc chon tir nhém bao gém S128,V217,S223,V364,K373,
1423, Y425, W470 hoic két hop bt ky cta chung, va trinh ty muc tiéu bao gdm trinh
tu cc vi tri axit amin néu trén twong tmg véi protein PPO ctia mt loai thyc vét khac
va bét ky su két hop nao clia chiing sir dung trinh ty axit amin OsPPO1 lam tiéu chuin

tham chiéu. Ap luc chon loc t6t hon 1a xir ly v6i saflufenacil.

Theo modt phuwong an cu thé, " gen muc tiéu thur nhét" 12 TIR1, va "vi tri cu thé cta
gen" dé cap dén vi tri F93, F357, C413 hodc S448 trong trinh tu axit amin cua protein
OsTIR1 Oryza sativa (nhu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 9, va trinh tyr bd gen nhu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 10), va céc vi tri axit amin trong protein TIR1 ctia mot
thuc vat khéac tuong (g véi céc vi tri axit amin néu trén bang cach sir dung trinh ty axit

amin OsTIR1 lam tiéu chudn tham chiéu. CrARN ho#ic sgARN nhdm muc tiéu trinh tu
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muc ti€u bao gém trinh tu ma hoéa vi tri trinh tu axit amin OsTIR1 dugc chon tir nhém
bao gdm F93, F357, C413, S448 hoic két hop bt ky cua chung, va trinh tu muc tiéu
bao gém trinh tu ma héa vi tri axit amin trong protein TIR1 cuia mdt thuc vat khac twong
Ung véi vi tri axit amin néu trén, va bat ky su két hop nao ciia chiing, bang céach sit dung
trinh tu axit amin OsTIR1 lam ti€u chuén tham chiéu. Ap luc chon loc tt hon 13 xir Iy

2,4-D.

Sang ché con d8 xuét hé théng chinh sira tam thoi khong chuyén gen bang cach

str dung phuong phap noi trén.

Ngoai ra, séng ché con dé xuat viéc st dung hé thong chinh sira tam thoi khong

chuyén gen di ndi & trén lam diém danh dau chon loc.

Ngoai ra, séng che con dé xudt viéc st dung hé thong chinh stra tam thoi khong

chuyén gen di néi ¢ trén dé diéu tri bénh.

Ngoai ra, sang che con dé xuét viéc sir dung hé thong chinh stra tam thoi khong

chuyén gen di néi & trén trong nhan giéng sinh hoc.

Séang ché con dé xudt thyuc vat bién dbi gen thu dugc bang phuong phap néi trén,
bd gen ciia né chita sy kién chinh sira ciia gen muc tiéu thir nhat, va thyuc vét bién dbi

gen thu dugc theo cach khong chuyén gen.

Sang ché b sung dé xuét mot loai thuc vat bién ddi gen thu duoc bang phuong
phap noi trén, bd gen clia nd chira su kién chinh sira ciia gen muyc tiéu thir nhat, va con
chtra it nhat mot su kién chinh stra gen muc tiéu thi hai, va thyuc vat bién d6i gen dugc

tao ra theo cach khong chuyén gen.

Sang ché ciing d& xuét thém mot loai thuc vat bién dbi gen thu duoc bang phuong
phép ndi trén, by gen ciia no chira it nhéat mot sy kién chinh sira gen muc tiéu th hai,
va thuc vat bién dbi gen dugc tao ra theo cach khong chuyén gen, trong d6 su kién chinh

stra ciia gen muc tidu thr nhét da bi loai bd bang cach tach gen.

Sang ché con dé xuét by gen ctia thuc vat bién dbi gen thu duoc bang phuong phép
ndi trén, by gen bao gf‘)m: 1) su kién chinh stra ctia gen muc ti€u thir nhét; 2) su kién

chinh stra ctia gen muc tiéu thir nhat va sy kién chinh sira clia it nhat mot gen myc ti€u
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thir hai; hodc 3) it nhit mét su kién chinh stra gen muc tiéu thir hai, trong d6 sy kién
chinh stra gen muc tiéu thir nhét d3 bi loai bo b%mg cach tach gen; trong do thuc vat bién

d6i gen thu duoc theo cach khong chuyén gen.

Mot khia canh khéc cua sang ché @& xuit mot dot bién gen thuc vat méi thu duge

bang phuong phép ndi trén.

Sang ché ciling dé xuat mdt dang ddt bien méi dugc tao ra & cly tréng, bao gdm

mdt hoic su két hop cua hai hoic nhidu dang sau day:

thay thé axit aspartic tai vi tri twong ng v6i Arabidopsis ALS376 bang bat ky axit
amin nao Khéc, thay thé tryptophan tai vi tri twong (mg v6i Arabidopsis ALS574 bing
bét ky axit amin ndo khac, thay thé serin tai vi tri twong (g v&i Arabidopsis ALS653
bing bat ky axit amin nao khéc, hodc thay thé serin tai vi tri twong ing véi Arabidopsis
ALS654 bing bét ky axit amin nao khac; hodc thay thé tryptophan tai vi tri twong tng

v6i Alopecurus myosuroides ACCase2027 bing bét ky axit amin nao khéc.

Theo mdt phuong an cu thé, trong d6 axit aspartic tai vi tri twong tng véi
Arabidopsis ALLS376 dugc thay thé bang axit glutamic (D376E), tryptophan tai vi tri
twong (mg v&i Arabidopsis ALS574 dugc thay thé bang leucin hodc methionin (W574L
hodic W574M), serin tai vi tri twong ung voi Arabidopsis ALS653 duge thay thé bang
asparagin hogc arginin (S653N hodc S653R), hodc glycin tai vi tri twong tmg voi
Arabidopsis ALS654 dugc thay thé bang axit aspartic (G654D), trong d6 céc vi tri cia
c4c axit amin dugc dé cip bing cich st dung cac vi tri ciia cdc axit amin tuong Ung
trong Arabidopsis thalianan 1am tham chiéu; hoic, tryptophan tai vi tri twong ung véi
Alopecurus myosuroides ACCase2027 dugc thay thé bang leucin hodc cystein
(W2027L hodc W2027C), trong d6 vi tri cia axit amin dugc @& cap bang cach sir dung

vi tri cla axit amin tuong tng trong Alopecurus myosuroides 1am tham chi€u.

Theo mot phwong 4n cu thé khac, dang dot bién 1a S653R/G654D, trong d6 vi tri
clia axit amin dugc d& cdp bang cach st dung vi tri cua axit amin twong Ung trong

Arabidopsis thalianan lam tham chiéu.

Theo mot phuong an cu thé, axit aspartic & vi tri 350 cua Oryza sativa ALS duge

thay thé bang bét ky axit amin nao khéc, tryptophan & vi tri 548 ctia Oryza sativa ALS
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duoc thay thé bing bit ky axit amin nao khéc, hoc tryptophan & vi tri 561 ctia Solanum
tuberosum L. ALS2 dugc thay thé boi bat ky axit amin nao khéc; hoc tryptophan & vi
tri 2038 cuia Oryza sativa ACCase2 dugc thay thé bing bit ky axit amin nao khac.

Theo mét phuong 4n cu thé khac, axit aspartic & vi tri 350 ctia Oryza sativa ALS
duogc thay thé bang axit glutamic (D350E), tryptophan & vi tri 548 ctia Oryza sativa
ALS dugc thay thé bing leucin hoic methionin (W548L hoic W548M), hodc
tryptophan & vi tri 561 cta Solanum tuberosum L . ALS2 dugc thay thé bang leucin
hodc methionin (W561L hodac W561M); hodc, tryptophan tai vi tri 2038 cua Oryza
sativa ACCase2 dugc thay thé bang leucin hoic cystein (W2038L hoic W2038C), trong
do trinh tu axit amin cia protein Oryza sativa ALS dugc thé hién trong SEQ ID NO:
11, trinh tu axit amin ctia protein Solanum tuberosum L . StALS2 dugc hién thi trong
SEQ ID NO: 19 va trinh ty axit amin cta protein Oryza sativa ACCase2 dugc hién thi
trong SEQ ID NO: 13.

Sang ché con dé xuat protein hodc doan cé hoat tinh sinh hoc ctia chung ¢6 dot
bién mai ndi trén.
Sang ché ciing dé xuat axit nucleic, bao gom trinh ty axit nucleic hodc trinh tu bd

sung cta n6 ma hoa protein hodc doan c6 hoat tinh sinh hoc cta chung.

Sang ché con dé xuat mdt vecto bi€u hi¢n tai to hop, bao gbm axit nucleic va mot

trinh ty khoi dau duoc lién két chirc ning véi né.
Sang ché con dé xuét thém cassette biéu hién, bao gbm axit nucleic.
Sang ché nay con dé xudt té bao thuc vat, bao gdm cassette biéu hién.
Sang ché nay con dé xuét thuc vat duogc tai sinh bing cach st dung té bao thuc vat.

Mot khia canh khéac cua sang ché d€ xuat phuong phép san xuat cay trong cé kha
ning khang hodc chong chiu véi thudc diét co duoc cai thién, bao gom viéc tai sinh te

bao thuc vat thanh thuc vét.

Mt khia canh khac cua sang ché dé xudt phuong phap kiém soét cé dai trong khu
vuc canh téc thuc vat, trong d6 thuc vét bao gdm cdy trdng néi trén hoic cdy trong dugc

san xudt theo phuong phap néi trén, trong d6 phuong phap nay bao gdm viéc ap dung
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cho dia diém trong trot mot hodc nhiéu loai thudc diét c6 véi lugng ¢ hiéu qua dé kiém
soat ¢o dai.

Mot khia canh khac ctia sdng ché ciing dé xuat viéc su dung dot bién méi, protein
hodc doan c6 hoat tinh sinh hoc cta ching, axit nucleic, vecto biéu hién tai t0 hop hodc
cassette biéu hién trong viéc cai thién tinh khang hozc tinh chong chiu cua t€ bao thuc

vat, md thuc vat, bd phén ctia thuc vat hodc thue vét dé diét co.
Sang ché nay c6 cac hiéu qua k¥ thuat tuyét voi sau day:

Dua trén céc trinh tu duge tao ra tir sy kién stra chita méi duge tao ra bang cach
chinh sira lién tiép, cic muc tiéu méi c6 thé dugc thiét ké, co thé tao dot bién lién tiép
nhiéu 14n tai mot vi tri cu thé trong bd gen, do d6 lam phong phu theo cAp sd nhén céac
loai su kién stra chita sau khi ADN dirt gdy, va nhan ra cac dang dot bién thay thé bazo,
d6t bién mét doan va dot bién chén ma khéong thé c6 dugc bang mot 14n chinh sira gen.
Tie 13, so dd cét/chinh stra tudn tu dugce 14p trinh duoc thong qua boi sing ché, str dung
trinh tu dugc tao ra tu 14n stra chita chinh sira gen trude d6 lam muc tiéu chinh stta gen
sau nay, c6 thé cung cip cho CRISPR/Cas cac chtrc nang méi vé chinh sira bazo don 1¢

va x6a va chén vi trf chinh x4c thong qua viéc loai truc tiép don gian.

Sang ché c6 thé thuc hién sang loc cac su kién chinh sira gen trong truong hop
khong c6 dau hiéu ngoai sinh, tiép tuc nhén ra viéc chinh sira gen khong chuyén gen va
¢6 thé sang loc hiéu qua céc sy kién chinh sira, va c6 the lam giam dang ke moi lo ngai

vé an toan sinh hoc ctia phuong phép nay trong liéu phap té bao va nhan gidng sinh hoc.

Dic biét, phuong phap chinh sira tam thoi khong chuyén gen & thuc vét dugc cung
cép béi sang ché chi lién quan dén protein Cas va cac doan nhd gARN hodc sgARN
duoc téng hop nhan tao, ma khong c6 sy tham gia cia ADN ngoai sinh trong toan b
qua trinh, va tao ra cac d4u hiéu lva chon khéng ndi sinh b%mg cach chinh stra gen muc
tiu thir nhit thong qua cit/chinh stra tudn tu, dé su kién chinh stra c6 thé duoc sang loc
mdt cach hiéu qua, thuc sy ma khong cin dén céc thao tac bién ddi gen, va do do,
phuong phap nay tuong duong véi gly dot bién hoéa hoc hogic nhan gidng bang bic xa,
ciling khong yéu cAu lién tuc nhiéu thé hé phan tdch va phat hién céc thanh phan chuyén

gen ngoai sinh, do do rat ngén chu ky nhéan giéng, dam bao an toan sinh hoc, tiét kiém
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chi phi giam sat va phé duyét, va cung cAp trién vong tmg dung tuyét voi trong viéc

nhan giéng chinh x4c cay tréng.
MG ta chi tiét sang ché

Trong sang ché nay, trir khi c6 quy dinh khac, cac thuét ngit khoa hoc va k§ thuét
dugc stir dung & ddy c6 nghia thuong dugc hiéu béi nhitng ngudi c¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay. Ngoai ra, héa hoc protein va axit nucleic, sinh hoc phéan tir, nudi céy
md va té bao, vi sinh vat hoc, cac thuét ngit lién quan dén mién dich hoc va quy trinh
phong thi nghiém dugc sir dung & déy la tat ca cac thuat ngit va quy trinh thong thuong
dugc str dung rong rdi trong céc linh vuc trong Ung. Ddng thoi, dé hiéu 15 hon vé sang

ché, cac dinh nghia va giai thich cac thuét ngit lién quan duoc cung cap dudi day.

Thuat ngit "bd gen" nhu dugc sir dung & day d& cap dén tit ca cac phin bd sung
clia vAt chét di truyén (gen va trinh ty khong ma héa) c6 trong mdi t& bao hodc vi rit
hodc bao quan cia mot sinh vat, va/hodc bd gen hoan chinh dugce thira hudng tir cha me

dué6i dang mdt don vi (don boi).

Thuat ngit "chinh stra gen" dé cap dén cac chién luge va k¥ thuat dé bién ddi c6
muc tidu cu thé dbi voi bat ky thong tin di truyén hodic bd gen ndo cua sinh vt sbng.
Do d6, thuét ngit nay bao gbm chinh sira cic ving ma hoa gen, nhung ciing bao gbm
chinh stra cac viing khong phai 1a viing m hoa gen ctia bo gen. N¢ ciing bao gbm chinh

sira hodc stra d6i thong tin di truyén khac cta nhén (néu co) va t€ bao.

Thuét ngit "nucleaza CRISPR/Cas " ¢6 thé 1a nucleaza dua trén CRISPR hodc trinh
tu axit nucleic mi héa gidng nhau, bao g06m nhung khong gidi han ¢: 1) Cas9, bao gbm
SpCas9, ScCas9, SaCas9, xCas9, VRER-Cas9, EQR-Cas9, SpG-Cas9, SpRY-Cas9,
SpCas9-NG, NG-Cas9, NGA-Cas9 (VQR), v.v.; 2) Casl2, bao gf”)m LbCpfl, FnCpfl,
AsCpfl, MAD?7, v.v., hodc bét ky bién thé hoic dan xuit nao cta nucleaza dua trén
CRISPR noi trén; tot hon 13, trong d6 it nhét mot nucleaza dua trén CRISPR bao g6m
mdt dot bién so véi trinh tu kiéu dai twong tng, dé nucleaza dua trén CRISPR thu dugc
nhén ra mot trinh tw PAM khac. Khi dugce sir dung & déy, "nucleaza dua trén CRISPR"
12 bit ky nucleaza nao da duoc xdc dinh trong hé thdng CRISPR ty nhién, sau d6 dugc

phan 1ap tur nén tu nhién ctia né, va t6t hon 1a da duoc stra doi hodc két hop thanh clu
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trlic tAi t& hop cAn quan tm, thich hop lam céng cu cho k¥ thuat bd gen duge nhim
muc tiéu. Mién 13 nucleaza dya trén CRISPR kidu dai ban ddu cung c4p kha ning nhén
dang ADN, tirc 1a c4c déc tinh lién két, thi bat ky nucleaza dua trén CRISPR nao cling
c6 thé duoc st dung va duogc 1ap trinh lai thy ¥ hodc dugc dot bién theo cach khéac dé

phu hgp vdi cac phuong 4n khic nhau cua sang ché.

Thuét ngit "CRISPR" dé cép dén mot k¥ thuat thao tac di truyén cu thé theo trinh
tu dua trén cac doan ldp lai palindromic ngén xen k& nhau déu din, khac véi su can

thiép cia ARN diéu chinh su biéu hién ciia gen & cap do phién ma.

" nucleaza Cas9" va "Cas9" duoc sir dung thay thé cho nhau & day, va dé cap dén
nucleaza duoc huéng dan bang ARN bao gbm protein Cas9 hoic doan cua né (vi du,
protein chira mién phéan cit ADN hoat dong cua Cas9 va/hodc mién lién két gARN ctia
Cas9). Cas9 1a mot thanh phan ctia hé thdng chinh stra bd gen CRISPR/Cas (cum lap
lai palindrome ngan xen k& thuong xuyén va cac hé théng lién quan). N6 c6 thé nhim
muc tiéu va cét cac trinh tw muc tiéu ADN duéi sy huéng dan cia ARN din duong dé

tao thanh cac dut gay chudi kép ADN (DSB).

" protein Cas" hodc " polypeptit Cas" @& cap dén mot polypeptit dugc ma héa boi
gen Cas (lién két véi CRISPR). Protein Cas gdbm c6 endonucleaza Cas. Protein Cas c¢6
thé 1a mot loai protein vi khuin hoic vi khudn ¢b. Vi du, cac protein Cas CRISPR loai
I dén I11 & day thuong bét ngudn tir sinh vét nhan so; protein Cas loai I va loai III ¢6 thé
¢6 ngudn gbc tir vi khuén hoic cac loai vi khuén ¢, va protein Cas loai II (ttrc 13, Cas9)
c6 thé c6 ngudn gbc tir cac loai vi khudn. “Protein Cas” bao gém protein Cas9, protein
Cpfl, protein C2cl, protein C2c2, protein C2c3, Cas3, Cas3-HD, Cas5, Cas7, CasS8,
Cas10, Cas12a, Cas12b hoic két hop hodc phttc hop cta ching.

"Bién thé Cas9" hodc "Bién thé endonucleaza Cas9" dé cap dén mot bién thé cua
endonucleaza Cas9 gdc, trong d6 khi dugc két hop véi crARN va tracARN hoic véi
sgARN, bién thé endonucleaza Cas9 van giit dugc kha ning nhén biét, lién két voi tht
ca hodc mot ph'?m cua trinh tr ADN muc tiéu va tuy y thdo cudn tét ca hodc mot phan
clia trinh tu muc tiéu ADN, cét tit ca hodc mot phan ctia trinh ty muyc tiéu ADN, hodc
cét tAt c4 hodc mot phan cua trinh tu myc tiéu ADN. Cac bién thé endonucleaza Cas9

bao gdm céac bién thé endonucleaza Cas9 dwoc mo ta o ddy, trong d6 cic bien thé

24

24/104



48905

endonucleaza Cas9 khac véi endonucleaza Cas9 gbc theo cach sau: Cac bién thé
endonucleaza Cas9 (khi dugc tao phirc véi gARN dé tao thanh phttrc hop endonucleaza
hudéng polynucleotit c6 kha ning sira dbi vi tri muc tidu) c6 it nhit mot dic tinh duoc
cai thién, chéng han, nhung khong gidi han ¢, tdng hiéu suét bién nap, tang hiéu qua
chinh sira ADN, giam cét ngoai muc tiéu, hodc két hop bit ky cuia chung, so véi
endonucleaza Cas9 gbc (tao phirc hgp véi cing mot gARN dé tao thanh phic hop

endonucleaza hudng polynucleotit cé kha ning stra dbi cing mot vi tri muc tiéu).

Céc bién thé endonucleaza Cas9 dugc mo ta & day bao gom cac bieén thé cd thé
lién két va cit cac vi tri muc tiéu ADN sgi d6i khi lién két voi crARN va tractARN hodc
v6i sgARN, trong khi endonucleaza Cas goc c6 thé lién ket v6i vi trf myc ti€u va din

dén dut soi doi (phan cit) khi lién két v6i crARN va tractrARN hodc v6i sgARN.

"ARN huéng dan" va "gARN" duogc sir dung thay thé cho nhau & day, va d& cap
dén trinh tu ARN din huéng duoc st dung dé nhém muc tiéu mot gen cu thé dé hiéu
chinh bang cong nghé CRISPR, thuong bao gbm céc phan tir crARN va tracrARN b
sung mot phén dé tao thanh phtc hop, trong d6 crARN chtra mét trinh tw c6 du sy bd
sung véi trinh ty muyc ti€u dé lai v6i trinh tu muc tiéu va chi dao phttc hgp CRISPR
(Cas9 + crARN + tracrARN) lién két cu thé véi trinh tu muc tiéu. Tuy nhién, trong linh
vue ky thuat, ngudi ta da biét ring mot ARN din huéng don (sgARN) ¢6 thé duoc thiét

ke, chira cé céac dic tinh ciia crARN va tracrARN.

Thuét ngit "ARN din huéng don" va "sgARN" dugc st dung thay thé cho nhau &
day, va dé cap dén su dung hop téng hop cua hai phan tir ARN, bao gbm su dung hop
ctia crARN (CRISPR ARN) ctia mién nhim muc tidu thay ddi (dugc lién két vdi trinh
tu bt cap tracr lai v6i tracrARN) va tractARN (ARN CRISPR kich hoat trans). SSARN
c¢6 thé bao gE‘)m cac doan crARN hodc crARN va cac doan tracrARN hodc tracrARN
ctia hé théng CRISPR/Cas loai II ¢6 thé tao thanh phirc hgp voi Cas endonucleaza loai
1, trong d6 phirc hop din huéng endonucleaza ARN/Cas c6 thé din hwdng
endonucleaza Cas dén vi tri muc tiéu ADN dé endonucleaza Cas c6 thé nhén ra, lién két
tity ¥ vao vi tri myc tiéu ADN, va tiry y rach vi tri myc tiéu ADN hoic cit (tao dut gay

soi don hodc soi kép) vi tri myc tiéu ADN.

Theo mot sb phuong 4n, (cic) ARN dan hudng va Cas9 co thé dugc phén phdi dén
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té bao dudi dang phirc hop ribonucleoprotein (RNP). RNP bao gdm protein Cas9 tinh
khiét tao phirc v6i gARN, va dugc biét rd trong linh vue k§ thuat rang RNP ¢6 the duoc
phan phéi hiéu qua dén nhidu loai t& bao, bao gdm nhung khong gidi han & t& bao gbc

va té bao mién dich (Addgene, Cambridge, MA, Mirus Bio LLC, Madison, WI).

M tip lién ké protospacer (PAM) & déy dé cap dén trinh tu nucleotit ngin lién ké
véi trinh tu muc tiéu (duge nhdm muc tiéu) (prespacer) dugc hé théng endonucleaza
gARN/Cas nh4n ra. Néu trinh tw ADN muc tiéu khong lién ke v6i trinh ty PAM thich
hop, thi endonucleaza Cas co th khong thé nhan biét thanh cong trinh tw ADN muc
tiéu. Trinh tu va d6 dai cia PAM & diy co thé khac nhau tiry thudc vao protein Cas hodc
phirc hop protein Cas dang dugc sir dung. Trinh ty PAM c6 thé c6 do dai bat ky, nhung
thuong c6 do daila1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 hoac 20

nucleotit.

Khi dugc st dung & diy, thudt ngt "sinh vat" hodc "co thé séng" bao gdbm dong

vat, thuc vat, nam, vi khuan va cic loai twong tu.

Khi duogc sir dung ¢ ddy, thuat ngit "té bao chu" bao gdm té bao thyc vat, té bao

dong vat, t€ bao nam, té bao vi khuén va cac loai twong tu.

Trong sang ché nay, "dong vét" bao gbém nhung khong giéi han & dong vat c6
xwong sdng, ching han nhu con ngudi, dong vét c¢6 vi khong phai nguoi, chim, c4, bo

sat, ludng cu, v.v., cling nhu dong vat khong xuong sdng, ching han nhu con tring.

Trong sang ché nay, “thuc vat” nén dugc hiéu 12 bat ky sinh vat da bao phan biét
ndo c6 kha ning thuc hién quang hop, cu thé 1a cac cdy mot 1a mam hoc ciy hai 14
mam, vi dy, (1) cdy luong thuc: Oryza spp., nhu Oryza sativa, Oryza latifolia, Oryza
sativa, Oryza glaberrima; Triticum spp., nhu Triticum aestivum, T. Turgidumssp.
durum; Hordeum spp., nhu Hordeum vulgare, Hordeum arizonicum; Secale cereale;
Avena spp., nhu Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantine, Avena fatua var.sativa,
Avena hybrida; Echinochloa spp., nhu Pennisetum glaucum, Sorghum, Sorghum
bicolor, Sorghum vulgare, Triticale, Zea mays hodc ngd, k&, gao, ké Foxtail, ké Proso,
Sorghum bicolor, Panicum, Fagopyrum spp., Panicum miliaceum, Setaria italica,

Zizania palustris, Eragrostis tef, Panicum miliaceum, Eleusine coracana; (2) cay ho dau:
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Glycine spp. nhu Glycine max, Soja hispida, Soja max, Vicia spp., Vigna spp., Pisum
spp., dau rudng, Lupinus spp., Vicia, Tamarindus indica, Lens culinaris, Lathyrus spp.,
Lablab, d4u tdm, d4u xanh, ddu do, dau; (3) cdy lay dau: Arachis hypogaea, Arachis spp,
Sesamum spp., Helianthus spp. nhu Helianthus annuus, Elaeis nhu Eiaeis guineensis,
Elaeis oleifera, diu twong, Brassicanapus, Brassica oleracea, Sesamum orientale,
Brassica juncea, Oilseed rape, Camellia oleifera, ciy co dAu, 6 liu, thiu dau, Brassica
napus L., canola; (4) cay 14y soi: Agave sisalana, Gossypium spp. nhu Gossypium,
Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum, Hibiscus cannabinus, Agave sisalana,
Musa textilis Nee, Linum usitatissimum, Corchorus capsularis L, Boehmeria nivea (L.),
Cannabis sativa, Cannabis sativa; (5) cAy an qua: Ziziphus spp., Cucumis spp.,
Passiflora edulis, Vitis spp., Vaccinium spp., Pyrus communis, Prunus spp., Psidium
spp., Punica granatum, Malus spp., Citrullus lanatus, Citrus spp., Ficus carica,
Fortunella spp., Fragaria spp., Crataegus spp., Diospyros spp., Eugenia unifora,
~ Eriobotrya japonica, Dimocarpus longan, Carica papaya, Cocos spp., Averrhoa
carambola, Actinidia spp., Prunus amygdalus, Musa spp. (musa acuminate), Persea spp.
(Persea Americana), Psidium guajava, Mammea Americana, Mangifera indica,
Canarium album (Oleaeuropaea), Caricapapaya, Cocos nucifera, Malpighia emarginata,
Manilkara zapota, Ananas comosus, Annona spp., Citrus reticulate (Citrus spp.),
Artocarpus spp., Litchi chinensis, Ribes spp., Rubus spp., 1€, dao, mo, mén, dau tay do,
chanh, quét, sau riéng, cam, dau, viét quét, dua hami, cdy xa huong, cy cha 13, cdy oc
cho, cdy anh ddo; (6) cdy than ré: Manihot spp., Ipomoea batatas, Colocasia esculenta,
cai cu, Allium cepa (hanh), hoa hué eleocharis (hat dé nudc), Cyperus rotundus,
Rhizoma dioscoreae; (7) cdy rau: Spinacia spp., Phaseolus spp., Lactuca sativa,
Momordica spp, Petroselinum crispum, Capsicum spp., Solanum spp. (ching han
Solanum tuberosum, Solanum integrifolium, Solanum lycopersicum), Lycopersicon
Spp- (ching han Lycopersicon esculentum, Lycopersicon lycopersicum, Lycopersicon
pyriforme), Macrotyloma spp., Kale, Luffa acutangula, ddu lang, dau bép, hanh tay,
khoai tdy, atisd, mang tdy, bong cai xanh, céi Brussels, bép cai, ca rét, sup lo tring, can
tdy, cai xanh, bi, Benincasa hispida, Asparagus officinalis, Apium graveolens,
Amaranthus spp., Allium spp., Abelmoschus spp., Cichorium endivia, Cucurbita spp.,

Coriandrum sativum, B.carinata, Rapbanus sativus, Brassica spp. (chang han Brassica
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napus, Brassica rapa ssp., Canola, hat cai dau, cai cu, cai cu, cai la, bép cai, mu tat den,
canola (hat cai dau), cai Brussels, Solanaceae (ca tim), Capsicum annuum (6t ngot), dua
chuot, luffa , Cai thao, cai dau, cai bép, cai thia, 14 he, ngd sen, ct sen, xa lach; (8) cdy
hoa: Tropaeolum minus, Tropacolum majus, Canna indica, Opuntia spp., Tagetes spp.,
Cymbidium (orchid), Crinum asiaticum L., Clivia, Hippeastrum rutilum, Rosa rugosa,
Rosa Chinensis, Jasminum sambac, Tulipa gesneriana L., Cerasus sp., Pharbitis nil (L.)
Choisy, Calendula officinalis L., Nelumbo sp., Bellis perennis L., Dianthus
caryophyllus, Petunia hybrida, Tulipa gesneriana L., Lilium brownie, Prunus mume,
Narcissus tazetta L., Jasminum nudiflorum Lindl., Primula malacoides, Daphne odora,
Camellia japonica, Michelia alba, Magnolia liliiflora, Viburnum macrocephalum,
Clivia miniata, Malus spectabilis, Paconia suffruticosa, Paeonia lactiflora, Syzygium
aromaticum, Rhododendron simsii, Rhododendron hybridum, Michelia figo (Lour.)
Spréng., Cercis chinensis, Kerria japonica, Weigela florida, Fructus forsythiae,
Jasminum mesnyi, Parochetus communis, Cyclamen persicum Mill., Phalaenophsis
hybrid, Dendrobium nobile, Hyacinthus orientalis, Iris tectorum Maxim, Zantedeschia
acthiopica, Calendula officinalis, Hippeastrum rutilum, Begonia semperflorenshybr,
Fuchsia hybrida, Begonia maculataRaddi, Geranium, Epipremnum aureum; (9) cay
thudc: Carthamus tinctorius, Mentha spp., Rheum rhabarbarum, Crocus sativus, Lycium
chinense, Polygonatum odoratum, Polygonatum Kingianum, Anemarrhena
asphodeloides Bunge, Radix ophiopogonis, Fritillaria cirrhosa, Curcuma aromatica,
Amomum villosum Lour., Polygonum multiflorum, Rheum officinale, Glycyrrhiza
uralensis Fisch, Astragalus membranaceus, Panax ginseng, Panax notoginseng,
Acanthopanax gracilistylus, Angelica sinensis, Ligusticum wallichii, Bupleurum
sinenses DC., Datura stramonium Linn., Datura metel L., Mentha haplocalyx, Leonurus
sibiricus L., Agastache rugosus, Scutellaria baicalensis, Prunella vulgaris L., Pyrethrum
carneum, Ginkgo biloba L., Cinchona ledgeriana, Hevea brasiliensis (hoang dai),
Medicago sativa Linn, Piper Nigrum L., Radix Isatidis, Atractylodes macrocephala
Koidz; (10) ciy nguyén lidu: Hevea brasiliensis, Ricinus communis, Vernicia fordii,
Morus alba L., Hops Humulus lupulus, Betula, Alnus cremastogyne Burk., Rhus
verniciflua stokes; (11) cdy tréng ddng co: Agropyron spp., Trifolium spp., Miscanthus

sinensis, Pennisetum sp., Phalaris arundinacea, Panicum virgatum, prairiegrasses,
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Indiangrass, Big bluestem grass, Phleum pratense, turf, cyperaceae (Kobresia pygmaea,
Carex pediformis, Carex humilis), Medicago sativa Linn, Phleum pratense L.,
Medicago sativa, Melilotus suavcolen, Astragalus sinicus, Crotalaria juncea, Sesbania
cannabina, Azolla imbircata, Eichhornia crassipes, Amorpha fruticosa, Lupinus
micranthus, Trifolium, Astragalus adsurgens pall, Pistia stratiotes linn, AlteARNnthera
philoxeroides, Lolium; (12) cay 14y duwdng: Saccharum spp., Beta vulgaris; (13) cay 14y
nude: Camellia sinensis, Camellia Sinensis, tea, Coffee (Coffea spp.), Theobroma cacao,
Humulus lupulus Linn.; (14) cdy c6: Ammophila arenaria, Poa spp.(Poa pratensis
(bluegrass)), Agrostis spp. (Agrostis matsumurae, Agrostis palustris), Lolium spp.
(Lolium), Festuca spp. (Festuca ovina L.), Zoysia spp. (Zoysiajaponica), Cynodon spp.
(Cynodon dactylon/bermudagrass) , Stenotaphrum secunda tum (Stenotaphrum
secundatum), Paspalum spp., Eremochloa ophiuroides (centipedegrass), Axonopus spp.
(carpetweed), Bouteloua dactyloides (buffalograss), Bouteloua var. spp. (Bouteloua
gracilis), Digitaria sanguinalis, Cyperusrotundus, Kyllingabrevifolia, Cyperusamuricus,
Erigeron canadensis, Hydrocotylesibthorpioides, Kummerowiastriata, Euphorbia
humifusa, Viola arvensis, Carex rigescens, Carex heterostachya, turf; (15) ciy tréng:
Pinus spp., Salix spp., Acer spp., Hibiscus spp., Eucalyptus spp., Ginkgo biloba,
Bambusa sp., Populus spp., Prosopis spp., Quercus spp., Phoenix spp., Fagus spp.,
Ceiba pentandra, Cinnamomum spp., Corchorus spp., Phragmites australis, Physalis
spp., Desmodium spp., Populus, Hedera helix, Populus tomentosa Carr, Viburnum
odoratissinum, Ginkgo biloba L., Quercus, Ailanthus altissima, Schima superba, Ilex
pur-purea, Platanus acerifolia, ligustrum lucidum, Buxus megistophylla Levl., Dahurian
larch, Acacia mearnsii, Pinus massoniana, Pinus khasys, Pinus yunnanensis, Pinus
finlaysoniana, Pinus tabuliformis, Pinus koraiensis, Juglans nigra, Citrus limon,
Platanus acerifolia, Syzygium jambos, Davidia involucrate, Bombax malabarica L.,
Ceiba pentandra (L.), Bauhinia blakeana, Albizia saman, Albizzia julibrissin, Erythrina
corallodendron, Erythrina indica, Magnolia gradiflora, Cycas revolute, Lagerstroemia
indica, coniferous, macrophanerophytes, Frutex; (16) cay 14y hat: Bertholletia excelsea,
Castanea spp., Corylus spp., Carya spp., Juglans spp., Pistacia vera, Anacardium
occidentale, Macadamia (Macadamia integrifolia), Carya illinoensis Koch, Macadamia,

Pistachio, Badam, other plants that produce nuts; (17) cac loai cdy khac: arabidopsis
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thaliana, Bra chiaria eruciformis, Cenchrus echinatus, Setaria faberi, eleusine indica,
Cadaba farinose, algae, Carex elata, oARNmental plants, Carissa macrocarpa, Cynara
spp., Daucus carota, Dioscorea spp., Erianthus sp., Festuca arundinacea, Hemerocallis
fulva, Lotus spp., Luzula sylvatica, Medicago sativa, Melilotus spp., Morus nigra,
Nicotiana spp., Olea spp., Ornithopus spp., Pastinaca sativa, Sambucus spp., Sinapis sp.,
Syzygium spp., Tripsacum dactyloides, Triticosecale rimpaui, Viola odorata, va cac loai

cdy tuong tu.

Theo mdt phuwong an cu thé, thuc vat dugc chon tir gao, ngd, lua mi, dau twong,
huéng duong, cao luong, cai dau, cd linh ling, bong, laa mach, ké, mia, ca chua, thube
14, sén, khoai tdy, khoai lang, cai thao, béap cai, dua chudt, hoa hdng Trung Quéc,
Scindapsus aureus, dua hiu, dua, dau tay, viét quét, nho, tdo, cam quyt, dao, 1, chudbi,

V.V..

Khi dugc str dung & day, thuat ngir "thuc vét" bao gém toan bd thuc vat va thé hé
con chau, té bao, mo hodc bd phan bét ky cua thuc vat. Thuat ngtt "bo phén thuc vat"
bao gdm bat ky by phan ndo ctia thuc vat, bao gbm, vi du, nhung khong gidi han 6 hat
(bao gdm hat truéng thanh, phoi chua trudng thanh khong c6 vo hat va hat chua trudng
thanh); canh giam; té bao thuc vat; nudi ciy té bao thuc vat; co quan thyc vat (vi du:
phén hoa, phoi, hoa, qua, chdi, 14, ré, than va cac mo ca"ly bén ngoai lién quan). M6 thyc
vat hodc co quan thuc vat co thé 1 hat, mo seo, hodc bét ky quén thé té bao thuc vat
nao khéc duoc to chirc thanh mot don vi cAu triic hodc chirc ning. Té bao thuc vat hoic
nuéi cdy md c6 thé ti sinh mot cdy ¢6 céc dic diém sinh Iy va hinh thai clia cdy ma té
bao hoic mé d6 dugc tao ra, va cé thé téi sinh mot cly co kiéu gen vé co ban gidng voi
cay d6. Nguoc lai, mot s6 t€ bao thuc vat khong thé tai sinh thuc vat. Té bao c6 thé ti
sinh trong té bao thuc vat hodc té bao nudi cly mo c6 thé 1a phdi, nguyén bao, té bao
md phén sinh, mé seo, phén hoa, 14, bao phan, r&, ngon ré, to, hoa, nhan, gai, 15i, vo,
hodc than..

Céac b phén cua cay bao gdm cac bd phan co thé thu hoach va cac bd phén c6 thé
duoc st dung dé nhan gidng cay con. Céc bd phén cia cdy c6 thé dugc sit dung dé nhan
gibng, chéng han, bao gdm, nhung khong gidi han 6: hat; qua; canh gidm; cdy con; ci;

va géc ghép. Cac bd phéan co thé thu hoach cua thuc vat co thé 1a bt ky bd phén hitu
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ich nao cua thuc vat, bao gom, vi dy, nhung khong gi6i han &: hoa; phin hoa; cdy con;

ct; 14; than cdy; qua; hat gidng; va ré.

Té bao thuc vat 1a don vi cAu tao va sinh 1y ciia thue vat. Khi dugc st dung & day,
té bao thyuc vét bao gdm nguyén bao va nguyén bao c6 thanh té bao mot phan. Té bao
thuc vét ¢6 thé & dang té bao don 1& ¢ 1ap hodc tap hop té bao (vi du, md seo rdi va té
bao nudi céy), va c6 thé 1a mot phén cua céc don vi mo bac cao (vi du, mé thyc vét, co
quan thyc vat va thyc vat). Do do, té bao thuc vat cb thé 1a nguyén bao, té bao sinh giao
tir, t& bao hodc tap hop céc té bao c6 kha ning tai sinh toan b cdy. Do do, theo cac
phuong 4n & ddy, hat chtra nhidu té bao thyc vt va c6 kha nang tai sinh thanh toan b

cdy dugc coi 1a "bo phan thuc vat".

Khi dugc st dung & day, thuat ngir "t bao nguyén sinh" ding dé chi té bao thuc
vat ¢6 thanh té bao bi loai bé hoan toan hodc mot ph?m va c6 mang kép lipit 1§ ra. Thong
thuong, té bao nguyén sinh 12 mot té bao thuc vat biét 1ap khong c6 thanh té bao, ¢ kha

nang tai tao té bao nudi céy hodc toan bo cay.
Cay "con" bao gdbm bat ky thé hé tiép theo ndo ciia cay.

Thuét ngit "vi khudn" c6 nghia 13 tAt ca cac sinh vat nhan so, bao gom tit ca céc
sinh vét trong Kingdom Procaryotae. Thuét ngir "vi khudn" bao gdm tit ca cac vi sinh
vat duoc coi 1a vi khudn, bao gdm Mycoplasma, Chlamydia, Actinomyces, Streptomyce,
va Rickettsia. TAt ca cac dang vi khudn dugc bao gdm trong dinh nghia nay, bao gdm
cau khudn, truc khuén, xo#n khuén, té bao hinh cau, té nao nguyén sinh, v.v. Thuat ngi
ndy ciing bao gdm cac sinh vat nhan so Gram 4m hodc Gram duong. "Gram &m" va
"Gram duong" c6 nghia 12 mot mau nhudm str dung cac phuong phap nhuém Gram ndi
tiéng trong linh vuc nay (xem, vi dy, Finegold va Martin, Diagnostic Microbiology, 6th
Ed., CV Mosby St. Louis, pp. 13 -15[1982]). "Vi khuén Gram duong" 13 vi khudn c6
thé git lai chit mau ban diu dung dé nhuém Gram, lam cho cac té bao bi nhudm co
mau xanh ddm dén tim duéi kinh hién vi. "Vi khudn Gram 4m" khong giit lai mau ban
dau dung dé nhudm Gram, nhung c6 thé dugc nhudém bﬁng phéan chét nhudm. Do dé, vi

khuan Gram 4m ¢6 mau do sau phan trng nhudm Gram.

Khi dugc st dung & day, thuét ngir "ndm" diing dé chi c4c sinh vét nhan chudi nhu

31

31/104



48905

nam moc va nam men, bao gom ca nam ludng hinh.

Thuat ngit "kha ndng chéng chiu thudc diét co" va "kha nang khéng thudc diét co"
c6 thé dugc sir dung thay thé cho nhau va cé hai déu d& cép dén kha ning chdng chiu
thubc diét co va khang thudc diét co. "Cai thién kha nang chéng chiu thubc diét co" va
"cai thién kha ning khang thubc diét co" c6 nghia 12 kha ning chdng chiu hoic khang

thudc diét co duge cai thién so voi cdy cb chita gen kicu hoang da.

Thuét ngit "kiéu hoang di" dung dé chi phan tir axit nucleic hodc protein ¢ thé

dwoc tim thdy trong tw nhién.

Trong sang ché nay, thuat ngit "vi tri trdng trot" bao gdm vi tri trong cdy theo sang
ché, ching han nhu dat, va ciing bao gbm, vi du, hat gidng cAy tréng, ciy con va cdy
trdng phat trién. Thuat ngt "lwong hiéu qua kidm soat ¢ dai" dung dé chi mot lugng
thuée diét co du dé anh huong dén sy sinh truéng hodc phat trién ctia co muc tiéu, vi
du, dé ngan chin hoic {rc ché su sinh truéng ho#c phat trién cua co dai muc tiéu, hoic
dé tiéu diét co dai. Thudn 1oi 13, luong hiéu qua kiém soat c6 dai khong anh hudng dang
ké dén sy sinh trudng va/hodc phat trién ciia hat gidng cdy trdng, cdy con hodc cdy trong
theo sang ché. Nhitng nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay c6 thé
xéc dinh sb luong hiéu qua trong viée kiém soat co dai nhu vay thong qua céc thi nghiém

thong thuong.

Thuét ngit "ADN muc tiéu" khi duoc str dung & day dung dé chi polynucleotit

ADN bao gém "vi tri muc tiéu" hodc "trinh ty muc tiéu".

Thuét ngit "ly gidi" c6 nghia la sy phin cét ciia xuwong sdng cong hoéa tri cia mot
phén tir ADN. Qua trinh ly giai c6 thé dugc bit ddu bing nhiéu phuong phép, bao gom
nhung khong giéi han & qua trinh thily phan bang enzym hodc thity phan héa hoc cia
cac lién két phosphodieste. C6 thé c6 ca ly giai sgi don va soi kép, va ly giai sgi kép c6
thé xay ra do hai sy kién ly gidi soi don riéng biét. Qué trinh ly giai ADN c6 thé din
dén cac dAu bi cin hoic so le. Theo mét s6 phwong an, phic hgp bao gdm ARN nhim
muc tiéu ADN va polypeptit stra d6i vi tri cu thé duge stir dung cho qua trinh ly giai

ADN soi kép dwoc nhdm muc tiéu.

Thuét ngtt "gen" bao gém mat doan axit nucleic biéu hién mot phan tir chitc ning
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(ching han, nhung khong giéi han ¢ protein cu thé), bao gdm céc trinh ty diéu hoa trudce

(trinh tw khong mé hoa 5 ') va sau (trinh tw khong mé hoa 3') trinh ty ma hoa.

Trinh tw ADN "mi héa" mot ARN cu thé 14 trinh tu axit nucleic ADN c6 thé dugc
phién ma thanh ARN. Céc polynucleotit ADN ¢6 thé ma hoa mdt ARN (mARN) c6 thé
duoc dich ma thanh mot protein, hogc cac polynucleotit ADN ¢6 thé ma héa mot ARN
khong thé dich ma thanh protein (vi du: tARN, rARN hodc ARN nhim muc tiéu ADN;
cling 1a dugc goi 1a ARN "khong mi héa" hodc "ncARN").

Céc thuat ngit "polypeptit", "peptit" va "protein" dugc st dung thay thé cho nhau
trong sang ché va ding dé chi polyme cua cac gbc axit amin. Cac thuét ngit duoc 4p
dung cho cac polyme axit amin trong d6 mot hodc nhidu gdc axit amin 12 cac chét twong
tu héa hoc nhin tao cua cac axit amin twong (mg va c6 trong tu nhién, cling nhu cac
polyme axit amin c6 trong tu nhién. Cac thuat ngit "polypeptit", "peptit", "trinh ty axit
amin" va "protein" cling co thé bao gdm cac dang stra dbi ctia chiing, bao gdbm nhung
khong gi6i han & qué trinh glycosyl héa, lién két lipit, sulfat hoa, y-carboxyl héa du
lugng axit glutamic, hydroxyl hoa va ADP- ribosyl hoa.

Thuét ngit "doan c6 hoat tinh sinh hoc" dung dé chi doan c6 mot hodc nhiéu géc
axit amin bi x6a khoi dau tan cing N va/hodc C clia protein trong khi van duy tri hoat

dong chirc nang cta no.

Péi véi cac thuat ngit lién quan dén thay thé axit amin dugc sir dung trong phan
md t4, chit c4i du tién dai dién cho mét axit amin xuAt hién ty nhién & mot vi tri nhat
dinh trong mdt trinh ty cu thé, s sau dai dién cho vi tri trong trinh ty twong Gmg va chir
cai thi hai dai dién cho mot amin khéc axit dé thay thé axit amin c6 trong tu nhién. Vi
du, W574L c6 nghia 1a tryptophan & vi tri 574 dugc thay thé boi leucin. Dbi véi dot

bién kép hodc dot bién da boi, mbi dot bién dwoc phan tach bang dau "/".

Thuat ngit "polynucleotit” va "axit nucleic" dugc sir dung thay thé cho nhau va bao

gdm ADN, ARN hoic céc té bao lai cta chung, ¢6 thé 1a chudi kép hodc chudi don.

Céc thuat ngit "trinh ty nucleotit" va "trinh ty axit nucleic" déu dé cap dén trinh tu

céc bazo trong ADN hodc ARN.

Khi dwoc st dung trong sang ché ndy, "cassette bicu hién", "vecto bicu hién" va
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ncAu tric bidu hién" d8 cip dén mot vecto chiing han nhu vecto tai td hop thich hop dé
biéu hién trinh tw nucleotit quan tAm & cay trong. Thuat ngt "bidu hién" dé cap dén viec
san xuit mot san phém chirc nang. Vi du, su biéu hién cua trinh tw nucleotit c6 thé dé
cap dén sy phién mé cua trinh tu nucleotit (ching han nhu phién ma dé tao ra mARN
hoic ARN chirc ning) va/hodc qua trinh dich ma ARN thanh mdt protein tién than hozic
truong thanh.

A

"CAu trac bidu hién" theo sang ché c6 thé 1a doan axit nucleic mach thang, plasmid
hinh tron, vecto virut, hodc, theo mot $6 phuong 4n, ¢ thé 1a ARN (chéng han nhu

mARN) ¢6 thé duge dich ma.

A

"CAu tric bidu hién" cua séng ché c6 thé bao g@)m trinh tu diéu hoa va trinh tu
nucleotit quan tam tir cac ngudn khac nhau, hodc trinh tu diéu hoa va trinh ty nucleotit
quan tam tir cing mat ngudn nhung dugce sip xép theo cach khac véi trinh tu thudong

x4y ra trong tu nhién.

Thuat ngit "vecto biéu hién tai td hop" hodc "cu traic ADN" duge st dung thay
thé cho nhau & day va dung dé chi phan tir ADN bao gbm vecto va it nhét mot doan
cheén. Céc vecto biéu hién tai td hop thudng dugce tao ra véi muc muyc tiéu biéu hién
va/hodic nhén gidng doan chén hodc dé xay dung c4c trinh tw nucleotit tai t6 hop khac.
Poan chén c6 thé duoc lién két chirc nang hodc 6 thé duoc lién két khong chic nang
v6i trinh tw khoi dAu va c6 thé lién két chire ning hodc c6 thé lién két khong chie nang

vé6i trinh tu diéu hoa ADN.

Thuat ngt "trinh ty didu hoa" va "yéu t6 diéu hoa" c6 thé duoc sir dung thay thé
cho nhau va d& cép dén trinh ty nucleotit nam & phia trén (trinh ty khong ma héa 5 '), &
gitta hogic & phia dudi (trinh ty khong mé hoa 3') cua trinh tw ma héa, va anh huéng dén
qué trinh phién mé, xtt Iy ARN, su 4n dinh hodc dich ma ctiia mét trinh tu méa héa lién
quan. Céc yéu t6 didu hoa biéu hién thuc vat d& cap dén trinh tw nucleotit c6 thé kiém
soat qua trinh phién ma, xtt ly ARN hoéc 4n dinh ho#ic dich ma cua trinh ty nucleotit

quan tdm & thuc vat.

Céc trinh ty diéu hoa c6 thé bao g<‘3m, nhung khong gidi han &, trinh tu khéi dong,
trinh tu din d4u dich m4, intron va trinh tw nhan dang polyA.
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Thuét ngit "trinh tu khéi ddu" ding dé& chi mot doan axit nucleic c6 kha ning kiém
soat qua trinh phién ma ciia mét doan axit nucleic khac. Theo mot s6 phuong 4n cia
sang ché, trinh ty khai dAu 12 trinh tu khoi ddu c6 kha nang kiém soat qua trinh phién
ma gen trong té bao thuc vat, bit ké né c6 ngudn gbe tir t& bao thyuc vat hay khong.
Trinh tu khéi du c6 thé 12 trinh ty khéi diu cu tao hogc trinh tu khéi diu md cu thé

hodc trinh tu khoi dAu dugc didu chinh phat trién hoc trinh tu khéi du cam tmg.

Thuat ngit "trinh ty khéi dAu cAu tao" ding dé chi trinh tu khéi dau thuong gay ra
bidu hién gen & hau hét cac loai té bao trong hau hét cac trudng hop. "Trinh ty khoi dau
danh riéng cho md" va "trinh tu khoi dAu wu tién cho md" duoc sir dung thay thé cho
nhau va d& cap dén trinh tu khoi d4u chi yéu nhung khong nhét thiét duoc biéu hién
doc quyén trong mo hodc co quan, va cling dugc biéu hién trong mot té bao hoic loai
t bao cu thé. "Trinh tu khéi diu dugc didu chinh phét trién " ding dé chi mot trinh tu
khoi dau c6 hoat dong duoc xac dinh bdi mot sy kién phat trién. "Trinh tu khoi dau cam
tmg" phan @ng véi kich thich ndi sinh hodc ngoai sinh (m6i truong, hormon, tin hi¢u

héa hoc, v.v.) dé biéu hién mot cach chon loc trinh tu ADN lién két chirc ning.

Khi duoc sir dung & ddy, thudt ngt "dugc li€n két chtic nang" dung dé chi két néi
cta yéu té didu hoa (vi dy, nhung khong gidi han o, trinh tu khéi dong, trinh tu két thuc
phién ma, v.v.) véi trinh tu axit nucleic (vi du, trinh tv ma hoa hodc mo khung doc) sao
cho qua trinh phién ma cia trinh tw nucleotit dugc kiém so4t va didu hoa boi yéu td diéu
hoa phién ma. Céc k¥ thudt dé lién két chirc nang ving yéu t6 diéu hoa v6i phan tir axit

nucleic da dugc biét dén trong linh vyc nay.

Viéc "dua" phan tir axit nucleic (chang han nhu plasmid, doan axit nucleic mach
thing, ARN, v.v.) hodc protein vao thuc vt dé cap dén viec bién ddi té bao cua thuc
vét bang axit nucleic hodc protein 8 axit nucleic hodc protein c6 thé hoat dong trong té
bao thuc vat. Thuét ngit "bién nap" duge s dung trong sang ché bao gbém bién nap on

dinh va bién nap tam thoi.

Thuat ngtr "bién nap dn dinh" dé cap dén viéc dua trinh tu nucleotit ngoai sinh vao
hé gen thuc vt din dén su ké thira 6n dinh ciia gen ngoai sinh. Sau khi duoc bién nap
dn dinh, trinh tu axit nucleic ngoai sinh duoc tich hop dn dinh vao bo gen cua thuc vét

va bt ky thé hé ké tiép nao cua chung.
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Thuat ngit "bién nap tam thoi" dung dé chi viéc dua phan tir axit nucleic hodc
protein vao té bao thuc vat dé thuc hién chitc ning khong din dén su di truyén 6n dinh
cia gen ngoai lai. Trong qué trinh bién nap tam thoi, trinh ty axit nucleic ngoai sinh

khong dugc tich hop vao bd gen cua thuc vét.

Trur khi duge dinh nghia khéc, tAt ca cac thuét ngit khoa hoc va k¥ thuét dugc str
dung & day co cung y nghia nhu thudng duge hiéu boi cac thuat ngit thong thudng trong
linh vuc k¥ thuit ma sang ché dé cap dén. Mic du bét ky phuong phap va vét liéu nao
twong tu hoic twong duong voi nhitng phuong phap duge mo ta & déy cling c6 thé duogc
st dung trong thyc hanh hodc thir nghi€ém theo sang ché, cac phuong phap va vat liéu

uu tién duge md ta & day.

TAt ca cac An phdm va bang séng ché dugc trich dan trong ban md ta nay dugc dua
vao ddy bang cach tham chiéu nhu thé m&i 4n phdm hoic bing sang ché dugc chi dinh
chinh x4c va riéng biét dé dugc dua vao bing cach tham chiéu, va dugc dua vao day
bang cach tham chiéu dé boc 16 va mo ta cac phuong phap va/hodc vat liéu lién quan
dén cac An phim duoc trich dAn. Viéc trich din bt ky 4n phdm nao ma né da dwoc xuat
ban trude ngay ndp don khong duoc hidu 1 su thira nhan ring sang ché khong du didu
kién @& xuét ban trudc cac xuit ban clia sang ché hién c6. Ngoai ra, ngay xuét ban duoc
cung cp c6 thé khac véi ngay xuét ban thuc té, diéu nay c6 thé yéu ciu xac minh doc

A

1ap.

Tru khi dugc néu hodc nguy cu thé, khi duogc sit dung & dy, cac thudt ngit "mot",
"mot" va "cai" c6 nghia 1a "it nhat mot". Tat ca cac bing sang ché, don ding ky sang
ché va cac 4n phim duogc dé cap hoic trich dan & day déu dugc dua vao diy bang cach
vién dan véi tinh toan ven cta ching, véi cung mot mirc do trich dn nhu thé ching

dugc trich dan riéng I¢.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién so d6 ctia phuong phép tao ra cic dot bién m&i & sinh vt theo sdng
ché. Trong hinh, chi Cas9 véi NGG 1a PAM dugc lay 1am vi dy; theo cach tuong tu,
céc bién thé Cas9 khac véi PAM khéc nhau (ching han nhu NG) ciing c6 thé duoc sir
dung.
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Fig. 2 thé hién so dd thiét ké gARN tai céc vi tri gen ALS W574 va S653 cla

Arabidopsis thaliana.

Fig. 3 thé hién cac ching khang thudc trir cd Arabidopsis thaliana thé hé T2 dugc
bién nap véi hai vecto cit/chinh stra tudn tu duoc lap trinh khac nhau. pQY743 va
pQY745 la cac sé vecto. Cac ching khang thudc ¢6 kha ning ra ré binh thuong, nhung
ching Col-0 kiéu hoang da va cac ching khong khang thudc thi khong.

Fig. 4 thé hién so d9d trinh tu cac dinh ctia gen ALS cua chung Arabidopsis thaliana
thé hé T2 khang imazapic, trong d6 chit T duoc chi ra boi mili tén da bi dot bién tr G,
din dén dot bién W574L.

Fig.5 thé hién thiét ké cia so dd cét/chinh stra tudn tu duoc 14p trinh tai vi tri W574
ctia gen ALS cta Arabidopsis thaliana. Trinh ty T-ADN biéu hién bdn gen, sgARNI,
sgARN2, Cas9 va HygR. Trong sb d6, sgARN1 va Cas9 tao thanh mot phirc hop, cit
codon W574 ciia ALS trong b gen, va du kién s& hinh thanh kiéu gen -G théng qua
qua trinh stra chita ty phat clia té bao. Trinh tu méi nay c6 thé duge nhan biét va cit bai
phttc hop dugc hinh thanh boi sgARN2 va Cas9, va hinh thanh kiéu gen + T thong qua
qua trinh stra chira tw phat cia té bao, dan dén W574L.

Fig. 6 thé hién c4c cdy con khang bénh clia Arabidopsis thaliana dugc sang loc

bing imazapic va két qua giai trinh tu cua vi tri ALS W574.

Fig. 7 thé hién thiét k& ciia so @b cét/chinh sira tuan tu duoc 18p trinh tai vi trf S653
ctia gen ALS cia Arabidopsis thaliana. Trinh ty T-ADN biéu hién bén gen, sgARNI,
sgARN2, Cas9 va HygR. Trong sb d6, sgARNI va Cas9 tao thanh mot phuc hop cét
codon S653 cia ALS trong bd gen. Sau qua trinh sira chita tu phat cta té bao, kiéu gen
a -G dugc hinh thanh. Trinh ty ndy c6 thé duge nhan biét va it bai phirc hop duge tao
thanh bi sgARN2 va Cas9. Sau qué trinh ty sira chita t€ bao, kiéu gen a + A dwoc hinh
thanh, dan dén S653N.

Fig. 8 thé hién c4c cdy con khang bénh ctia Arabidopsis thaliana dugc sang loc
bang imazapic va két qua giai trinh tw cta vi tri ALS S653. Bang bén trai hién thi két
qua sang loc cay gidng khang bénh va ty 1& cdy gidng khang bénh, bang bén phai hién
thi so @b trinh ty c4c dinh va kidu dot bién ciia vi tri S653.
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Fig. 9 thé hién thiét ké ctia so @b cit/chinh sira tudn tw dugc 18p trinh tai vi tri W574
cua gen ALS cta Arabidopsis thaliana. Trinh tu T-ADN biéu hién bdn gen, sgARN1,
sgARN2, Cas9 va HygR. Trong s6 d6, sgARN1 va Cas9 tao thanh mot phirc hgp, chiing
cit codon W574 ctia ALS trong bd gen. Sau qua trinh sira chita tu phat cla té bao, kiéu
gen + A duoc hinh thanh. Trinh tu nay c6 thé dugc nhén biét va cét bai phirc hop duoc
tao thanh béi sgARN2 va Cas9. Sau khi ty stra chita té bao, kiéu gen -G duoc hinh thanh,
din dén W574M. Hai su cit st dung céc vi tri PAM khac nhau.

Fig. 10 thé hién thiét ké cua so dd cat/chinh sira tuan tu dugc lap trinh tai vi tri
W2038 ctia gen ACCase2 ctia Oryza sativa. Vi tri ndy tuong ung véi vi tri W2027 cua
gen ACCase2 cua Alopecurus myosuroides. Trinh tu T-ADN biéu hién bdn gen,
sgARNI, sgARN2, Cas9 va HygR. Trong s6 d6, sgARNI1 va Cas9 tao thanh mdt phirc
hop cét codon W2038 cita ACCase trong bd gen. Kiéu gen A -G dugc hinh thanh sau
qua trinh tu stra chita cia té bao. Trinh tw nay c6 thé dugc nhan biét va cét béi phirc hop
dugc tao thanh boi sgARN2 va Cas9. Sau khi ty stra chira té bao, kiéu gen a + T duoc
hinh thanh, din dén W2038L.

Fig. 11 thé hién mo seo khang bénh cta Oryza sativa duge dong sang loc véi
hygromycin (50 ug/L) va quizalofop-p (50 ug/L) va két qua gidi trinh tw cla vi tri
W2038.

Fig. 12 thé hién so dd dién di trén gel polyacrylamit cuia cac protein SpCas9 va
NGA-Cas9 duoc tao ra boi su biéu hién prokaryotic va dugc tinh sach. Dai dugc chi

dinh bang miii tén 1a dai protein Cas9.

Fig. 13 thé hién hoat dong cit in vitro cta protein Cas9 tinh khiét trén cac doan
ADN chtra vi tri muc tiéu OsALS W548 va vi tri muc tiéu OsACCase2 W2038, dugc
phat hién bang dién di trén gel agarose, va c6 thé thiy rang chi khi protein Cas9 va doan
sgARN dugc thém vao tai ddng thoi, cac doan ADN ¢ thé dugc cét theo kich thude

mong doi.

Fig. 14 thé hién so dd cac dinh sép xép trinh tu cua vi tri muc tiéu OsALS W548
clia té bao nguyén sinh Oryza sativa da bién nap RNP, va vi tri ndy twong ing véi vi tri

ALS W574 cta Arabidopsis thaliana. Tai vi tri duge chi ra boi mii t€n, ngoai dinh tin
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hiéu co s& G ban dAu, con c6 mot dinh tin hidu co s& T thu dwgce do dot bién, dan dén

d6t bién W548L.

Fig. 15 thé hién mo seo khang ctia Oryza sativa dugc chinh stra boi RNP tai vi tri
OsACCase2 W2038 va dugc sang loc voi 50ug/L quizalofop-p. Mili tén chi ra m6 seo
khéng.

Fig. 16 thé hién so d6 trinh tu céc dinh ciia vi tri muc tiéu OsACCase2 W2038 cua
cdy con Oryza sativa dugc phan biét voi mo seo khang. T duge chi ra bdi mii tén da bi

dot bién tir G, dn dén dot bién W2038L.

Fig. 17 md t& tht nghiém kha ning khang cua cdy con duogc chinh sira
OsACCase2 W2038L thé hé T1 véi Haloxyfop-p. Tir trai sang phai, cdy con s6 1 cho
thdy két qua ctia viéc kiém soat xi Iy nu6c ddi véi loai cay dai Huaidao s6 5 (mdt gibng
lGa), va cdy con sb 2 dén s6 4 cho thay két qua clia cdy con Huaidao s6 5 kiéu hoang da
va hai dong bién d6i gen RNP thé hé T1 W2038L dugc chinh sira QY367-7-12 va
QY?367-7-18, tit ca déu duoc xit ly v6i 5 g/mu thanh phan hoat chét Haloxyfop-p (mu,
mot don vi dién tich, 1 mu = 1/15 hécta). Ro rang 14 cac ching dugc chinh sira da phat

trién kha nang khang Haloxyfop-p.

Fig. 18 m6 ta thtt nghiém stc khang cia cdy con dugc chinh stra OsACCase2
W2038L thé hé T1 véi quizalofop-p. Tir trai sang phai, cdy con s6 1 cho thay két qua
cua viéc kiém soat xur ly nuéce ciia Huaidao s6 5 kiéu dai, va cdy con $6 2 dén 4 cho két
qua ciia Huaidao s6 5 kiéu dai va hai ching d chinh stta W2038L thé hé T1 duoc bién
nap bing sting ban gen RNP QY367-5-10 va QY367-5- 21, tat ca déu duogc xir Iy v6i 5
g/mu hoat chit quizalofop-p. R3 rang la cac chung da duoc chinh stra da phat trién kha

niang khang vé§i quizalofop-p.

Fig.19 cho thdy mé seo khang bénh Oryza sativa dugc chinh stra dong thoi boi
RNP tai vi tri OsACCase2 W2038 va gen OsBADH2 va sang loc bang quizalofop-p
50ug/L. Mili tén chi md seo khang.

Fig. 20 thé hién so dd trinh tu cac dinh cta vi tri myc tiéu OsACCase2 W2038 clia
cay con da chinh stra vi tri kép thé hé TO. T dugc chi ra béi miii tén da bi dot bién tir G,

dn dén do6t bién W2038L.
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Fig. 21 thé hién so dd trinh ty cac dinh cua vi tri muc tiéu OsBADH?2 cua ciy con
da chinh sira vi tri kép thé hé TO. Dot bién ddng hop tir +A xay ra & diém chi ra bang
miii tén.

Fig. 22 thé hién md seo khang ctia Oryza sativa duge RNP chinh sira dong thoi tai
vi tri OsALS W548 va gen OsSWEET14 va dugc sang loc v6i Smg/L pyroxsulam. Miii

tén chi ra md seo khang.

Fig. 23 thé hién so dd trinh tw céc dinh ctia vi tri myc tiéu OsALS W548 ciia cdy
con d3 chinh stra vi tri kép thé hé T0. Ca hai dinh tin hiéu bazo G va bazo T déu xuit

hién & vi tri duoc chi ra bang mdii tén, dan dén dot bién W548L.

Fig. 24 thé hién so dd trinh ty cac dinh cua vi tri muc tiéu OsSWEET14 cuia céy
con d3 chinh stra vi tri kép thé hé TO. Dot bién déng hop ti -C xay ra tai vi tri dugc chi
ra bodi mot mii tén.

Fig. 25 mo ta thir nghiém kha ning khang cua cay con dugc chinh stra vi tri OsALS
W548 va cay con duge chinh sira vi tri kép OsSWEET14 thé h¢ T1 dbi véi nicosulfuron.
Tir trdi sang phai, cdy con s6 1 cho thy két qua cua viée kiém soat xir Iy nude cua
Huaidao s6 5 kiéu dai, va cdy con sd 2 dén 3 cho thiy két qua ctia Huaidao s6 5 kieur
dai va chung da chinh stra W548L thé hé T1 duoc bién nap bang sting bén gen RNP
QY360-7-11, ca hai déu dugc xtt ly v6i 4 g/mu thanh phdn hoat chit nicosulfuron. Rd

rang 1a chiing da duoc chinh stra di phat trién tinh khang v6i nicosulfuron.

Fig. 26 md ta thir nghiém khé nang khang ctia cay con da chinh stra vi tri OsALS
W548 va cy con da chinh stra vi tri kép OsSSWEET14 thé h¢ T1 dbi v6i flucarbazone-
Na. Tir trai sang phai, ciy con s6 1 cho thiy két qua ctia viée kiém soat xir ly nude cua
Huaidao sb 5 kiéu dai, va ciy con s6 2 dén 3 cho thiy két qua ctia Huaidao s6 5 kiéu
dai va chung d chinh sira W548L thé hé T1 duoc bién nap bang sing bén gen RNP
QY360-7-9, cé hai ddu dugc xir Iy bing 2 g/mu thanh phan hoat chat flucarbazone-Na.

R rang 1a chiing da dugc chinh stra da phat trién kha ning khang flucarbazone-Na.

Fig. 27 mo ta thir nghiém kha ndng khang cia cay con da duoc chinh sua vi tri
OsALS W548 va cdy con dugc chinh stra vi tri kép OsSWEET14 thé hé T1 ddi voi

imazapic. Tir trdi sang phai, cdy con s0 1 cho thay két qua cua viéc ki€m soat xur ly nude
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cua cdy Huaidao s 5 kiéu dai va cay con s6 2 dén 3 cho thiy két qua ctia Huaidao s6 5
kiéu dai va ching da chinh stra W548L thé hé T1 duoc bién nap bang sing bén gen
RNP QY360-7-11, c4 hai déu duoc xit Iy v6i 7 g/mu thanh phan hoat chét imazapic. R3

rang la ching di duoc chinh stra da phat trién kha ning khang imazapic.

Fig. 28 mo ta thtr nghiém kha ning khéng cta cdy con da duoc chinh stra vi tri
OsALS W548 vi cdy con dugc chinh sira vi tri kép OSSWEET14 thé hé¢ T1 doi vei
pyroxsulam. Tir trai sang phai, cay con s6 1 cho thiy két qua cua viée kiém soét xir ly
nuéc cta ciy Huaidao s6 5 kidu dai va ciy con s6 2 dén 4 cho thiy két qua cuia Huaidao
s6 5 kiéu dai va chiing d chinh sira W548L thé h¢ T1 duoc bién nap bing sting bén gen
RNP QY360-7-2 va QY360-7-11, c4 hai déu duge xit Iy véi 2 g/mu thanh phan hoat
chit pyroxsulam. R& rang 1 chung da dwoc chinh stra da phat trién kha ning khang

pyroxsulam.

Fig. 29 mo ta so dd cit/chinh stra theo trinh tu dugc 14p trinh cia gen HBB trong
t& bao 293T. A. Thiét ké cac vi tri gen HBB dé cit/chinh sira theo trinh tu duoc 13p trinh
trong céac té bao 293T dugc hién thi; B. Hiéu sudt bién nap theo trinh tu cat/chinh stra
gen HBB dugc 1ap trinh trong té bao 293T sau 48 gid bién nap ctia mdi vecto chinh sira;
C.Tyle kiéu chinh stra gen duogc tao ra tir viéc cit/chinh stra theo trinh tu c6 14p trinh
cua gen HBB va cit/chinh stra vi tri don ciia gen HBB trong té bao 293T; WT: kiéu dai,
indel: kiéu gen x6a hogc chén, C-> T SNP: kiéu gen c6 su thay thé bazo C thanh T khi

’
-

cat.
MO ta danh muc trinh tu

Céc trinh tu chinh lién quan dén sang ché duge tom tit nhu sau, va cac trinh ty lién

quan dugc cung cp trong danh muc trinh ty.

SEQ ID Mo ta trinh tu
NO:

Trinh tu axit amin cta protein ALS tir Arabidopsis thaliana
2 Trinh tw ADN ctia gen ALS tir Arabidopsis thaliana

Trinh ty axit amin cta protein AmACCase tir Alopecurus

myosuroides

4 Trinh tw ADN cta gen AmACCase tir Alopecurus myosuroides
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5 Trinh ty axit amin cta protein OsHPPD tir Oryza sativa

6 Trinh tu ADN b0 gen cta protein OsHPPD tir Oryza sativa

7 Trinh tyu axit amin cua protein OsPPO1 tir Oryza sativa

8 Trinh tu ADN b0 gen cuia protein OsPPO1 tr Oryza sativa

9 Trinh tu axit amin cta protein OsTIR1 tir Oryza sativa

10 Trinh tu ADN b0 gen cua protein OsTIR1 tix Oryza sativa

11 Trinh ty axit amin cua protein ALS tir Oryza sativa

12 Trinh tu ADN cua gen ALS tir Oryza sativa

13 Trinh tu axit amin cua protein ACCase2 tir Oryza sativa

14 Trinh tu ADN b6 gen ciia ACCase?2 tir Oryza sativa

15 Trinh tw ADN cua protein SpCas9 dugc t8i wu hoa bing codon
thuc vat

16 Trinh tw ADN cua protein NGA-Cas9 dugc t8i wu hoa bang
codon thuc véat

17 Trinh tu ADN b gen ctia OsBADH2 tr Oryza sativa

18 Trinh tw ADN bo gen cia OsSWEET14 tir Oryza sativa

19 Trinh tu axit amin ctia protein StALS2 tir khoai tay (Solanum
tuberosum L.)

20 Trinh tw ADN cua gen StALS?2 tir khoai tdy (Solanum tuberosum
L)

21 Trinh tu ADN cta gen HBB (hemoglobin subunit beta) trong té
bao than phoi thai nguoi 293T

22 Trinh tu CDS cua gen HBB trong té bao than phoi thai nguoi
293T

23 Trinh ty axit amin cia gen HBB trong té bao than phoi thai nguoi
293T

Vi du thwce hién sang ché

minh hoa bang cac vi dy, nhung pham vi bdo hg cua sing ché khong bi gi6i han trong
cac vi du nay. Cac phuong phap thir nghiém trong céac vi du sau, trir khi c6 quy dinh
khéc, 1a cac phwong phép duge md ta trong sinh hoc phén tir, cong nghé nudi ciy mo

va sb tay ndng hoc thudng dugce st dung. Vi du, céc budce cu thé ¢6 thé duoc tim thay

Sang ché s& dugc gii thich thém cung véi cac vi du sau. Cac vi du sau day duoc
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trong: "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd edition)" (Sambrook, J., Russell,
David W., 2001, Cold Spring Harbor), "Plant Propagation by Tissue Culture" (Edwin
F. George , Michael A. Hall, Geert-Jan De Klerk, 2008, Springer). Cac nguyén liéu,
thuéc thir, dung cu, v.v. duoc sir dung trong cac vi du sau c6 thé dugc léy tr cac nguén

thuong mai trir khi c6 quy dinh khac.

Vidu 1: Thiét ké su thay thé bazo ¢6 thé du doan duge dua vao béng cach cit/chinh
stra tuén tu duoc 14p trinh cho cac vi tri W574 va S653 cua gen ALS cua Arabidopsis

thaliana
A. Cac nguyén liéu thyc nghiém
1. Nguyén liéu Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana Col-0 kiéu hoang di 1a mot md hinh cuia ciy hai 14 mam, hat
gibng ban dau ciia né dugce cung cép boi Khoa Co dai, Truong Cao dang Bao vé Thuc
vat, Dai hoc Nong nghiép Trung Quéc, va viéc nhan giéng va bao quan chung dugc
thwc hién boi phong thi nghiém cia ching t6i theo cic phuong phép tiéu chuén trong

linh vuc nay.
2. Vecto

Céc vecto plasmid pCBC-dT1T2 (Xing HL, Dong L, Wang ZP, Zhang HY, Han
CY, Liu B, Wang XC, Chen QJ 2014. A CRISPR/Cas9 toolkit for multiplex genome
editng in  plants. BMC  Plant Biol. Nov  29;14(1):327, xem
https://www.addgene.org/50590/for details), pHEE401E (xem Wang ZP, Xing HL,
Dong L, Zhang HY, Han CY, Wang XC, Chen QJ Genome Biol. 2015 Jul 21; 16:144.
doi: 10,1186/s13059-015-0715-0.  https://www.addgene.org/71287/for  specific
information), vd pHEE401E-NG (the mutation as reported in Nishimasu et al. 2018
Engineered CRISPR-Cas9 nucleaza with expanded Targeting space. Science
361(6408):1259-1262. doi: 10,1126/science.aas9129 was introduced into pHEE401E to
construct vecto pHEE401E-NG capable of recognizing NG PAM) dugc mua tir trang
web Addgene hoic do phong thi nghiém ciia ching ti xay dung theo cac phuong phap

sinh hoc phén ti thong thudng va dugc phong thi nghiém cua ching t6i luu gitr.

3. Thiét bi chinh
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Stng pipet, ndi cach thity, thiét bi PCR (Bio-rad T100), thiét bi dién di (WIX-
EP600), may anh gel, may sdy dién, may ly tdm (Eppendorf 5424R), dung cu loc mé

thong lugng cao, may l4c, can dién tir, may do pH, v.v.
4. Thubc thir chinh

Polymeraza ADN c6 d9 trung thuc cao (mua tir Tsingke Bio), bd phuc hdi gel
agarose va b chiét plasmid (mua tir Sparkjade), ligase ADN Bsal va T4 (mua tir NEB),
té bao kha nap Trans5o va té bao kha nap EHA105 (mua tir TransGen Biotech, Bic
Kinh, Trung Qudc), té bao kha nap GV3101 Agrobacterium (mua tir Shanghai
AngyuBio), Tris, EDTA, kanamycin, cephalosporin, hygromycin, agaroza, byt men,
trypton, NaCl (mua tir Sangon Biotech), bot MS, sucroza, Silwet-7 7, hygromycin (mua
tir Solarbio), thuéc nhudém axit nucleic (Dured), etanol tuyét d6i (mua tr Sinopharm),

V.V..
5. Chuén bi cac dung dich chinh

1) Chét khi tring hat giéng: 4mL SDS 10%, 20mL NaClO, thém nude dé tao
thanh 200mL.

2) B6 dém chiét SDS: 40mL Tris =HCI (pH 8,0) 1M, 50mL EDTA 0,1M, 10mL
NaCl 5M, 10mL SDS 10%, thém nuéc dé tao thanh 200mL.

3) Dung dich truyén nhiém: 1,5g sucroza, 9uL Silwet-77, thém 30mL nudc siéu
tinh khiét.

4) Moi truong ran LB: 5g bt men, 10g trypton, 10g NaCl, 15¢g agar, thém nudc
d& tao thanh 1L, khir tring & nhiét do 121°C trong 15 phut, d6 1én mot céi dia dé s
dung sau nay.

5) 50x TAE stock: 242g Tris, 37,2g Na,EDTA<2H>0, thém 800mL nudc siéu tinh
khiét, khudy déu cho tan, thém 57,1mL axit axetic, khudy déu, cudi ciing pha loang
thanh 1L bang nudc kht ion, va bdo quan & nhi¢t d§ phong.

6) Moi truong rin MS: cén 4,42g bot MS va 10g duong sucroza, thém 800mL
nuée siéu tinh khiét, didu chinh dén pH 5,8, thém nudc dé tao thanh 1L, thém 10g
phytagel, khtr tring & 121°C trong 15 phut, va b trén mot céi dia dé sir dung sau nay.
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B. Phuong phép thir nghiém
1. Thiét ké va xay dung vecto muc tiéu kép CRISPR/Cas9
1.1 Thiét ké muc tiéu

Trinh tu gen Arabidopsis thaliana ALS dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2. Trinh
tu muc tiéu gARN1 (5'-GCATGGTTATGCAATGGGA-3 ') cua 19 bazo duge thiét ké
bing cach st dung AGA gan vi tri Arabidopsis thaliana ALS574 1a PAM, nguoi ta dy
doan rr?mg mot bazo G s€ bi x6a gitra 3-4 vi tri dAu tién ctia PAM sau khi chinh stra, sau
d6 gARN2 trinh ty muc tiéu thir hai (5'-GGCATGGTTATGCAATGGA-3") duge thiét
ké dya trén trinh tu dugc tao ra tir viéc x6a, va nguoi ta du doan réng mot bazo T s€
dwoc chén qua l4n chinh stra thit hai, do d6 thyuc hién chuyén d6i TGG-TTG, nhur thé
hién trong Fig. 2.

Tuong tu, trinh tu muyc tiéu gARN3 (5'- TGCCGATGATCCCGAGTGG-3 ') cua
19 bazo duge thiét ké bang cach sir dung TGG gan vi tri Arabidopsis thaliana ALS653
1am PAM, ngudi ta du doan ring mot bazo G s& bi x6a gitra 3-4 vi tri dau tién cia PAM
sau khi chinh s@ra, thi trinh twy muc tiéu thad hai gARN4 (5'-
TTGCCGATGATCCCGATGG-3") duoc thiét ké dua trén trinh ty dugce tao ra tir viéc
x0a, va nguoi ta du doan r%mg mot bazo A s& dugc chén sau 14n chinh stra thtr hai, do

d6 thuc hién chuyén ddi AGT -AAT, nhu duoc thé hién trong Fig. 2.
1.2 Céu trac vecto

Phuong phép dwoc mé ta béi Xing HL, Dong L, Wang ZP, Zhang HY, Han CY,
Liu B, Wang XC, Chen QJ 2014. B¢ cong cu CRISPR/Cas9 dé chinh sira by gen ghép
& thue vat. BMC Plant Biol. Nov 29;14(1): 327 d4 dugc theo ddi. Cu thé, plasmid dT1T2
duoc str dung 1am khu6n dé khuéch dai doan muc tiéu kép vi tri ALS574 va 653 tuong
img dé tao cassette biéu hién sgARN. Céac xuong sdng vecto cua pHEE401E va
pHEE401E-NG dugc phan hity bing Bsal, va cic dai dugc cat ra khoi gel va phuc hoi,
va céc doan muc tiéu duge st dung truc tiép cho phan img that sau khi phan huy. T4
ADN ligase dugc st dung dé thét cac xuong sdng vecto va doan muc tiéu, cic san phim
thit dwoc bién nap thanh céac t€ bao kha nap Trans50, cic monoclon khac nhau dugc

chon ra dé giai trinh tu. Sau khi x4c nhén thong qua giai trinh tw, B tach chiét mini
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Sparkjade High Purity Plasmid dugc sir dung dé chiét cac plasmid nhim thu dwge cic
plasmid tai t hop, chiing dugc dat tén twong ing 1a pQY743 va pQY745.
2. Thiét ké cac doan mdi dé phat hién muyc tiéu

Mbi dé phat hién muc tiéu l4y cac vi tri muc tiéu ALS574 va ALS653 lam trung
tam, trong d6 mdi d& phat hién thuong luu cach vi tri muc tiéu ALS574 khoang 100bp,
va mdi @& phat hién ha luu cach vi tri muc tiéu ALS653 khoang 280bp. Trinh tu moi
nhu  sau:  574/653checking-F:  5'ATTGACGGAGATGGAAGCTT3', va
574/653checking-R: 5’CCAAACTGAGCCAGTCACAASZ'.

3. Thanh l4p hé thdng bién nap gen Arabidopsis thaliana
3.1. Bién nap Agrobacterium

Céc plasmid tai t6 hop da xay dung duoc bién nap thanh céc té bao kha nap cua

Agrobacterium GV3101 dé thu dugc cac té bao Agrobacterium tai t6 hop.
3.2. Chuén bi dung dich nhi®m vi khuén Agrobacterium

1) Vi khuén Agrobacterium da hoat héa dugce chon va cdy truyén vao 30ml moi
truong 1ong YEP (chira 25mg/L Rif va 50mg/L Kan), va dugc nudi cdy trong didu kién
1c v6i tbe d6 200 vong/phit va 28°C qua dém cho dén khi gia tri OD600 khodng 1,0-
L,5.

2) Sau khi ly tdm & tdc @6 6000 vong/phut trong 10 phut, vi khuén Agrobacterium

duge thu thap va phan ndi phia trén dugc loai bo.

3) Agrobacterium dugc tao huyén phu lai trong dung dich nhiém tring (khong can
didu chinh pH) dén gi4 tri OD600 = 0,8 dé str dung sau.

3.3. Bién nap Arabidopsis thaliana

1) Trude khi bién nap cay trdng can chl y xem cdy c6 sinh truong t6t, cum hoa
xum xué, khong bi cing thing hay khong. Lan bién nap dau tién duge thuc hién khi cay
cao khoang 20 cm. Tuéi nude ding cach khi d4t kho. Céc qua cai 1on 1én da bi cét bang

kéo vao ngay trude khi bién nap.

2) Chum hoa cua cay can bién nap dugc nhung vao dung dich trén trong 30 gidy
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dén 1 phut va khudy nhe, trén ciy bi xAm nhdp phai c6 mot 16p mang long.

3) Sau khi bién nap xong, cdy dugc nudi ciy trong bong t61 24 gid, sau d6 duara

ngoai va dat trong mdi truong dnh séng binh thuong @& cay phat trién..
4) Sau mot tudn, 14n bién nap thir hai co6 thé dugc thuc hién theo cach tuong tu.
3.4. Thu hoach hat giéng

Sau khi hat trueong thanh, ching duge thu hoach. Sau khi thu hoach, hat dugc sy
khd trong 10 & 37°C trong khoang mot tudn..

4. Lua chon cdy chuyén gen

Hat duoc xtr ly bing chat khir trung trong 5 phut, rira bang nude khit ion 5 l4n, va
rai déu trén moi trudng tuyén chon MS (chta 30ug/mL hygromycin, 100pg/mL
cephalosporin), mdi truong dugc dat trong tu 4m nhe (nhiét @6 22°C, 16 gio anh séng,
8 ity ti, cudmg do 4nh sang 100-150pmol/m2/s, 49 am 75%), va mot tuén sau, ciy con

duong tinh dugc chon va cly vao dit.
5. Phat hién cay dot bién T1
5.1 T4ch chiét ADN bo gen

1) L4 cua cdy Arabidopsis thaliana dugc cét va dat trong dng ly tim 2mL, thém bi

thép, va 14 dugc nghién bang dung cu dung giai md ning suét cao.

2) Sau khi nghién xong, 400uL. dung dich dém chiét SDS duogc thém vao, tron

nguoc va U trong ndi cach thily 65°C trong 15 phut va tron ngugc sau mdi 5 phut.
3) Qua trinh ly tim dugc thuc hién & tbc @6 13.000 vong/phut trong 5 pht.

4) 300pL ciia chit huyén phu dwgc ding pipet va chuyén sang 6ng ly tAm 1,5mL
méi, mot thé tich twong duong cia isopropanol dugc lam lanh truée ¢ -20°C duge thém

vao ong ly tm, va 6ng ly tAm dugc ddt & -20°C trong 1 gio hodc qua dém.

5) Qua trinh ly tdm dugc thyuc hién & tbc @6 13.000 vong/phut trong 10 phut va

chit huyén phu dugc loai bo.

6) 500uL etanol 70% dugc thém vao 6ng ly tim dé rira vién, dung dich rira dugc
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loai bo sau khi ly tim (c4n than dé khong loai bé vién), 1am kho & nhiét d phong, 30pL
nuée sidu tinh khiét dugce thém vao dé hoa tan ADN, va ADN duoc luu trit ¢ -20°C.

5.2 Khuéch dai PCR

B¢ gen thuc vt T1 dugc chiét xuat duge st dung 1am mau, cic doan moi phét hién
duoc st dung dé khuéch dai doan muc tiéu, SuL san phém khuéch dai dugce ding pipet
va phét hién bang dién di trén gel agarose 1%, va dugc chup dnh bang may anh gel. San

phim con lai dugc giao cho cong ty gidi trinh tu dé truc tiép thuc hién giai trinh tu.
6. Phat hién cay dot bién T2

Sau khi hat cta ching T1 duge thu hoach tir mot cdy don ¢, hat cta céac chung
khac nhau cta hai vecto dugc chon va trai trén mdi truong chon loc imazapic (moi
truong MS + 0,24pg/mL imazapic) dé thuc hién chon loc, va cac cdy con duong tinh
dugc cdy vao dit mot tudn sau d6 va dugc phat hién phén tir, trong d6 phuong phap

giéng nhu budce 5.

Céc doan moi da sir dung va trinh tu cta chung:

Tén doan mdi Trinh tu (5°-3°)

ALSSTAT ATATATGGTCTCGATTGGCATGGTTATGCAATGG
GAGTTTTAGAGCTAGAAATA

ALSSTAR ATTATTGGTCTCGAAACTCCATTGCATAACCATG
CCCAATCTCTTAGTCGACTC

ALSES3T ATATATGGTCTCGATTGTGCCGATGATCCCGAGT
GGGTTTTAGAGCTAGAAATA

ALSES3R ATTATTGGTCTCGAAACCCATCGGGATCATCGGC
AACAATCTCTTAGTCGACTC

ALS574/653checkin '

oF ATTGACGGAGATGGAAGCTT

ALS574/653checkin

R CCAAACTGAGCCAGTCACAA

C. Két qua thuc nghiém
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1. Phat hién kiéu gen ctia cay T1

Hat giéng T1 duoc chon loc bing méi truong khang MS hygromycin, tong s6 32
ciy con duong tinh thu dugc véi vecto pQY743, va tdng s6 18 cay con duong tinh thu
duogc voi vecto pQY745. DPdi v6i mbi vecto, 10 cdy con dugce chon va ADN b gen 14
cia ching dugc chiét tach dé phat hién vi tri muc tiéu. Ngudi ta thay ring khong c6 su
chinh stra nao xay ra trong thé hé T1 tai vi tri ALS574, va da c6 nhing su kién chinh
sita d4p tmg dugc mong dgi clia thibt ké tai vi tri ALS653. Két qua phat hién duoc thé
hién trong Bang 1:

Bang 1: Céc dang dot bién cua cay T1

Vi tri ALS S vecto | S6 cay T1 Dang chinh stra
574 pQY 743 1-10 WT
3,4-8,10 Chimera
653 pQY745
1,2,9 Heterozygote

2. K&t qua tuyén chon hat gidng thé hé T2

Sau khi thu hoach hat giéng thé hé T2 cta cdy don 1¢, chung dugc trai trén moi
trudmg khéng imazapic d& thuc hién chon loc, c6 thé thdy rang Col-0 kiéu dai khong the
phét trién trén moi trudong khang, trong khi cdy dwong tinh v6i cdc chung dot bién c6

thé phét trién binh thuong trén moi trudng khang, nhu thé hién trong Fig. 3.

Déi v6i mdi vecto, 10 cdy con dugc chon va ADN bd gen ctia ching dugc chiét
xuét tir 14 dé phat hién phan tir. Ngudi ta thiy rdng c6 6 ching cho vecto pQY743 bi dot
bién ddng hop tir theo mong doi, tirc 1 dot bién tir TGG thanh TTG, nhu thé hién trong
Fig. 4. Ngoai ra, ¢6 1 chung bi dot bién di hop tit, va c6 3 chung bi dot bién gen a0. Két
qua phét hién duoc thé hién trong Bang 2.

Bang 2: Cac dang dot bién cta cay T2

Vi tri ALS | Sb vecto S6 cay T2 Dang chinh stra
2,3,5,6,7,9 Homozygote
574 pQY743
4 Heterozygote
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1,8,10 Chimera

Céc két qua trén cho thdy ring bang cach st dung giai phap k§ thuat cit/chinh stra
tuln tu duge 1ap trinh theo sang ché, c6 thé dat dugc thiét ké va nhan ra cac dot bién
mong doi tai vi tri muc tiéu, va cac dot bién thay thé bazo chi c6 thé duge thuc hién

bang cach thiét ké céac to hop sgARN lién tiép chi véi protein Cas9.

Vi du 2: Pat dugc nhiéu dang dot bién bing cach cit/chinh stra tudn tu duoc 14p trinh

tai cac vi trf W574 va S653 clia gen ALS Arabidopsis thaliana

Céc budc hoat dong dé thiét ké, xdy dung vecto va bién nap va lya chon
Arabidopsis thaliana dugc thuc hién béng cach tham khao vidu 1. Déi voi vi tri AtALS
W574, thiét ké vecto giéng nhu thiét ké cta vi du 1. Gian dd ctia vecto duge thé hién
trong Fig. 5, va nguoi ta mong doi rang dot bién W574L s& duoc nhéan ra béi -G dau
tién sau do + T tai mdt vi tri cu thé. Khong c6 su kién chinh stra ndo duoc phat hién
trong thé hé T1 cta vecto Arabidopsis thaliana da bién nap. Thé h¢ T2 cua Arabidopsis
thaliana chuyén gen da dugc chon loc bé‘mg 0,24 mg/L imazapic, va mot sb luong 16n
cay khang thudc diét co da duge thu, nhu thé hién ¢ bang bén trai cta Fig. 6, viéc phat
hién phan tir ciia nhitng cdy khang thudc nay @ dugc thuc hién , két qua giai trinh ty
san phém PCR cho thiy khong chi dot bién W574L duoc mong doi xudt hién tai vi tri
W574, ma con xuét hién mot dot bién khang W574M khac, nhu thé hién trong bang bén
phai cua Fig. 6..

P&i v6i vi tri AALS $653, thiét ké vecto giéng nhu thiét ké cia vi du 1. Biéu do
vecto dugc thé hién trong Fig. 7, va du kién réng dot bién S653N s& dugc nhan ra trude
tién boi -G sau d6 + A tai mot vi tri oy thé. Mot sy kién chinh sira du kién ctia S653N
da dugc phat hién trong thé hé T1 cua vecto Arabidopsis thaliana da bién nap. Thé hé
T2 cta Arabidopsis thaliana chuyén gen lién tuc dugc chon loc v6i 0,24 mg/L imazapic,
va mot sb luong 16n ciy khang thudc diét co da thu dugce, nhu thé hién trong bang bén
tr4i ctia Fig. 8, viéc phat hién phan tir duge thye hién d6i v6i nhitng cdy khing thude
nay, két qua giai trinh t san pham PCR cho théy khéng chi dot bién S$653N du kién
xdy ra tai vi trf S653, ma con xay ra hai dot bién khéng thudc khac S653R va

S653R/G654D, nhu thé hién trong bang bén phai ctia Fig. 8.
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Céc két qua trén cho thiy ring bang cach st dung giai phap k¥ thuft cit/chinh sira
theo trinh tw dugc 14p trinh theo sang ché, ngoai cac dot bién du kién duoc thiét ké cho
vi tri muc tiéu, cac dang dot bién da chirc ning ciing c6 thé duoc tao ra bing cach thiét
ké cac td hop sgARN theo trinh tu chi véi proteinCas9 tuong tng, sao cho né 1a mot

cong cu thich hop dé tao ra cac dft bien chirc ning mai.

Vi du 3: Tao dot bién khang W574M bing céch sir dung cac PAM khéac nhau dé thyc
hién cit/chinh sta tudn tu dugc 1ap trinh gén vi tri W574 cua gen ALS Arabidopsis

thaliana

Cac budc hoat dong dé thiét ké, xdy dung vecto va bién nap va lua chon
Arabidopsis thaliana duogc thuc hién b%mg cach tham khao vi du 1, ngoai trt, d6i voi
trinh ty S'CTTGGCATGGTTATGCAATGgg3' gn vi tri AtALS W574, GG gan vj tri
W574 dugc st dung dau tién lam PAM dé thiét k&é sgARNI:
5'CTTGGCATGGTTATGCAATG3', trong d6 vi tri W574 dugc gach chan va NG
PAM duoc thé hién & dang in nghiéng. Nguoi ta du doan ring mot trinh ty méi
5'CTTGGCATGGTTATGCAAATGGGAag3' dugce hinh thanh boi + A sau khi cét va
stta chita. AG dugc st dung nhu mot vi tri PAM méi dé thiét ké sgARN2:
5CTTGGCATGGTTATGCAAATGGGA3', va kiéu gen -G dugc hinh thanh sau qua
trinh stra chira tu phét cia té bao, tao ra W574M. Ttc 13, cac vi tri PAM khac nhau da
duoc sir dung cho hai canh gidm trong so d6 nay. So d6 vecto dugc thé hién trong Fig.
9. Vecto dugc sir dung dé bién ddi cay Arabidopsis thaliana, dong chuyén gen thé hé
T1 da dugce phét hién kiéu gen tir 6 phat hién sy kién chinh sira dy kién ctia W574M,

va cy cho thiy kha ning khang véi xtt ly imazapic.

Két quéa cho thy rang bang cach sir dung giai phap k§y thuét cua sang ché va sir
dung cac PAM khac nhau dé thuc hién cét/chinh stra theo trinh tu dugc 14p trinh, viée
chinh sira c6 thé duoc thuc hién trong mot pham vi trinh tu rong hon dé thu duoc su

thay thé axit amin.

Vi du 4: Thiét ké sy thay thé bazo c6 thé du doan duge cho céc vi tri D350 va W548
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cua gen ALS Oryza sativa

Su dot bién dugc bao céo trong Nishimasu et al. 2018 Engineered CRISPR-Cas9
nucleaza with expanded targeting space. Science 361(6408): 1259-1262. doi:
10,1126/science.aas9129 was introduced into pHUE411 (A CRISPR/Cas9 toolkit for
multiplex genome editing in plants. Xing HL, Dong L, Wang ZP, Zhang HY, Han CY,
Liu B, Wang XC, Chen QJ. BMC Plant Biol. 2014 Nov 29;14(1):327. 10,1186/s12870-
014-0327-y, xem chi tiét trong https://www.addgene.org/71287/) dé xay dung vecto
pHUE411-NG ¢6 kha nang nhan ra NG PAM.

Trinh tu gen ALS Oryza sativa duge duge thé hién trong SEQ ID NO: 12. Bing
cach st dung S'GGCGTGCGGTTTGATGATCGS3' (phan gach chén 1a vi trf OsALS-
D350 twong ung véi ALS-D376 Arabidopsis thaliana) va mot trinh tu méi
5'GGCGTGCGGTTTGATGACG3' duge du doan s& duge tao ra tir viéc chinh stra 1am
muyc tiéu, vecto muc tiéu kép duoc xdy dung theo phuong phép dugc mo ta trong Xing
HL, Dong L, Wang ZP, Zhang HY, Han CY, Liu B, Wang XC, Chen QJ. BMC Plant
Biol. 2014, va né dugc mong doi dé c6 duge sy chuyén ddi GAT-GAA, dan dén dot
bién OSALS D350E.

Bing cach sir dung 5’GGTATGGTTGTGCAATGGGA3' (phén dwgc gach chan 1a
vi trf OsALS-W548 twong tmg véi ALS-W574 Arabidopsis thaliana) va mot trinh ty
méi S’GGTATGGTTGTGCAATGGA 3' duge dy doan s€ dugce tao ra tur viéc chinh stra
Jam muc tiéu, vecto muyc tiéu kép dugc xay dung va nd dugc mong dgi dé thu duoc su

chuyén @i TGG-TTG, dn dén dot bién OsALS W548L.

Sau d6, hai vecto nay duoc chuyén vao Oryza sativa dé thu dwoc cac cdy chuyén
gen, va viéc xac dinh chi ra rﬁng céac cay co su thay thé mong doi D350E va W548L da
thu dwoc. Két qua nghién ctru sinh hoc khéng thudc diét co trén ddng rudng cho thy

céc thé dot bién D350E va W548L c6 kha nang khang thudc diét co tre ché ALS.

Vi du 5: Thiét ké su thay thé bazo ¢6 thé du doan dugc va lya chon nhiéu dang dot bién

cho vi tri W2038 ctia gen ACCase2 Oryza sativa

Trinh tw gen ACCase2 Oryza sativa duge thé hién trong SEQ ID NO: 14, trong d6
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vi tri OsACCase2 W2038 twong tmg voi vi tri ACCase W2027 cua Alopecurus
myosuroides. AGG gin vi tri ndy dugc st dung lam PAM dé thiét ké sgARNI:
5TTCATCCTCGCTAAC-TGAG3', va ngudi ta dy doan réng mot trinh ty méi dugce
hinh thanh bai -G sau khi cét va sira chita. AGG lién tuc duoc st dung 1am PAM dé
thiét ké sgARN2: 5'CTTC-ATCCTCGCTAACTGAG3', va kiéu gen +T dugc hinh
thanh sau khi cét va stta chita lai, din dén d6t bién W2038L. SgARN1 va sgARN2 duoc
xdy dung trén vecto pHUE411 8 tao thanh vecto chinh sira va gian dd vecto dugc thé

hién trong Fig. 10.

Vecto chinh stta duge sir dung dé bién d6i mo seo ciia Huaidao No 5 (mét gibng
ltia), va sau 3 tudn ddng chon loc véi 50 pg/L hygromycin va 50 pg/L quizalop-p, da
thu duoc mot sb luong 16n cidc md seo khang, nhu dugc hién thi trén bang bén trai cta
Fig. 11. M& se¢o khang thudc dugce 4y dé x4c dinh kiéu gen, va ngudi ta thdy rang khong
chi dot bién W2038L duge mong dgi ma con xay ra dot bién W2038C, nhw dugc hién
thi trén bang bén phai cua Fig. 11.

Céc két qua trén ctia qua trinh cit/chinh stra theo trinh tu ¢6 14p trinh cuia gen Oryza
sativa cho thy giai phdp k¥ thuét cla sang ché co6 thé ap dung cho ca cay mot 14 mam

va cdy hai 14 mam..

Vi du 6: Su biéu hién va tinh sach cta céc protein SpCas9 va NGA-Cas9
1. Dung cu thi nghiém va thudc thir

Béng 3: Thudc thir thir nghiém

Thubc thir Diéu ché va sir dung
polymeraza ADN Q3 bugc mua tir NEB
polymeraza ADN I5 va dung dich

Puoc mua tir Tsingke Bio

phan tng I5
dNTPs Shanghai Sangon
nhua Ni-NTA Shanghai Sangon
Tris/NaCl/imidazol Shanghai Sangong
DTT Shanghai Sangong
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B-mercaptoetanol
Gel dic sdn SDS-PAGE
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Sigma

Nanjing GenScript

Cot Superdex200 GE Healthcare
Bang 4: Dung cu thuc nghiém
Dung cu Model
Thiét bi PCR Bio-rad T100

Giuong lc nhiét do khong déi
May danh thing té bao
Thiét bi dién di
Chét tinh ché protein
May ly tdm lanh c6ng suét 16n tdc
do cao
May ly tm téc d6 cao
May xem phim 4nh sang tring
May anh gel axit nucleic
May quang phd vi mo

Ounuo HNY-200B
Ningbo Xinzhi JY92-IIN
WIX-EP600
GE AKTA tinh khiét

Xiangzhi ZX21K

Eppendorf 5424R
Beijing Liuyi WD-9406

Beijing Sage ChampGel™ 5000

DS-1I

2. Phuong phép thir nghiém

2.1 X4y dung vecto biéu hién pET15b-Cas9

Trinh tw ADN cta protein SpCas9 va NGA-Cas9 thu dugc sau khi t6i wu héa codon
thyc vat 14n luot dwoc hién thi trong SEQ ID NO: 15 va SEQ ID NO: 16, va céc trinh
tw duge tdng hop bdi GenScript duéi dang ADN méu.

Sau khi trinh ty NG-Cas9 va NGA-Cas9 dugc khuéch dai riéng biét, hai doan nay
duoc lién két voi vecto biéu hién pET15b bang phuong phép truyén, duoc chuyén dbi

thanh DH5a va dugc giai trinh ty sau khi x4c minh.

Bang 5: Hé thdng khuéch dai xac minh PCR va moi

Hé théng, 50 ul
25 ul

2x dung dich phén tng I5
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AND miu 1ul
Mbi xubi va nguge mbi loai 2 ul
Nudéc siéu tinh khiét dugc bd sung dén 50 ul

Trinh tw mdi: 5°-3°
pET15b-NG Cas9 -F gtgcegegeggeagecatatggattacaaggaccacgacg
pET15b-NG Cas9-R tttgttagcageccggatectcacttettettcttegectge
pET15b-NGA Cas9 -F tgccgegeggeagecatatgatggattacaaggaccacgacg
pET15b-NG Cas9 -R tttgttagcagecggatccteacttettcttettggeetgteee

2.2 Bidu hién va tinh ché protein

Cac vecto biéu hién di xay dung duoc bién ddi thanh Escherichia coli Rosetta
(DE3), su biéu hién cua ching duoc gy ra boi IPTG, va vi khuén dugc thu hoach, ly
giai va tinh sach bang cot Ni-NTA. Phuong phép cu thé nhu sau:

a) Céc vecto biéu hién tai t& hop duoc chuyén thanh dong Rosetta (DE3), mot
khudn lac don 1¢ duoc chon vao 10 ml moi truong LB, khang CmR + Amp (pET15b)
hoic CmR + Kana (pET28a), duoc nudi cdy & 200 vong/phit & 37°C qua dém, duge
chuyén vao binh lic 2 L chira 1 L mdi truong LB, duoc nudi cay & 37°C va 200
vong/phut cho dén khi OD600 dat 0,6-0,8, lam lanh dén 18°C, sy biéu hién ctia né duoc
tao ra v6i 0,5 mM IPTG qua dém, va vi khuén duoc thu hoach b%tng cach ly tdam ¢ 4000g.

b) Céc vi khuén sau khi thu hoach duge tao huyén ph lai trong dung dich dém Ni
A:HEPES 50 mM , pH 7,4, NaCl 500 mM , imidazol 20 mM, B-mercaptoethanol 5 mM,
dugc bd sung v6i PMSF voi ndng do cudi cing 14 1 mM va 250 ul chét e ché Cocktail,
va sau d6 tron déu.

¢) Sau khi céc té bao tai tao huyén phu dugc dénh thing béi mot mdy danh thing
siéu 4m, chung dugc ly tim & 40000g trong 30 phut & 4°C, va phan ndi phia trén duge
thu thap va dua qua cft Ni-NTA.

d) Tinh ché qua c6t Ni-NTA: phn ni san phim dung giai duoc két hop véi nhya
trong 20 phut, rira giai bing dung dich dém A chira imidazol 50 mM & loai bo tap chét,

va cubi cing dugc rira giai bang dung dich dém rira gidi chia imidazol 400 mM.
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¢) Hé théng dién di trén gel SDS-PAGE dugc sit dung dé phét hién hiéu qua tinh
ché cia protein.

f) Thém tach dugc thyc hién bing cach thay doi dém thanh HEPES 50 mM pH 7,5,
KCI1150 mM , DTT1 mM, glycerol 3%.

h) M4u cudi ciing dugce dién di trén gel SDS-PAGE dé phat hién hiéu qua tinh sach
ctia protein. Sau khi cd dac bang siéu loc, protein duge dong lanh & -80°C dé sir dung

sau nay.
2.3 K&t qua biéu hién va tinh sach clia protein dung hop Cas9
Két qua tinh sach cua cac protein SpCas9 va NGA-Cas9 dugc thé hién trong Fig.

12. Céc miii tén chi ra cac dai protein Cas9, cho thdy ring dd tinh khiét cao hon da dat

duoc.

Vi du 7: Hoat dong phén cét enzym in vitro ciia céc protein SpCas9 va NGA Cas9 dugce

phét hién riéng biét t6i cac vi tri muc tidu OsACCase2 W2038 va OsALS W548

1. Trinh ty ADN ctia gen OsALS va OsACCase2 dugc dua vao cong cu truc tuyén
CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), cic sgARN sau ddy dugc thiét ké cho W548 cua
OsALS (axit amin thit 548 ctia OsALS, trinh ty axit amin ctia protein ALS Oryza sativa
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 11) twong Gng voi vi tri axit amin 574 cta protein
ALS Arabidopsis thaliana va W2038 cua OsACCase2 (axit amin thir 2038 cuia
OsACCase2, trinh tu axit amin ctia protein ACCase2 Oryza sativa dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 13) twong Ung v6i vi tri axit amin 2027 cua Alopecurus myosuroides, va

cac sgARN nay duoc tdng hop bsi GenScript:
>sgARN1-548-G:

5°GGGUAUGGUUGUGCAAUGGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgaguc ggugce3’
> sgARN1-2038-G:

5°GUUCAUCCUCGCUAACUGGAGguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaggeu
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aguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucggugc3’

57/104

2. Cac mdi phat hién cu thé, OsALS265AA-F: 5’ ggtcttgegtetggttgge3’ va OsALS-

end-R: 5’ccatgccaagcacatcaaacaag3’, dugce st dung dé khuéch dai doan c6 chira vi tri

muc tiéu OsALS W548 va san pham PCR c6 @6 dai 1200 bp.

Cac mdi phét hién cu thé, OsACC1750AA-F: 5'gcgaagaagactatgctegtattgg3' va

0OsACC2196AA-R: S'cttaatcacacctttcgecagee3', duge st dung dé khuéch dai doan c6
chira vi tri muc tiéu OsACCase W2038, va san pham PCR c6 d9 dai 1500 bp.

Heé théng PCR dugc thé hién trong bang sau:

Thanh phéan

Thé tich

2x dung dich phan tng IS5
Mobi xudi (10 pM)

Mbi nguoc (10 pM)

M3au ADN bd gen

Nuéc siéu tinh khiét

25 uL

2 uL

2 uL

2 uL

Added to 50 pL

3. Phan tmg PCR dugc thiét 1ap, va cac diéu kién phan tng duoc thé hién trong

bang sau:
Buéce Nhiét do Thoi gian
Tién bién tinh 98 °C 30 gidy
98 °C 15 gidy
Chu ky khuéch dai 30-35 58 °C 15 giay
72 °C 30 gidy
Kéo dai cudi cuing 72 °C 3 phut

4. Céc san phdm PCR dugc phét hién bang dién di trén gel agarose va dugc giai

trinh tur d& x4c minh thém. Sau khi dugc x4c minh chinh xac, gel duoc cat dé phuc hoi

cac doan ADN. Cac doan ADN phuc hdi dugc hoa tan bing cach thém 30ul nude siéu

tinh khiét khong chira ARNse, va ndng do ctia chiing duge do.

5. Hé thong phat hién sau dugc st dung dé phat hién hoat dong cua protein Cas9,
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va sau khi hé thdng dugc chuin bi, n6 duge i & 37°C trong 1 gio.

Thanh phan Thé tich
protein Cas9 0,5uL (lug)
sgARN 0,5uL (1ug)
10x dém phan tng Cas9 2 uL
doan ADN phuc hdi XuL (100ng)

nuée siéu tinh khiét khong chira ARNse b sung dén 20 pL

6. Sau khi phan trng hoan thanh, hé théng dugc xir Iy ¢ 65°C trong 10 phit, dugc
bd sung 4 ul bd dém tai 6 x ADN, va chay trén gel agarose 2% dé phat hién kich thuédc
dai.

Két qua duge thé hién trong Fig. 13, va c6 thé thiy rang cac protein Cas9 di dugc
tinh sach 6 thé cét soi kép ADN tai céc vi tri myc tiéu da thiét ké chi khi c6 sy hién

dién cia sgARN.

Vi du 8: Dat duoc dot bién W548L tai vi tri OSALS548 bang cach bién doi té bao

nguyén sinh Oryza sativa v6i hai phirc hop RNP nhdm muc tiéu khac nhau

1. Viéc didu ché té bao nguyén sinh Oryza sativa va bién nap qua trung gian PEG
duoc thuc hién dya trén phuong phap stra d6i mot phan da dugc cong bd (Bart et al.,

2006), va cac budc didu ché cu thé nhu sau:

(1) Pau tién, nhitng cdy con Oryza sativa 1am té bao nguyén sinh da dugc chuin
bi. Giéng laa 14 Nipponbare. Hat gao duoc xat vo trudc, va hat da xat vo dugc trang
bang con 75% trong 1 phit, xtr Iy bang natri hypoclorit 5% (v/v) trong 20 phut, sau d6
rua bé‘mg nude vo trung hon 5 14n, dit trén mot ban cuc sach va thdi kho, sau d6 cho
vao binh nuéi cAy md chira 1/2 moi truong MS, mdi binh 20 hat. Té bao nguyén sinh
dugc chudn bi bang cach G hat & 26°C va 12 gio anh sang trong khoang 10 ngay.

58

58/104



48905

(2) Céc be 14 cua cdy con dugc chon, ding dao cao Gillette séc bén cit thanh cac
manh khoang 1 mm, cho vao mannitol 0,6M va moi truong nudi cAy MES (cong thirc:
mannitol0,6M , MES0,4M , pH 5,7) dé sir dung sau nay. Sau khi tt ca cac vat lidu duge
cit, chiing dugc chuyén vao 20 mL dung dich enzym phén giai (cong thirc: xenlulaza
R10/RS 1,5% (YaKult Honsha), Mecerozyme R10 0,5% (YaKult Honsha), mannitol
0,5M, KC1 20mM, MES 20mM, pH5,7, CaCl.10mM, BSA 0,1%, B-mercaptoetanol 5
mM), boc trong 14 nhom va dat trong may l4c & nhiét do 28°C. Qua trinh phan giai
enzym dugc thuc hién & tdc do 50 vong/phut trong bong t6i trong khoang 4 gio, va tdc

dd duoc ting 1én 100 vong/phut trong 2 phit cubi ciing;

(3) Sau khi phan gidi enzym, mot thé tich tuong duong cta dung dich W5 (cong
thtrc: NaCl 154mM , CaCl2125mM, KCI5SmM , MES 15mM) dugc thém vao, 14c theo
chidu ngang trong 10 gidy dé giai phong té bao nguyén sinh. Céc té bao 1a két qua cua
qué trinh phan giai enzym dugc loc qua rdy 300 mesh va ly tm & 150 g trong 5 phut dé
thu thap t& bao nguyén sinh;

(4) Céc té bao duge ria hai 14n bang dung dich W5, va té bao nguyén sinh duoc

thu thap bang cach ly tdim & 150 g trong 5 phut;

(5) Té bao nguyén sinh da dugc tao huyén ph lai bang mot lwgng dung dich MMG
thich hop (cdng thirc: MgCla3,05¢/L, MES 1g/L, mannitol 91,2g/L), va ndng d6 té bao
nguyén sinh bing khoang 2x10° t€ bao/mL.

2. Diéu ché phirc hop RNP:

Theo trinh tu vi trf muc tiéu OsALS548 GGGTATGGTTGTGCAATGGGAgga
(vi tri OsALS W548 dugc gach chan, twong g vdi W574 ALS Arabidopsis thaliana,
va vi tri PAM duogc nhén ra bai protein Cas9 dugc thé hién & dang chit thuong in
nghiéng), protein NGA-Cas9 da tinh ché dugc lua chon dé diéu ché phuc hgp RNP.
GGA dugc st dung lam PAM dé& thiét ké >CrARN1-548-G: 5'-
GGGUAUGGUUGUGCAAUGGGA guuuuagagcuaugeu-3', ngudi ta dy doan rang mot
bazo G sé& bi x0a gitta 3-4 vi tri dau tién ciia PAM sau khi chinh stra, va sau do trinh tu
din dén viéc x6a & trén dugc st dung dé thiét ké >CrARN2-548+T: 5'-
UGGGUAUGGUUGUGCAAUGGA guuuuagagcuaugeu-3', du doan rang mot bazo T
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s& duoc chén sau 14n chinh stra thir hai dé c6 duoc sur chuyén dbi TGG-TTG.
>CrARN1-548-G va >CrARN1-548+T dugc tong hop bdi Cong ty cong nghé sinh
hoc GenScript, va sgARN ciing duogc téng hop:
>sgARN1-548-G:

5°GGGUAUGGUUGUGCAAUGGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’
>sg ARN2-548+T:

5’"UGGGUAUGGUUGUGCAAUGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’.

crARN va GenCRISPR tracrARN (GenScript SC1933) da tdng hop duge tron déu,
duoc thém v6i bo dém 1 crARN & tracrARN (GenScript SC1957-B) va i1 dé diéu ché
gARN  theo huéng dan. Trinh  tu  tractARN 14 5

agcauagcaaguuaaaauaaggeuaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucggugeuuu-3-.

Hé thdng phan tmg RNP dugc chudn bi theo bang sau, va sau khi hé thdng phan

tmg dugc chuén bi, n6 duge u & 25°C trong 10 phut.

Thanh phan Thé tich
protein Cas9 NGA 10pL (20 pg)
gARN hodc sgARN 10pL (20 pg)

10xx dém phan trng Cas9 10 uL

nudc siéu tinh khiét khong chita ARNse 70 uL

3. Bién nap té bao nguyén sinh

(1) 200 pl té bao nguyén sinh da tao huyén pht lai MMG nhu da chuén bi & trén
dugc 14y va thém vao phitc hgp RNP (20pg protein Cas9, 20ug sgARN) dugc tao ra sau
khi @, va nhe nhang lic dé tron déu.

(2) Thém mot luong bang nhau dung dich PEG 40% (w/v) (cong thirc: PEG 40%
(w/v), mannitol0,5M , CaCl> 100mM) vio, lc nhe dé tron déu va dé & 28°C trong béng
tdi trong 15 phut;
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(3) Sau khi cam tng va bién nap, 1,5 mL dung dich W5 dugc thém vao tir tir, l4c
nhe dé tron déu cac té bao, va cac té bao dwoc thu thap bing cach ly tim & 150 g trong

3 phut. Budc nay dugc 13p lai mot 1an;

(4) Céc té bao duogc tao huyén pht lai bing c4ch thém 1,5 mL dung dich W5, dat
trong ti 4m 28°C va nudi cdy trong bong tdi trong 12-16 gid. Cac té bao phai duogc G tir

48 dén 60 gid néu chung dugc sir dung dé tach chiét ADN hé gen té bao nguyén sinh.
4. Phéat hién su kién chinh sira muc tiéu by gen

(1) ADN té bao nguyén sinh dugc tach chiét bang phuong phap CTAB dugc sira
dbi mot phan, va phuong phap ndy duge mo ta cu thé nhu sau: t& bao nguyén sinh dugc
ly tdm va loai bo phén ndi phia trén, 500 pL dung dich chiét ADN duoc thém vao, lic
va tron déu, va U trong ndi cach thily 65°C trong 1 gid; mau duoc 1am lanh sau khi u
trong ndi cach thiy, thém vao mot lugng cloroform twong duong, dao nguge vai lan dé
tron déu va ly tAm & tbc do 10,000 vong/phit trong 10 phut; 400 pl phén nbi phia trén
dugc 14y va chuyén sang 6ng ly tim 1,5 mL méi, thém 1 mL etanol 70% (v/v), va dé
két tia & -20°C trong 20 phut; ADN dugc két taa bing cach ly thm & toe do 12,000
vong/phut trong 15 phit, két tiia dugc lam kho trong khong khi va sau d6 dugc hoa tan
bang cach thém 50 pl nude siéu tinh khiét, va dugc bao quan & -20°C dé st dung sau
nay

(2) Cac mdi danh riéng cho gen dugc sit dung dé khuéch dai doan c6 chua vi tri

muc tiéu W548 va cac mdi phét hién sau dugc thiét ké cho vi tri muc tiéu:
OsALS500AA-F: 5’GGCTAACCCAGGTGTCACAG3’,
OsALS-3’UTR-R: ’CCATGCCAAGCACATCAAACAAG3’

Hé thdng phan tng PCR dugc thé hién trong bang sau:

Thanh phan Thé tich
2x dung dich phan tng I5 25 pLL
Mbi xubi (10 pM) 2L
Moi nguoc (10 pM) 2 uL
Mau ADN bd gen 2 uL
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Nudec siéu tinh khiét bd sung dén 50 pL

(3) Phan tng PCR dugc thiét lap, va cac diéu kién phan (g chung dugc trinh bay

trong bang sau:

Buéde Nhiét do Thoi gian
Tién bién tinh 98 °C 30 gidy
98 °C 15 gidy
Chu ky khuéch dai 30-35 58 °C 15 gidy
72 °C 30 gidy
Kéo dai cudi ciing 72 °C 3 phut

(4) Viéc phat hién dugc thuc hién br?mg dién di trén gel agarose, va cac doan PCR

dugc phuc hdi va gidi trinh tu.
5. Két qua thir nghiém:

Bang céach sir dung gARN duogc didu ché véi crARN va tracrARN  tdng hop bing
cach 0 hodc st dung truc tiép sgARN tdng hop, phitc hgp RNP hoat dong c6 thé dugc
hinh thinh véi protein NGA-Cas9 tinh khiét. Béng cach xac dinh trinh tw vi tri dugce
nh&m muc tiéu OsALS548, dot bién tir TGG thanh TTG c6 thé dugc phét hién, diéu nay
ching to rﬁng d6t bién tai vi tri cu thé cua vi tri muc tiéu trong té bao co thé dat duoc
bang cach cit/chinh stra tudn tu dugc 14p trinh tao ra tir phirc hgp RNP két hop voi
crARN hodc sgARN theo thir tu tuln ty. Nhu duge thé hién trong Fig. 14, tai diém mii
tén trong biéu dd cia cac dinh sip xép trinh ty muc tiéu OsALS548 té bao nguyén sinh,
ngoai dinh tin hi¢u bazo G ban d4u, con co dinh tin hiéu bazo T dugce tao ra tir dot bién,

dan dén dot bién W548L tai vi tri OSALS548.

Vi du 9: Pat dugc dot bién W2038L tai vi tri OsACCase2 W2038 bang cach bén pha
mé s¢o Oryza sativa béang hai phttc hop RNP dugc nhim muc tiéu khac nhau

1. Didu ché phirc hop RNP:
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Theo trinh tu vi tri muc ti€u OsACCase2 W2038
GTTCATCCTCGCTAACTGGAGagg, trong d6 vi tri OsACCase2 W2038, tuong Gng
v6i Alopecurus myosuroides ACCase W2027, dwgc gach chén, va vi tri PAM duoc nhan
ra bai protein Cas9 duoc thé hién & dang chit thuong in nghiéng, protein SpCas9 tinh
khiét duoc chon dé didu ché phirc hop RNP. GGA dugc sir dung 1am PAM dé thiét ké
>CrARN1-2038-G: 5'-GUUCAUCCUCGCUAACUGGA Gguuuuagagcuaugcu-3', du
doéan réng mot bazo G s& bi x06a gifra 3-4 vi tri dAu tién ctia PAM sau khi chinh sira, sau
d6 trinh tu dugc tao ra tir viéc x6a dugc st dung dé thiét k& >CrARN2-2038+T: 5'-
UGUUCAUCCUCGCUAACUGAGguuuuagagcuaugeu-3', nguoi ta du doan ring mot
bazo T s& duoc chén vao sau 1an chinh sira thtt hai, do d6 thu dugc chuyén d6i TGG-

TTG.

>CrARN1-2038-G va >CrARN2-2038+T dugc tong hop béi Cong ty cong nghé
sinh hoc GenScript, va sgARN ciing dugc tong hop:

>sgARN1-2038-G:

5°GUUCAUCCUCGCUAACUGGAGguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaggcu

aguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge 3°
>sgARN2-2038+T:

5’UGUUCAUCCUCGCUAACUGAGguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaggeu

aguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucggugc 3°.

crARN va GenCRISPR tracrARN d téng hop (GenScript SC1933) dugc tron déu,
duoc bd sung véi dém @ crARN & tracrARN (GenScript SC1957-B) va i dé diéu ché
gARN theo huéng dan.

Céc phirc hgp RNP dugc diéu ché bing cach 1 trong cing mot hé théng phan ting
nhu trong vi du 8. L4y s6 lwong 10 cudc bén pha sung gen dé bién nap nhu vi du: 20 pg
protein Cas9, 20 pg gARN hodc sgARN, 10 pl dém phan tmg 10x Cas9, dugc tao tong
cong 1én dén 100 pl bang nudc siéu tinh khiét khong chira ARNse, u & 25°C trong 10
phut va tron nhe.

2. Cam ung mo seo Oryza sativa
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Hat giéng Oryza sativa trudng thanh va tron tria duge chon loc, tach vo va khir

trung theo céc budc sau:

(1) Hat Itia (Oryza sativa) dugc tach vo, trong d6 gidng Itia 1a Huaidao No. 5, dugc

mua tir cho hat giéng.

(2) Hat duogc rira bang nude vo trung khong gidi han s6 14n cho dén khi nuéc rira

trd nén trong.

(3) Sau khi dugc khir trang bing con 70% trong 1 phut, hat sau d6 duoc dat trong

natri hypoclorit 10% trén may 1c nim ngang va u trong 25 phit dudi ché do lic..

(4) Sau khi khtr trung bing natri hypoclorit, hat dugc rira bang nudc vo tring trong
5 14n. Hat dugc gieo trén méi trudng cam tmg md seo (cong thire: bot MS (4,42g/L) +
2,4-D (2mg/L) + sucroza (30g/L) + phytagel (4g/L)), va dugc nudi cly trong béng tbi

& 28°C dé tao ra mo seo.
3. Bén pha RNP sting bin gen:
(1) Nudi cdy wu truong

Mo seo c6 kha nang sinh phoi t6t dugc chuyén sang mdi trudng uu truong (cong
thirc: bot MS (4,42g/L) + 2,4-D (2mg/L) + sucroza (30g/L) + D-mannitol (0,4M) ) +
phytagel (4g/L)), hoat dong v trung dugc thyc hién trén mot bang ghé siéu sach, va

viée nudi cdy dugc thyc hién trong bong t8i & 25°C trong 4-6 gio.

(2) Chuan bi huyén phi bot vang: bing céch sir dung ong EP 1,5 mL nhép khiu,
can 30 mg bot vang (dudng kinh 0,6 pm); duge thém voi 1 mL etanol 70%, chiu xoay
t6t, va dé trén da lanh trong 10 phut. Sau khi ly tdm trong 1 phiit, phan ndi phia trén
duge loai bo; thém 1 mL nude vo trung, cho vao méy xoay k¥, ly tAm trong 1 phut, loai
b phan ndi phia trén va lap lai thao tac trén 3 14n. 500 pL glycerol da khir tring (50%)
duogc thém vao, xody k¥ ludng dé didu ché huyén phu bot vang véi ndng dd 60 pg/ul,

duoc bao quan ¢ -20°C.

(3) 50p! huyén phu bot vang (60pg/ml) dugc 14y, thém v6i 100pL phirc hop RNP

dd diéu ché, va tron nhe.
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(4) 15 pl hdn hop RNP/bot vang duge 14y va dit vao gitta mang c6 thé phan tach
clia sing bén gen dé ban PDS-1000 (Bio-Rad), théi kho, va sau d6 ban pha theo huéng

dn cua thiét bi.

Thong s6 ban pha: do chan khong 12 26-28, khodng cach 1a 6 cm, va ap suat khong
khi 1a 1100 psi hodc 1350 psi.

(5) Sau khi bén pha xong, md seo dugc nudi cdy trén mdi trudng wu treong & 25°C

qua dém (trong 16 gio) trong bong t6i..
4. Chon loc, phan héa va tao ré:

(1) Sau khi mé seo bi ban pha dugc nudi cdy qua dém, no duge chuyén sang moi

trrdng cdm tng, va duge nudi cdy dé phuc hdi & 28°C trong mot tuan.

(2) Sau mot tudn phuc hdi, mé seo duge chuyén sang moi truong chon loc (cong
thire: bot N6 4,1g/L + casein thity phén 0,3 g/L + prolin 2,8 g/L + 2,4-D 2 mg/L +
sucroza 3% + quizalofop-p 50 ug/L + Cef (cephalosporin) 500 mg/L + inositol 0,1 g/L
+ phytagel 0,35%, pH 5,8) dé thyc hién chon loc trong 3-4 tudn; dé chinh sia
0OsACCase2 W2038 sau nay, quizalofop-p 50 ug/L da dugc sir dung dé chon loc, nhu
thé hién trong Fig. 15.

(3) Mo seo khéng dugc chon c6 trang théi sinh truong tbt dugc chuyén sang moi
treong phan hoéa (cong thirc: bot MS (4,42g/L) + KT (Img/L) + sucroza (30g/L) +
phytagel (4,5g/L) + quizalofop-p 50 ug/L, pH 5,8), va dugc nudi ciy & 28°C dudi anh
sang dé tao ra sy phan hoa trong 2-4 tuan.

(4) Céc cay con da phan hoa dugc chuyén sang moi truong tao ré (cdng thirc: 1/2

bot MS (2,3g/L) + sucroza (30g/L) + phytagel (4,5g/L)) dé tao ré, ciy con dugc u sau

khi ra ré& xong, sau d6 chuyén sang bau day dat va dit trong nha kinh @& nudi trong.

5. Phét hién cac su kién chinh stra myc tiéu trong mo seo khang va cdy con nudi

cay mé TO:

Tong s6 11 md seo khang uda thu dugc trong qua trinh chon loc, ADN cua chung
duoc tach chiét bing phuong phap CTAB. Céc mdi phat hién cho vi tri myc tiéu dugc
thiét k& nhu sau: OsACC2038test-F: 5'CTGTAGGCATTTGAAACTGCAGTGS3!,
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OsACC2038test-R: 5’GCAATCCTGGAGTTCCT-CTGACC3', va doan PCR ¢6 chura
vi trf OsACCase2 W2038 di dugc khuéch dai, phuc hdi va giai trinh tu. Viéc phat hién
trinh tu cho thdy 10 trong s6 chiing c6 dot bién tir TGG thanh TTG tai vi tri OsACCase2
W2038, trong d6 3 miu 1a dot bién dong hop ti.

Pbi véi cay con nudi ciy mo thé hé TO thu dugc bang cach phian h6a md seo khang,
ADN cua chung dugc tach chiét ¢é phat hién trinh ty vi tri muc ti€u chinh sira, va cling
c6 mot dot bién ddng hop tir tir TGG thanh TTG tai vi tri OsACCase2 W2038, nhu thé
hién trong Fig. 16.

6. Thir nghiém kha néng khang cua cdy con thé hé T1 dbi v&i thubc diét co trc ché

ACCase

Sau khi nhan giéng dong TO ¢6 chira dot bién W2038L, cac cdy con dot bién thé
hé T1 duge kiém tra kha ning khéng thubc diét cé v6i quizalofop-p va haloxyfop-p &
ndng dd ngoai ddng rudng. C6 thé thiy ring ching dot bién OsACCase2 W2038L da
khang dang k& véi hai loai thudc diét c trc ché ACCase ndy, nhu thé hién trong Fig.
17-18.

Tém lai, bing cach sir dung gARN duge didu ché v6i crARN va tracrARN téng
hop biang céch 1, hodc st dung truc tiép sgARN tdng hop, phirc hop RNP hoat dong c6
thé duoc hinh thanh véi protein SpCas9 da duoc tinh sach; md seo dugc bén ph4 bang
sung bin gen c6 thé dugc chon bang cach sir dung quizalofop-p trong giai doan nudi
chy md; dot bién ddng hop tir tir TGG sang TTG c6 thé dugc phét hign bang cach giai
trinh tu vi tri muc tiéu OsACCase2 W2038 cuia cdy con nudi céy mo thé hé TO; dot bién
c6 thé duoc di truyén sang thé hé T1 va cho thdy kha nang khéng thubc diét c6 uc ché
ACCase, diéu nay da chirng minh thém rang qua trinh cit/chinh sira theo trinh tu dwoc
lap trinh dugc tao ra tir phirc hgp RNP két hop véi crARN hodc sgARN nhim muc tiéu
tudn tir c6 thé dat dugc dot bién vi tri cu thé ciia vi tri muc tidu trong té bao, va ¢6 thé
huéng dan san xudt cac diu hiéu chon noi sinh t& bao dé chon loc nudi céy mo, tur do

tao ra cdy trong khang thudc trlr c.

Vi du 10: Cac phuc hgp RNP nhdm muc tiéu khac nhau déng thoi chinh stra vi tri
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OsACCase2 W2038 va gen OsBADH2 cuia md seo Oryza sativa

Phitc hop RNP duoc didu ché bang phuong phap theo vi du 8, quy trinh bén pha
bing sung ban gen va quy trinh nudi ciy mé gidng nhu quy trinh cia vi du 9. Bén canh
crARN hodc sgARN nham muc tiéu vao vi tri OsACCase2 W2038, crARN hodc sgARN
nhim muc tidu dén gen OSBADH2 dugc thém vao dong thoi, va chung duge 4 véi
protein SpCas9 dé tao thanh phirc hop RNP nhim muc tiéu cho gen muc tiéu thir hai
OsBADH2. Thyc hién bin phd bang siing bén gen, ciy con nudi cdy mo thé hé TO thu
duogc sau khi nu6i céy phuc hoi, sang loc, phan hoa va tao ré, va thé hé T1 thu dugc

bing cach nhan gidng.

Trinh ty bd gen OsBADH2 Oryza sativa duogc thé hién trong SEQ ID NO: 17.
Theo cong cu truc tuyén CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), trinh tu vi tri myc tiéu
CCAAGTACCTCCGCGCAATCGcgg dugce chon, trong d6 vi tri PAM duoc nhén ra
bai protein Cas9 dugc thé hién & dang chit thuong in nghiéng, va protein SpCas9 tinh
khiét duoc chon dé didu ché phirc hop RNP. CGG dugc sir dung 1am PAM @& thiét ké
>CrARN1-OsBADH2: 5’-CCAAGUACCUCCGCGCAAUCGguuuuagagcuaugeu-3’°,
ngudi ta dy doan ring dot bién khang thude cia OsACCase2 W2038L va sy kién dot
bién loai truc tiép cia OSBADH2 c6 thé dugc phat hién dong thoi trong md s¢o khéng

thudc thu duge bang cach chon lgc quizalofop-p.

>CrARN1-OsBADH?2 dugc tong hop béi Cong ty Cong nghé Sinh hoc GenScript,
va sgARN ciing duoc tdng hop:

>0sBADH2-
sgARN:5’CCAAGUACCUCCGCGCAAUCGguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaag

gcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgaguegguges’.

MO seo khang dugc chon theo céc budc bién nap trong vi du 9, nhu dugc thé hién
trong Fig. 19, va mo seo khang thudc da duoc chon loc va chiu sy phan héa va xuét
hién cay con, va trinh ty tai cac vi tri muc tiéu OsACCase2 va OsBADH2 ctia md s¢o
va cdy con nudi céy md thé hé TO da duge giai trinh tu. Cac moi phat hién muc tiéu

OsBADH2 la:

OsBADH2-check F: 5>CATCGGTACCCTCCTCTTC3’
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OsBADH2-check R: 5> ATCGATCGATTTGGGGCTCA3’

Két qua la, téng s6 13 mo seo khang thudc d3 thu dugc béng cach chon loc, su kién
dot bién OsACCase2 W2038L dugc phat hién ¢ 11 trong sb chiing, va viéc phat hién
trinh tu muc tiéu OsSBADH2 cho 11 miu md s¢o ndy cho thdy 8 trong sb ching ddng
thoi chira su chinh stra sy kién tai vi tri myc tiéu OsBADH2. Trong cdy con nudi cly
mé thé hé TO thu dugc bing cach phan hoa, su ton tai ctia dot bién OsACCase2 W2038L
va dot bién ddng hop tir OSBADH2 + A da dugc phat hién, nhu thé hién trong Fig.
20-21.

Tém lai, sau khi mé seo lua bi bin phéa bing sting ban gen véi phirc hgp RNP nhim
muc tiéu crARN- hodc sgARN nhim muc tiéu tudn tu dé thuc hién chinh stra vi tri cu
thé ciia OsACCase2 W2038 va dong thoi thém phirc hop RNP nhim myc tiéu nhdm
muc tiéu gen muc tiéu thir hai OsBADH?2, viéc lua chon m6 seo c6 thé dugc thuc hién
trong giai doan nuoi cdy mo véi quizalofop-p; dot bién OsACCase2 W2038 va viéc loai
true tiép nhém muc tidu ciia OsSBADH2 xdy ra ddng thoi & 61% md seo khang thud,
va c4c ching chira dot bién ddng hop tir cia OsBADH2 da dugc phét hién trong cay
con nudi cdy md thé hé TO. Didu nay chi ra rang viéc c&t/chinh sira tudn tu két hop véi
bién nap RNP dé chinh stta vi tri cu thé cua cac gen khang thudc c6 thé tao ra cac ddu
hiéu chon loc ndi sinh, va viéc bd sung ap luc chon loc twong Gmg ¢6 thé dong thoi sang
loc cac su kién chinh sira ciia gen muc tiéu thit hai, do do6 dat duoc chinh stra vi tri cu

thé cua bd gen bang cac phuong phap khong chuyén gen.

Vi du 11: Cac phttc hgp RNP duoc nhdm muc tiéu khac nhau dong thoi chinh sira vi tri
OsALS548 va gen OsSWEET14 ctiia md seo Oryza sativa

Cic phitc hgp RNP nhdm muc tiéu cho vi tri OSALS548 dugc chuén bi bing
phuong phép theo vi du 8, trong d6 trinh tu crARN va sgARN tuong ung nhu trong vi

du 8, tuong Ung:
>CrARN1-548-G: 5’-GGGUAUGGUUGUGCAAUGGGA guuuuagagcuaugcu-3’,
>CrARN2-548+T: 5’-UGGGUAUGGUUGUGCAAUGGAguuuuagagcuaugeu-
3,
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>sgARN1-548-G:

5’GGGUAUGGUUGUGCAAUGGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’,
>sg ARN2-548+T:

5’'UGGGUAUGGUUGUGCAAUGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’.

Dé cap dén vi du 8, gARN hoic sgARN dugc 1 voi NGA-Cas9 dé diéu ché phirc
hop RNP nhim vao vi tri OSALS548.

Ngoai phtrc hop RNP nhdm muc tiéu cho vi tri OsSALS548, crARN hodc sgARN
cho gen OsSWEET 14 dugc thém vao dong thoi, va phitc hgp RNP nhim muc tiéu cho
gen muc tiéu thir hai OsSWEET14 duoc hinh thanh bang céch @ v&i protein SpCas9.
Cay con nudi cdy mé thé hé TO thu dugc bang cach thuc hién bin pha bing sting bin
gen, nudi céy phuc hdi, chon loc, phan hoa, tao ré, va thé hé T1 thu duoc béng cach

nhén giéng. Ap suét chon loc 14 5 mg/L pyroxsulam.

Trinh ty bd gen OsSWEET14 Oryza sativa dugce thé hién trong SEQ ID NO: 18.
Theo cong cu tryc tuyén CRISPOR (http://crispor.tefor.net/), trinh tu vi tri muc tiéu
GAGCTTAGCACCTGGTTGGAGggg dugce chon loc, trong do cac vi tri PAM dugce
nhan ra bdi protein SpCas9 dwogc thé hién & dang chit thudng in nghiéng, va protein
SpCas9 tinh khiét duoc chon loc d diéu ché phitc hgp RNP. GGG duogc st dung lam
PAM dé thiét ké:

>CrARNI1-OsSWEET14:

5'-GAGCUUAGCACCUGGUUGGAGguuuuagagcuaugcu-3', va nguoi ta du
doan rang dot bién khang thubc cia OsALS W548L va dot bién loai truc tiép cua
OsSWEET14 ¢6 thé dwoc phat hién ddng thoi trong md seo khang thude thu dugc bang
cach chon loc pyroxsulam.

>CrARN1-Os SWEET14 dugc tong hop bdi Cong ty Cong nghé Sinh hoc
GenScript, va sgARN ciing dugc tng hop:
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>0s SWEET14-sgARN:

5°GAGCUUAGCACCUGGUUGGAGguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’.

Mb seo khang thude dugc chon theo quy trinh bén pha bing sting bin gen va quy
trinh nudi cdy mo nhu duge mo ta trong vi du 9, nhu duoc thé hién trong Fig. 22, va md
seo khang thudc dugc chon dé thuc hién qua trinh phén hoa va xuét hién cay con, trong
d6 cong thirc mdi trudong chon loc 1a: 4,1g/L bot N6 + 0,3 g/L casein thuy phan + 2,8
g/L prolin + 2 mg/L 2,4-D + 3% sucroza + 5 mg/L pyroxsulam + 500 mg/L Cef
(cephalosporin) + 0,1 g/L inositol + 0,35% phytagel, pH 5,8.

Trinh tu tai vi tri OSALS548 va vi tri muc tiéu OsSWEET14 cua mo s¢o va cay
con nudi cdy mo thé hé TO da dugc xac dinh trinh tu. Cac moi phét hién vi tri muc tiéu

OsSWEET14 la:
OsSWEET 14-check F: 5> ATGGGTGCTGATGATTATCTTGTAT3’
OsSWEET14-check R: 5 TGAAGAGACATGCCAGCCATTG3’

Két qua 13, tong cong 9 calli khang duge chon loc, sy kién dot bién OsALS W548L
dugc phat hién & 8 trong sb chiing, va viéc phat hién trinh ty muc tiéu OsSWEET14
trong 8 maiu md seo ndy cho thdy 5 trong s6 ching ciing chira chinh sira su kién tai vi
tri muyc tiéu OsSWEET14. Trong cay con nudi cdy mo thé hé TO thu dugc bing cach
phan héa, ca dot bién OsALS W548L va dot bién dong hop tir OsSSWEET14-C déu c6
thé duge phat hién, nhu thé hién trong Fig. 23-24.

Sau khi nhan gidng cic ching TO trong d6 su xuét hién ciia dot bién OsALS
W548L duoc phat hién, cc ching cdy con dot bién thé h¢ T1 dugc thir nghiém kha
nang khang thudc diét co véi pyroxsulam, imazapic, nicosulfuron va flucarbazone-Na
& ndng do thuc dia. C6 thé thiy ring ching dot bién OsALS W548L cho thdy kha ning
khéng dang k& d5i v6i tt ca 4 loai thude diét c6 trc ché ALS nay, nhu thé hién trong
Fig. 25-28.

Tém lai, bing céch st dung gARN duoc didu ché v6i crARN va tracrARN tong
hop bang cach 0 hodc sir dung truc tiép sgARN tdng hop, phirc hgp RNP hoat dong c6
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thé duge hinh thanh véi protein NGA Cas9 da dwgc tinh sach, dot bién tai vi trf cu thé
cua vi tri muc tiéu trong t& bao co6 thé dat dugc bing cach cit/chinh stra theo trinh tu
duoc 1ap trinh tao ra tir phirc hgp RNP két hop v6i crARN hodc sgARN nhim muc tiéu
tudn tu, viéc lua chon md seo bi bén pha bang sing bén gen c6 thé duoc thuc hién véi
pyroxsulam & giai doan nudi cdy mé, dot bién tir TGG thanh TTG dugc phat hién bang
cach giai trinh tu vi tri muc tiéu OsALS548 cua cdy con nudi céy md thé hé T0, va dot
bién nay c6 thé duoc di truyén sang Thé h¢ T1 va cho thay kha ning khang thudc diét
co e ché ALS.

Sau khi m seo 1aa bj bén pha bing sung bén gen bang cach thém ddng thoi phic
hop RNP nhim muc tiéu vao gen muc tiéu thir hai OsSWEET14 va st dung protein
SpCas9 nhén biét NGG PAM, viéc chon loc md se¢o dugce thuc hién br?mg pyroxsulam &
giai doan nudi cdy mo. Dot bién OsALS W548L va loai truc tiép c6 muc tiéu cua
OsSWEET14 xéy ra ddng thdi & 55% mé seo khang thude, sy xuat hién ctia dot bién
ddng hop tir OsSSWEET14 ¢6 thé dugc phat hién & cdy con nudi chy mo thé hé TO, diéu
nay cling chi ra ring cac diém danh d4u lua chon ndi sinh c6 thé duoc tao ra bang cach
cht/chinh sira theo trinh tur dugc 14p trinh két hop véi chinh stra theo vi tri cu the cta
cac gen khang duoc tao ra tir sy bién nap PNP, va cac su kién chinh sira cia gen muc
tidu thir hai c6 thé duge chon cung mét luc bang céach st dung ddng thoi céc protein
Cas9 da nhén ra cac vi tri PAM khéc nhau va thém mot ap luc chon loc tuong tmg, do
d6 dat duoc viéc chinh sira bd gen theo vi tri cu thé bang cdc phuong tién khong chuyén

gen.

Vi du 12: Tao dot bién W561L tai vi tri StALS561 bang cach ban pha cic mau cy
khoai tay (Solanum tuberosum L.) v6i hai phirc hop RNP duge nham muc tiéu khac
nhau

Trinh tu axit amin cta protein StALS2 Solanum tuberosum L. dugc thé hién trong
SEQ ID NO: 19, va trinh tu ctia gen StALS2 Solanum tuberosum L. dwgc thé hién trong
SEQ ID NO: 20. Cac phuong phép didu ché phirc hgp RNP va bén phd bang siing gen
dugc tham chiéu dén vi du 8-9, va cac sgARN cho trinh tu ban dAu va trinh ty di chinh
stra duoc thiét ké cho vi tri StALS2W561 cua Solanum tuberosum L. StALS2 tuong
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ung vai vi tri ALS574 Arabidopsis thaliana nhu sau:
>StALS561- G:

5’GGGAAUGGUGGUUCAGUGGGAguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgaguegguge3’
>StALS561 +T:

5’UGGGAAUGGUGGUUCAGUGGA guuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaagge

uaguccguuaucaacuugaaaaaguggeaccgagucgguge3’,
Va cac phtc hop RNP duoc diéu ché theo phuong phap duge mo ta trong vi du 8.

Giéng khoai tdy nhén 1a Atlantic hodc Favorita, 14, than va chdi nach cua chung
duoc st dung 1am méu cdy. Cac phuong phép bin pha bang siing gen va chon loc va

phan héa nhu sau:

(1) L4: Toan bd 14 dugc cit va trai phing trén mdi truong M6 uu truong (cong
thirc: 4,42g/L bot MS + 1 ml/L vitamin B5 (Phytotechlab, G219) + 30g/L sucroza +
8g/L agar +2mg/L 2,4-D + 0,8mg/L zeatin riboside + 0,2M mannitol + 250mg/L Cef),
khoang 5-6 chiéc 14 dugc sir dung cho mdi 1an bin phd. Sau khi & trude 24 giv, qud
trinh bén pha bing bot vang dugc thuc hién. Sau khi bi bin ph4, chiing dugc nudi cdy
lién tuc trong méi trudng M6 uu truong trong bong tdi trong 2 ngdy, sau d6 dugce chuyén
sang moi truong M6 (4,42g/L bot MS +1 ml/L vitamin BS (Phytotechlab, G219) +
30g/L sucroza + 8g/L agar + 2mg/L 2,4-D + 0,8mg/L zeatin riboside + 250mg/L Cef)
va nudi cdy lién tuc trong 1 tuan, sau d6 chuyén sang méi truong M6 véi ap sut chon
loc sau 1 tudn, viéc chon loc mo seo khang duwoc thuc hién véi ap suét chon loc 1a
20ug/L chlorsulfuron (cong thure: 4,42g/L bot MS + 1 ml/L vitamin B5 (Phytotechlab,
G219) + 30g/L sucroza + 8g/L agar + 2mg/L 2,4-D + 0,8mg/L zeatin riboside +
250mg/L Cef+ 20ug/L chlorsulfuron), 4 tuén sau, ching duoc chuyén sang mdi truong
cam tng chdi R4 ¢ chira 4p suét chon loc (cong thirc: 4,42¢/L bot MS + 1 mI/L bitamin
B5 (Phytotechlab, G219) + 30g/L sucroza + 8g/L agar + 2mg/L. GA3 + 0,8mg/L zeatin
riboside + 250mg/L Cef + 20pg/L chlorsulfuron) cho dén khi cay con xuét hién.

(2) Than: Céc than khoai tdy (khong c6 chdi nach) dugce 14y va cét doc véi cac vét
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rach huéng lén trén, va dit trén moéi truong CIMI (4,42g/L bot MS + 20g/L sucrose +
8g/L agar + 0,5 mg/L zeatin nucleoside + 2mg/L 2,4-D + 250mg/L Cef + 20pg/L
chlorsulfuron), tiép theo 14 bén pha béng sting bin gen, nudi ciy trong béng t6i 1 ngay
sau bin pha, than cdy dugc chuyén sang méi truong CIMI méi va nudi cdy lién tuc
trong 1 tudn, sau d6 than cay dugc chuyén sang méi truong SIMI ¢6 chira dp suat chon
loc (cOng thire: 4,42g/L bot MS + 20g/L sucroza + 8g/L agar + Img/L. zeatin riboside +
0,1mg/L. GA3 + 250mg/L Cef + 20pg/L chlorsulfuron) dé thuc hién viéc chon loc cac

choi khang cho dén khi cdy con xuat hién.

(3) Chdi nach: Céc chdi nach duge 14y tir than ct khoai tay, cit doc va chuyén sang
moi truong CIMI, v6i cac vét rach huéng 1én trén, dat trén moi truong CIMI, tiép theo
12 bén phé bang sting bén gen, nudi cy trong bong t6i 1 ngay sau khi ban phd, ching
duoc chuyén sang méi truong CIMI méi va duge nudi cdy lién tuc trong 1 tudn, sau dé
ching dugc chuyén sang méi truong SIMI ¢6 chita ap sudt chon loc dé thuc hién viéc

chon loc cac chdi khang cho dén khi cdy con xuét hién.
Céc mdi phat hién cho vi tri STALS2 W561 la:
StALS561-Check F: S’GTGGATTAGGAGCAATGGGATTT3’
StALS561-Check R: 5> TTATTTTAGATAATACAATGCCTCG3’

Sau khi phat hién, sy kién chinh sira W561L xay ra tai vi tri StALS2 W561 cua
cdy gidng cdy mo khoai tay thé hé TO da dugc sang loc tinh khang, didu nay ching to
rang phuong phép chinh sira gen chuyén tiép khéng chuyén gen do sang ché cung cép
1a phu hop véi cac loai cay trong nhu khoai tdy ma mot yéu t6 chuyén gen ngoai sinh

khé c6 thé duge tach ra va loai bo bang cach ty ghép hodc lai.

Vi du 13: Sir dung thanh cong so dd cét/chinh sira tudn tu duoc 1ap trinh dé thay thé

bazo trong cac té bao 293T clia con ngudi

Gen HBB (haemoglobin subunit beta) trong t& bao than phdi thai ngudi 293T (trinh
tw ADN cua chiing duoc thé hién trong SEQ ID NO: 21, trinh ty CDS cua ching dugc
thé hién trong SEQ ID NO: 22, va trinh ty axit amin clia ching duocthé hién dugc trong
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SEQ ID NO: 23) da dugc chon, vi tri myc ti€u dé ct/chinh sira tudn tu sgARN dugc
thiét k& trong ving cia exon ddu tién, trong d6 muc tiéu the nhdt 1a
catggtgcaCetgactcctgAGG. SgARN nhan ra muc tiéu nay dugc dét tén la sgHBB, va
nguoi ta du dodn ring su x6a mot bazo C c6 thé duoc tao ra & doan cét sgARN ctia vi
tri ndy. Muc tiéu thit hai 1a ccatggtgcatctgactctgAGG, da nhén ra trinh tu v6i sy x6a
mdt bazo C duogc tao ra tir qua trinh cht/chinh stra muc tiéu thir nhét, va sgARN cua
muc tiéu ndy duoc dit tén 1a sgHBB-c. SgARN khong c6 vi tri muc tiu trong té bao
293T duoc thiét ké va dat tén 13 sgNOTAR, duge st dung nhu mot plasmid bd sung

cho qué trinh chuyén nap trong thi nghiém.

Theo thiét ké trén, cdc doan ADN mach don ) sung 1an luot duge téng hop. Sau
khi 1, chiing duoc lién két vio cac plasmid px458 (addgene: 48138) dugc tiéu hoa bang
enzym Bbsl, va chuyén thanh E. coli DH5a kha nap. Sau khi céc khuén lac don 1¢ E.
coli thu duoc duge xéc minh bing cach gii trinh tu, plasmid duge chiét va tinh ché

bang bd chiét plasmid khong chta ndi doc t6 (Tiangen Bio).

Té bao 293T dang phat trién manh mé& dugc tiéu hoa va phan 1ap bang trypsin
0,05% (Gibico), pha lodng v6i méi trudong DMEM (10% huyét thanh nhau thai bo;
khéang kép penicillin + streptomycin) va dugc ciy vao dia nudi cdy 24 giéng, va dit
trong ti 4m carbon dioxit qua dém. Vao ngay hém sau, ching duoc tron riéng vdi, theo
céch cét/chinh sira tuln tu: plasmid sgHBB va sgHBB-c, mi loai 0,5ug; ct/chinh stra
muc tidu don 1¢: plasmid sgHBB va sgNOTAR mdi loai 0,5ug; khong kiém sodt muc
tiéu: pEGFP-c1 plasmid lpg. Su bién nap dugc thuc hién véi lipofectamine3000

(Invitrogen). C6 3 14n 13p lai cho mdi nhom.

48 gid sau khi bién nap, anh dugc chup bang kinh hién vi huynh quang dé ghi lai
hiéu suét bién nap, va téng s6 ADN cuia mbi giéng duge tach chiét bang b chiét axit

nucleic (Omega).
Céac doan mbi trinh tyr Hi-tom dugc thiét ké nhu sau:
Hi-HBB-F: gaggtgagtacggtgtgcGCTTACATTTGCTTCTGACACAACT;
Hi-HBB-R: gagttggatgctggatgg TCTATTGGTCTCCTTAAACCTGTCTTG.

Céc doan mdi nay duoc sir dung dé thuc hién PCR d6i v6i mdi mau ADN. Viéc

74

74/104



48905

giai trinh tu thong lugng cao cua cac san phadm PCR duoc thyc hién bang phuong phap
Hi-tom (Sci China Life Sci. 2019 Jan;62(1):1-7. doi: 10,1007/511427-018-9402-9).

Dir lidu théng ké v& két qua giai trinh tw duoc thé hién trong Bang 6 va Bang 7.
Nhitng dit liéu nay chi ra rang phuong phap cAt/chinh stra tudn tu tai vi tri HBB tao ra
két qua chinh stra tir C thanh T (ddn dén dot bién P6S) vai ty 1& khoang 1,67%, trong
khi phuong phap cit/chinh stra muc tiéu don 1é khong thé tao ra sy thay thé bazo nhu

vay.

Béng 6: Céc kiéu chinh stra duoc tao ra boi céc t6 hop sgARN khac nhau trong thi
nghiém cAt/chinh stra tudn tu cia gen HBB trong té bao 293T, va sb doc cta céc kiéu

gen khac nhau dugc phat hién bang giai trinh ty Hi-Tom

s | = = o o o
Sez | 225|285 g |Eg |z | F | 2
s B= s B © B «:% m% «:% -9 -9

q 2oz | Bas|2as|BeT | 20| 20| & S

Kidugen | 2% | 2= | 2= | 222 | 22 ¢ 2 o o o

Eo S| EoS|Eo S| Ec2 | 22| EgT &= S
ﬁgm "::)gcq ﬁgm Eo = o= Eo = 2«; §<§
=M | 2%@m | ECa |23 |scs|mes| = ©
SSeT | SEpID|SET |SE=|Wo= | Vo= 5= 5=

WT 6025 6037 6003 5776 5636 5614 7564 7430

Xoa 1l 555 593 613 1170 1134 1120 252 288

Xoba 2 594 625 410 465 509 405

Xo6a 3 304 263 258 260 243

Xoa 4 222

Xoa 5 220 217

Xoba 6

Xoa 7 312 223 232 274 229 278

Chén 273 308

C->T SNP 168 230
téng 7958 7963 7966 7958 7985 7968 7816 7718

Bang 7: Théng ké tbng hop ty 18 cac kiu chinh sira duge tao ra boi cac té hop
sgARN khac nhau trong thi nghiém cit/chinh sira tudn ty cac gen HBB trong té bao
293T
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Kiéu gen £ 5E E =sm 2 = 2 Eem == 2 O
J S = E S22 5 9 SRR o E 7 S =
2€ a = z =325 =se @ =
O B o« o g 8 = o = ™ =
WT 18065 17026 14994 75,63% 71,21% 96,52%
Xoba 1 1761 3424 540 7,37% 14,32% 3,48%
Xba 2 1629 1379 0 6,82% 5,77% 0,00%
Xoba 3 825 503 0 3,45% 2,10% 0,00%
Xba 4 222 0 0 0,93% 0,00% 0,00%
Xba 5 220 217 0 0,92% 0,91% 0,00%
Xba 6 0 0 0 0,00% 0,00% 0,00%
Xobda 7 767 781 0 321% 3,27% 0,00%
Chén 0 581 0 0,00% 2,43% 0,00%
C->T SNP 398 0 0 1,67% 0,00% 0,00%
téng 23887 23911 15534 100,00% 100,00% 100,00%

Ghi chu: WT dai dién cho kiéu hoang di; Xo6a dai dién cho kiéu gen bi x6a; Chén
dai dién cho kiéu gen ctia phan chén; C-> T SNP dai dién cho kiéu gen v6i su thay thé

bazo tir C thanh T & chd cét; tdng dai dién cho tdng sb.

Ngodi ra, thiéu mau hdng cAu hinh lidm va bénh p-thalassemia déu la bénh thiéu
m4u bam sinh di truyén do dot bién gen HBB ma héa tiéu don vi hemoglobin B cia
ngudi trudng thanh. Nhitng bénh nhan méc cac bénh nay co thé cin truyén mau hoic
cac liéu phép khac trong sudt cudc doi. Két qua ctia thi nghiém trén da chimg minh ring
thong qua giai phap k¥ thuét cét/chinh sira theo trinh tu duoc 1ap trinh duge dé Xuét béi
sang ché, mét t6 hop crARN hodc sgARN c¢6 thé duoc thiét ké cho vi tri dot bién cia
gen HBB d¢ gy ra su sira chita mong doi ¢ vi tri dot bién, dé té bao tao ra hemoglobin
hoat d6ng va phuc hdi chite ning, do d6 dat dugc higu qua diéu trj. Nghia 13, ché phim

duoc cung cip béi sang ché ¢ cong dung dicu tri bénh.

Sau nhidu thir nghiém ciing luc, bdi vi phuong phdp méi nay hoan toan dya trén
céc chirc nang hién c6 cta Cas9, phwong phép cia sang ché s& hoan toan c6 thé ép dung
dé dat dugc céc chirc ning méi 1a thay thé bazo, x6a va chén céc doan cu thé vao cac
sinh vat khac (thuc vat, dong vat, nam hodc vi khuan, v.v.) noi Cas9 c6 thé hoat dong

tdt.
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TAt ca cac in pham cong bd va don ding ky sang ché duogc @ cép trong phan mo
t4 déu duoc dua vao tai liéu nay bang cach tham chiéu, nhu thé mdi 4n phdm cong bd
hodc don ding ky sang ché dugc két hop riéng 1€ va cu thé & day bang cach tham chiéu.

Mic di sang ché n6i trén dd duge mo ta chi tiét hon bang vi du va phuong an dé
hidu 16 rang, nhung 16 rang 1a mot s6 thay dbi va stra ddi nhét dinh c6 thé duoc thye
hién trong pham vi cta cic yéu ciu bao hd kém theo, va nhiing thay dbi va stra ddi d6

déu nam trong pham vi ciia sang che.
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Yéu ciu bao ho
1. Phuong phép tao dot bién méi & sinh vat, bao gdbm cic bude sau: tao tuan tu hai
hodc nhiéu doan dut gy ADN tai mot vi tri cu thé trong bo gen cla sinh vt va sira chita
chiing mét cach tw nhién twong tng, trong d6 doan dirt gdy ADN sau d6 dugc tao ra
dya trén mot trinh ty méi duge tao tir 14n stra chita doan dirt gy ADN truéc do, trong
do,
"dut gdy ADN " dat dugc bang cach cung cip nucleaza c6 dic tinh nhim muc tiéu

vao té bao ctia mot sinh vat dé tiep xuc véi vi trf cu the cua ADN bd gen;

“tao tuan tu hai hodc nhiéu dut gdy ADN tai mot vi tri cu thé" dé cap dén viéc dua
trén trinh tu ma&i duoc tao ra tir sy kién sira chita doan dut gay ADN trude d6 do hé

théng CRISPR / Cas gay ra, ARN muyc tiéu méi duoc thiét ké dé cét vi tri mot 14n nita.

"hai hodc nhiéu dirt gily ADN" dugc tao ra bang cach cung cip cac nucleaza nhim
muc tiéu khac nhau cho cac muc tiéu khac nhau vao cing mot t& bao nhan, tic 13, dugc
tao ra khi cac phirc RNP dugc hinh thanh boi ciing mot nucleaza CRISPR/Cas tuong
g v6i cac gRNA hodc sgARN khac nhau cét tudn tu cac chudi muc tiéu twong ung,
hoidc dugc tao ra khi cac phirc RNP tuong tmg dugc hinh thanh boi mbi trong sd hai
ho#c nhidu nucleaza CRISPR/Cas nhén ra céc chudi PAM khac nhau véi gARN hodc
sgARN tuong ung cét tudn tu cac chudi muc tiéu trong ng;

nucleaza dwgc nhim muc tiéu 1a bét ky nucleaza CRISPR / Cas nao c6 kha nang

thuc hién su chinh stra by gen.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuwong phap khéc bi€t & chd, nucleaza dugc
nhdm muc tiéu 12 & dang ADN.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap khéc biét & chd, nucleaza dugc
nhim muc tiéu 1a & dang mARN hoéc protein thay vi ADN.

4. Phuong phap theo diém bAt k¥ trong sb céc diém tir 1 dén 3, trong d6 khac biét
& chd, phuong phap phan phdi nucleaza muc tiéu vao té bao dugc chon tir: 1) phuong
phép truyén té bao qua trung gian PEG; 2) phuong phap truyén té bao qua trung gian
liposome; 3) phuong phap bién nap dién tir; 4) vi tiém; 5) bén pha bing sing gen; va 6)
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phuong phép bién nap qua trung gian vi khuén Agrobacterium.

5. Phuong phap sang loc cac sy kién chinh sira doc 13p véi déu hiéu chuyén gen

ngoai sinh, bao gom céc bude sau:

1) hai hodc nhiéu dat gdy ADN duogc tao ra lién tiép theo trinh tu tai mot vi tri cu
thé clia gen muc tiéu thir nhét cta té bao nhan va dugc stra chira mot cach ty nhién twong
tmg, trong d6 dut gy ADN sau d6 dugc tao ra dua trén mot trinh ty mdi dugc tao ra tir

1An stra chita dut gdy ADN trude do;

2) mdt sb su kién chinh stra nhét dinh duoc tao ra sau khi vi tri cu thé ctia gen muc
tidu thir nhit duge cét va stra chita mot cach tudn tu, c6 thé tao ra mot t& bao dot bién
¢6 kha ning chdng lai 4p luc chon loc nhét dinh dé tao ra mot tinh trang c6 thé chon loc
kiéu hinh, ap luc chon loc twong tmg duge ap dung dé thuc hién chon loc tinh trang, va
té bao, mo, co quan hoic sinh vat hoan chinh c6 chira cac sy kién chinh stta nhu vay s€

bi phén 1ap;

trong do, "dut gdy ADN" dat dugc bﬁng cach dua mot nucleaza c6 dac tinh nhim

muc tiéu vao té bao cuia sinh vat dé ti€p xuc v6i vi tri cu the cua ADN b0 gen;

“nucleaza duge nhdm muc tiéu” 12 bét ky nucleaza CRISPR/Cas nao c¢6 kha ning

thuc hién chinh stra b gen;

"lién tuc tao ra hai hodc nhiéu dat gdy ADN tai mot vi tri cu thé" dé cap dén viéc
dwa trén trinh ty méi dugc hinh thanh béi sy kién stra chira dut gay ADN trudce do do
hé théng CRISPR/Cas tao ra, mot ARN myc tiéu méi dugo thiét ké dé cit lai vi tri do;

"hai hodc nhidu dut gdy ADN" dugc tao ra khi cac phirc hgp RNP dugc hinh thanh
boi cung mot nucleaza CRISPR/Cas tuong ting v6i cac gARN hodc sgARN khéc nhau
c4t tudn tu cac chudi muc tiéu twong Gng, hodc dugc tao ra khi cac phuc RNP tuong
tmg dugc hinh thanh boi mdi trong s6 hai hodc nhiéu nucleaza CRISPR/Cas nhan ra
céc chudi PAM khéc nhau véi gARN hodc sgARN tuong Gng cat tudn tyr cac chubi myc

tiéu tuong Ung.

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 khac biét & chd, phuwong phap con bao gdm

budce 3): ngoai gen muyc tiéu thir nhét, mot nucleaza dugc nhim muc tiéu cho it nhit mot
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gen muc tiéu thtr hai dugc st dung dé chinh stra mot vi tri muc tiéu khac cung mot luc,
va su kién chinh sira cia gen muc tiéu thtr hai dugc lam giau va sang loc déng bd thong
qua sang loc tinh trang c6 thé chon dugc tao ra bdi cac dot bién cua gen muc ti€u thir
nhét, va té bao, md, co quan hoic sinh vét hoan chinh chira déng thoi cac su kién chinh

stra ciia gen muc tiéu va cta it nhat mot gen muc tiéu thar hai dugc phan lap.

7. Phuong phép theo diém 5 hodc 6, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu thir
nht" 12 gen ma hoa vi tri it nhit mt tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh, trong d6 it
nhét mét tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh 1a tinh trang khéng/chéng chiu hodc tinh

trang c6 uu thé sinh truéng.

8. Phuong phap theo diém 5 hodc 6, trong d6 khac biét & chd, "vi tri cu thé gen
muc tiéu th nhét" dé cép dén vi tri ma tai d6 mot dang dot bién nhét dinh duoc tao ra
sau khi cit va stra chita lién tiép, c6 kha ning tao ra té bao nhan v6i kha ning chéng lai
ap luc chon loc nhét dinh dé tao ra it nhit mot tinh trang khéng/chéng chiu c6 thé chon

loc kiéu hinh ho#c tinh trang c¢6 uu thé sinh truong.

9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 khac biét & chd, "dang dot bién nhét dinh"
bao gém su thay thé cia mot bazo don 1€, su thay thé ctia nhiéu bazo, hodc chén vao

hoic x6a mot sb lwgng bazo khong xéac dinh.

10. Phwong phap theo diém 5 hoic 6, trong d6 khéc biét & chd, "ap luc chon loc
nhit dinh" c6 thé 13 ap luc moi trudng hodc 4p luc tao ra tir mot hop chit dugc thém

Vvao.

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 khac biét & chd, ap luc moi trudng 1a nhiét
d6 cao, nhiét d6 thip hodc thiéu oxy; ép luc do hop chit thém vao la néng do ion muoi,

khang sinh, doc t5 t& bao hodc thube diét co.
12. Phuong phép theo diém 6, trong d6 khac biét © chd, "gen muc tiéu thir hai"

dung dé chi mot gen khic c6 ma héa khéc véi gen muc tiéu th nhat.

13. Phuong phap theo diém 6, trong d6 khac biét & chd, "nucleaza dugc nhdm myc
tiéu cho it nhAt mot gen muc tiéu thit hai" va nucleaza CRISPR/Cas dugc st dung dé
tao ra s pha v& ADN tai mot vi tri cu thé cia gen muc tiéu thir nhét 1a giéng nhau hodc

khéc nhau.
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14. Phuong phap theo didm 6, trong d6 khac biét & chd, trong d6 nucleaza dugc

nhim muc tiéu & dang ADN.

15. Phuong phap theo diém 6, trong d6 khéc biét & chd, trong d6 nucleaza duogc

nhim muc tiéu & dang mARN hodc protein thay vi ADN.

16. Phuong phap theo didm 6, trong d6 khac biét & chd, phuong phap phan phéi
nucleaza duoc nhim muc tidu vio té bao dugc chon tir: 1) phuong phap chuyén nap té
bao qua trung gian PEG; 2) phuong phap chuyén hoa té bao qua trung gian liposome;
3) phuong phap bién ddi dién di; 4) vi tiém; 5) bén pha sing gen; va 6) phuong phap

bién nap qua trung gian Agrobacteria.

17. Phuong phap chinh stra tam thoi khong chuyén gen cua bd gen sinh vit, bao

gom cac budc sau:

1) su két hop cua it nhét hai doan crARN hodc su két hop cua it nhét hai doan
sgARN dugc thiét k& va téng hop cho mdt vi tri cu thé ctia gen muc tiéu thir nhét cua té
bao nhan, trong d6 t6 hop crARN két hop véi tracrARN hodc t6 hop sgARN don 1€ c6
khé& ning huéng dan mt protein Cas twong ing tao tuln ty hai hodc nhidu doan dut gay
ADN tai vi tri cu thé trong gen muc tiéu thir nhét cua té bao nhan va sura chita ching
mdt cach ty nhién twong ng, trong d6 doan dit gdy ADN sau do6 dugc tao ra dua trén

trinh tw m&i dugc tao ra tir sy sta chita dirt gdy ADN trudce do;

2) mét lwgng thich hop protein CRISPR/Cas hodc mARN tuong ung cua chung
dugc tron voi td hop cua céc doan crARN va doan tracrARN hodc v6i su két hop ctia
cac doan sgARN don 1¢ nhu trén duoc thit ké va tong hop trude c6 kha nang huéng
dan chinh stra theo vi tri cu thé ctia gen muc tiéu tht nhét dé tao ra cac déu hiéu chon
loc ndi sinh;

3) phitc hop RNP & trén dugc dua vao té bao nhén va tiép xtic vé6i vi tri cu thé cua

ADN b6 gen dé chinh sira gen;

4) theo mdt tinh trang co thé chon loc kiéu hinh dugc tao ra boi sy chinh sira theo
vi tri cu thé ciia gen muc tiéu thr nhét bai phirc hop RNP, ap luc chon loc twong ng
duoc ap dung dé thuc hién chon loc tinh trang, va té bao, md, co quan hoic sinh vat

hoan chinh ¢6 chira sy kién chinh stra dugc phan 1ap;

81

81/104



48905

trong d6, protein CRISPR/Cas 1a nucleaza CRISPR/Cas bat ky c6 kha ning thuc

hién chinh stra b gen;

dAu hiéu "tao tudn tu hai ho#ic nhiéu dut giy ADN tai mét vi tri cu thé" dé cap dén
tinh ning dua trén trinh ty méi dugc hinh thanh boi su kién sira chita dit gdy ADN
trude d6 do hé thdng CRISPR/Cas tao ra, mdt ARN muc tiéu méi dugce thiét ké dé cit

lai vi tri do;

"hai hoiic nhidu dut gdy ADN" dugc tao ra khi cac phirc hop RNP dugc hinh thanh
boi cing mot nucleaza CRISPR/Cas twong tng v6i cac gARN hozc sgARN khac nhau
ct tudn tu cac chudi muc tidu tuong tmg, hodc dugc tao ra khi cac phic RNP tuong
img dugc hinh thanh béi mdi trong s6 hai hodc nhiéu nucleaza CRISPR/Cas nhén ra
cac chudi PAM khac nhau véi gRNA hodc sgARN tuong ung cét tuln tu cac chudi muyc

tiéu tuong ung.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 khac biét & chd, budc 2) con bao gdm it
nhét mot trong sb cac doan crARN va tracrARN dugc tong hop nhan tao hodc cac doan
sgARN duogc tbng hop nhan tao nhim vao gen muc tiéu thit hai, thir ba hodc nhiéu hon
duge bd sung thém va qua trinh i duge tién hanh trong 6ng nghiém dé tao thanh phirc

hop RNP.

19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 khac biét & chd, budc 4) con phén 1ap té
bao, md, co quan hodc sinh vat hoan chinh chira dong thoi cac sy kién chinh sira cua
gen muc tiéu thir nhét va coa it nhit mot trong s gen muc tiéu thir hai, thir ba hodc

nhiéu hon.

20. Phuong phép theo didm bt ky trong sé cac diém 17 dén 19, trong d6 khéc biét
& chd, "gen muc tiéu thir nhét" 1a mot gen ma hoa vi tri it nhit mét tinh trang c6 thé
chon loc kiéu hinh, trong d6 it nhit mot tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh 1a tinh trang
khéng/chéng chiu hodc tinh trang c¢6 vu thé sinh truéng.

21. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém 17 dén 19, trong d6 khac biét
& chd, "vi tri cu thé cuia gen myc tiéu thir nhat" d& cap dén vi tri ma tai d6 mot dang dot
bién nhét dinh duoc tao ra sau khi cAt va stra chita lién tiép, c6 khé nang tao ra té bao

nhan véi kha nang chéng lai ap lyc chon loc nhét dinh dé tao ra it nh4t mot tinh trang

82

82/104



48905

khéng/chéng chiu co thé chon loc kiéu hinh hodc tinh trang c6 uu thé sinh trudng.

22. Phuong phap theo diém 21, trong d6 khac biét & chd, "dang d6t bién nhét dinh"
bao gbém su thay thé ctia mot bazo don 1é, su thay thé ctia nhiu bazo, hoic chén vao
hodc x6a mot sb lugng bazo khong xéc dinh.

~
AL

23. Phuong phéap theo diém 21, trong d6 khéc biét & cho, "ap luc chon loc nhét

dinh" c6 thé 1a 4p luc moi trudong hodc ap luc tao ra tir mot hop chat dugc thém vao.

24. Phuong phép theo diém 23, trong d6 khac biét & chd, ap luc moi trudng 1 nhiét
do cao, nhiét do thép hoac thiéu oxy; ap luc do hop chat thém vao 1a néng d6 ion mudi,

khang sinh, doc tb té bao hoic thude diét co.

25. Phuong phép theo diém 18 hodc 19, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu
thtt hai hodc thir ba hodc nhiéu hon" ding dé chi cac gen khac ¢6 ma héa khac v6i gen

muc tiéu thir nht.

26. Phuong phép theo diém18 hoic 19, trong d6 khac biét & chd, "it nhit mét trong
s6 cac doan crARN va tractrARN dugc téng hop nhan tao hodc cac doan sgARN dugc
tong hop nhén tao nhém vao gen muc tiéu thir hai, thir ba hodc nhiu hon" chia sé cling

mot protein Cas v&i crARN hodc sgARN nh&m muc tiéu vao gen muc tiéu thir nhét.

27. Phuong phap theo diém 18 hoiic 19, trong d6 khéac biét & chd, "it nhat mot trong
s6 cac doan crARN va tracrARN dugc tdng hop nhan tao hodc cac doan sgARN dugc
tdng hop nhan tao nhim vao gen muc tiéu thir hai, thir ba hodc nhiéu hon" va crARN
hodc sgARN nhim muc tiéu vao gen muc tiéu thir nhét sir dung céc protein Cas nhén

biét c4c trinh ty PAM khéac nhau.

28. Phuong phép theo diém bt ky trong sé céc diém tir 17 dén 19, trong d6 khac
biét & chd, phuwong phap phén phéi phirc hgp RNP vao té bao dugc chon tir: 1) phuong
phap chuyén nap té bao qua trung gian PEG; 2) phuong phép chuyén héa té bao qua
trung gian liposome; 3) phuong phép bién ddi dién di; 4) vi tiém; va 5) ban pha sing

gen.

29. Phuong phép chinh stra tam thoi khong chuyén gen bd gen thuc vét, bao gdm

cac budc sau:
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1) su két hop cua it nhat hai doan crARN hogc sy két hop ciia it nhét hai doan
sgARN dugc thiét ké va téng hop cho mot vi tri cu thé cta gen muc tiéu thit nhét cia té
bao hodc md thue vat nhén, trong do td hop crARN két hop voi tractARN hodc chi ri€éng
t6 hop sgARN c6 kha nang hudng dan protein Cas tuong Ung dé tao ra mot cach tuin
tu hai hodc nhiéu doan ADN tai vi tri cu thé trong gen muc tiéu thu nhét cua té bao nhan
va stra chita chung mot cach ty nhién tvong Gng, trong d6 dut gdy ADN sau nay dugc

tao ra dua trén trinh tu moi dugc tao ra tir qua trinh stra chita dirt gdy ADN trude do;

2) mot lugng protein CRISPR/Cas thich hop hodc mARN tuwong ung cua nd dugc
tron véi su két hop ctia cac doan crARN va doan tractrARN hodc chi véi su Kkét hop cta
céc doan sgARN nhu dugc thiét ké va tong hop trude & trén dé c6 kha nang huéng din
viéc chinh stra tai dia diém cu thé dbi voi gen muc tiéu thir nhét tao ra cac ddu hidu chon

loc nodi sinh;

3) phirc hgp RNP 6 trén dugce dua vao té bao hodc mo thuc vat nhén va tiép xuc

vé&i vi tri cu thé ciia b gen ADN dé dat dugc chinh stra gen;

4) theo dic didm c6 thé chon loc vé kiéu hinh dugc tao ra bé‘mg cach chinh stra gen
muc tidu thit nhat & vi tri cu thé bang phirc hop RNP, 4p luc chon loc twong (ng dugc
ap dung dé tao ra su lya chon cho tinh trang va té bao, mo, co quan hodc cdy hoan chinh

¢6 chtra su kién chinh stra dugc phén 1ap;

trong d6, protein CRISPR/Cas 14 nucleaza CRISPR/Cas bat ky c6 kha ning thuc

hién chinh stra by gen;

dhu hidu "tao hai hodc nhidu dut gay ADN lién tiép tai vi tri cu thé" d& cap dén dau
hiéu dua trén trinh tw méi dugc hinh thanh boi sy kién stra chira dit gdy ADN trude do6
dugc tao boi hé théng CRISPR/Cas, m§t ARN muc ti€u moi duoc thiét ké dé cét vi tri
1an nita;

trong d6 "hai hodc nhiéu dut giy ADN" dugc tao ra khi phirc hgp RNP dugc tao
thanh béi ciing mot nucleaza CRISPR/Cas tuong tmg v6i cac gARN hodc sgARN khac
nhau cit lién tiép cac trinh tu muc tiéu twvong tmg, hodc dugc tao ra khi phtrc hop RNP
dugc tao thanh twong ng boi mdi trong s6 hai hodc nhiéu nucleaza CRISPR / Cas nhan

ra cac trinh tw PAM khac nhau v6i gARN hodc sgARN tuong tng, ct lién tiép céc trinh

84

84/104



48905

tu muc tiéu tuong ung.

30. Phuong phép theo diém 29, trong d6 khéc biét & chd, bude 2) con bao gom it
nh4t mot trong s6 cac doan crARN va tractARN dugc tong hop nhén tao hodc cac doan
sgARN dugc téng hop nhén tao nhim vao gen muc tiéu th hai, thir ba hodc nhiéu hon
duge bd sung thém va qué trinh 0 dugce tién hanh trong 6ng nghiém dé tao thanh phirc

hop RNP.

31. Phuong phép theo diém 30, trong d6 khac biét & chd, budc 4) con phan lap té
bao, md, co quan hodc thyc vat hoan chinh déng thoi chira cac su kién chinh stra cia
gen muc tiéu thu nhét va ctia it nhit mot trong sd cac gen muc tiéu th hai, thir ba hodc

nhiéu hon.

32. Phuong phép theo didm bét ky trong sb cac diém tir 29 dén 31, trong d6 khac
biét & chd, trong d6 "gen muc tiéu thir nhét" 13 mot gen ma hoa vi tri it nhét mot tinh
trang c6 thé chon loc kiu hinh, trong d6 it nhat mdt tinh trang c6 thé chon loc kiéu hinh

14 tinh trang khang/chdng chiu hoic tinh trang c6 uwu thé sinh truéng.

33. Phuong phép theo diém bét k¥ trong sb céc didm tir 29 dén31, trong d6 khéac
biét & chd, trong d6 "vi tri cu thé cia gen muc tiéu thir nhét" dé cap dén vi trf ma tai d6
mot dang dot bién nhét dinh dugc tao ra sau khi cét va stra chira lién tiép, ¢6 kha nang
tao ra té bao nhan v6i kha ning chdng lai 4p luc chon loc nhét dinh dé tao ra it nhat mot
tinh trang khéng/chéng chiu c6 thé chon loc kiéu hinh hodc tinh trang ¢6 uwu thé sinh
trudng.

34. Phuong phap theo diém 33, trong d6 khc biét & chd, "dang dot bién nhat dinh"
bao gém su thay thé ctia mot bazo don 1¢, su thay thé cua nhiéu bazo, hoic chén vao

hodc x6a mdt sé lwong bazo khong xéc dinh.

35. Phuong phap theo diém 33, trong d6 khac biét © chd, "ap luc chon loc nhét

dinh" c6 thé 1a ap luc moi truong hodc 4p luc tao ra tur mot hop chit dugc thém vao.

36. Phuong phap theo diém 335, trong d6 khac biét & chd, ap lwc moi trudng 1a nhiét
do cao, nhiét do thip hodc thiéu oxy; va ap lyc tao ra tir mot hop chit dugc thém vao 1a

&p suat tao ra tir nong do ion muoi, khéng sinh, ddc t6 t€ bao hodc thuoc di€t co.
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37. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 29 dén 31, trong d6 khac
biét & chd, "té bio hoic mé thuc vat nhan" 12 bit ky té bao hodc mé nio c6 thé dong vai
trd 12 t& bao nhan bidu hién nhit thoi va c6 thé dugc tai sinh thanh thuc vat hoan chinh

thong qua nuoi cay mo.

38. Phuong phép theo diém 37, trong d6 khéc biét & chd, té bao 1a té bao nguyén
sinh hoiic té bao huyén phii; va m 1a mo seo, phoi chua tredng thanh, phoi trudng thanh,

14, dau choi, canh non hodc tru dudi 14 mam.

39. Phuong phap theo didm 30 hoic 31, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu
thtt hai, thit ba hogic nhiéu hon" dung dé chi cac gen khac ¢6 ma hoa khac véi gen muc
tiéu thir nhét.

40. Phuong phap theo diém 30 hodc 31, trong do "it nhit mot trong céc doan
crARN va tractARN duoc tdng hop nhan tao hodc cac doan sgARN duge téng hop nhan
tao nhdm muc tiéu dén gen muc tiéu thi hai, thir ba hodc nhiéu hon" chia sé cung mot

protein Cas v6i crARN hodc sgARN nhim muc tiéu d&én gen muc tiéu thr nhét.

41. Phuong phap theo diém 30 hogc 31, trong d6 khéc biét & chd, "it nhét mdt trong
sb cac doan crARN va tracrARN duoc téng hop nhén tao hodc cac doan sgARN dugc
tbng hop nhan tao nhim vao gen muc tiéu thir hai, thir ba hodc nhiéu hon" va crARN
hodc sgARN nhim muc tiéu vao gen muc tiéu thu nhét sir dung cac protein Cas nhan
biét cac trinh tu PAM Kkhéc nhau.

42. Phuong phap theo didm bét ky trong s cdc diém 29-31, trong d6 khdc biét &
chd, phwong phap dua phirc hgp RNP vao té bao thyc vat duoc chon tir: 1) phuong phéap
bién nap té bao nguyén sinh qua trung gian PEG; 2) vi tiém; 3) bin pha sing gen; 4)
phuong phép qua trung gian s¢i cacbua silic; hodc 5) phuong phap xam nhép chan

khong va bat ky phuong phap dua vao tam thoi nao khac.

43. Phuong phap theo diém bét ky trong s cc diém 29-31, trong d6 khéc biét &
chd, "gen muc tiéu thir nhAt" 12 it nhit mot gen ndi sinh ma hoa it nhét mot tinh trang
¢6 thé chon loc kiéu hinh duge chon tir tinh khéng/chéng chiu thudc diét cé, trong d6
tinh khang/chdng chiu thudc diét co dugc chon tir nhém bao gdm tinh khang/chéng chiu
v&i chét Grc ché EPSPS, khang/chdng chiu chét trc ché téng hop glutamin, khang/chng
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chiu véi chit e ché ALS hodc AHAS, khang/ chéng chiu v6i chét irc ché ACCase,
khang/ chdng chiu véi chit wrc ché sinh tng hop chét caroten, khang/chéng chiu véi
chit e ché xenluloza; khang/chdng chiu véi chét &rc ché tong hop lipit; khang/chéng
chiu vé6i chit e ché axit béo chudi dai; khang/chéng chiu véi chét trc ché 1p rap vi dng;
khang/chdng chiu tac nhén tranh dién tir quang hé I; khang/chdng chiu chét tc ché
quang hé I, hogc khang/ chéng chiu chét trc ché PPO; va khang/chdng chiu véi hormon
sinh truéng tong hop.

44. Phuong phap theo didm 43, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu thir nhat"
duoc chon tir PsbA, ALS, EPSPS, ACCase, PPO, HPPD, PDS, GS, DOXPS, TIR1 va
AFBS.

45. Phuong phép theo didm 44, trong do khac biét & chd, "gen muc tiéu thir nhét"
14 ALS, va "vi trf cu thé cia gen" d@ cép dén vi tri A122, P197, R198, D204, A205,
D376, R377, W574, S653 hodc G654 trong trinh tu axit amin cla protein AtALS
Arabidopsis, va cac vi tri axit amin trong protein ALS cua mdt thuc vat khéc twong ing
véi céc vi tri axit amin néu trén béng cach sir dung trinh ty axit amin AtALS lam tiéu

chuan tham chiéu; hodc

CrARN hoidc sgARN nhim muc tiéu trinh tu muc tiéu bao g@)m trinh ty ma héa vi
tri trinh tw axit amin ctia protein AtALS dugc chon tir nhom bao gém A122,P197,R198,
D204, A205, D376, R377, W574, S653, G654 va két hop bét ky clia ching, va trinh tur
muc tiéu bao gf”)m trinh tw ma héa vi tri axit amin trong protein ALS ctia m{t thuc vat
khéc tuong ing vai cc vi tri axit amin néu trén, va su két hop bat ky clia chung, bing

cach str dung trinh ty axit amin AtALS lam ti€u chuén tham chiéu.

46. Phuong phép theo didm 44, trong d6 khéc biét & chd, "gen muc tiéu thir nhat"
la ACCase, va "vi tri cu thé cua gen" dé cap dén vi tri 11781, E1874, N1878, W1999,
W2027, 12041, D2078, C2088 hodc G2096 trong trinh ty axit amin cua protein
AmACCase Alopecurus myosuroides, va cc vi tri axit amin trong protein ACCase cua
cdy mot 14 mam khac twong mg v6i cac vi tri axit amin néu trén bang cach st dung

trinh tu axit amin AmACCase lam ti€u chuén tham chiéu; hodc

CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh ty muyc tiéu bao g@)m trinh tu ma hoa vi
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tri trinh tu axit amin AmACCase dugc chon tir nhém bao gém 11781, E1874, N1878,
W1999, W2027,12041, D2078, C2088, G2096 va két hop bét ky cta chung, va trinh tu
muc tiéu bao gdm trinh tuy ma hoéa vi tri axit amin trong protein ACCase ciia cdy mot 14
mam Khac tuong tmg v§i vi tri axit amin néu trén, va su két hop batky ctia ching, bing

cach st dung trinh ty axit amin AmACCase 1am tiéu chuén tham chiéu.

47. Phuong phép theo diém 44, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu thu nhat"
1a HPPD, va "vi tri cu thé ciia gen" d& cap dén vi tri H141, 1276, P277, N338, G342,
R346, D370, P386, K418 hodc G419 trong trinh tu axit amin cua protein OsHPPD
Oryza sativa, va céc Vi tri axit amin trong protein HPPD cua mot thue vat khéc tuong
mg v6i cac vi tri axit amin néu trén bang céach stt dung trinh ty axit amin OsHPPD lam

tiéu chuan tham chi€u; hodc

CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh ty muc tiéu bao g6m trinh tu ma hoéa vi
tri trinh tu axit amin OsHPPD duogc chon tir nh6m bao gém H141, L276, P277, N338,
G342, R346, D370, P386, K418, G419 va két hop bat ky cua ching, va trinh tw muc
tiéu bao gém trinh tw ma héa vi tri axit amin trong protein HPPD cua mot thuc vat khac
tuong ng v4i vi tri axit amin néu trén, va su két hop bét ky cua chung, bang cach stt

dung trinh ty axit amin OsHPPD lam tidu chuén tham chiéu.

48. Phuong phép theo diém 44, trong d6 khac biét & chd, "gen muc tiéu thir nhat"
1a PPO, va "vi tri cu thé cua gen" d& cap dén vi tri S128, V217, 8223, V364, K373,
1.423, Y425 hodc W470 trong trinh tyr axit amin cua protein OsPPO1 Oryza sativa, va
céc vi tri axit amin trong protein PPO clia mét thuc vat khéc twong Gng vai cac vi tri
axit amin néu trén bang cach st dung trinh ty axit amin cua OsPPO1 1am tiéu chudn

tham chiéu; hoac

CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh ty myc tiéu bao gﬁ‘)m trinh ty ma hoéa vi
tri trinh tu axit amin OsPPO1 dugc chon tir nh6m bao gém S128, V217, S223, V364,
K373, L423, Y425, W470 va két hop bat ky ctia ching, va trinh tyr muc tiéu bao gdm
trinh ty cac vi tri axit amin néu trén twong Gng v6i protein PPO cua mot loai thue vt
khac va bat ky su két hop nao ciia chung st dyng trinh tu axit amin OsPPO1 lam tiéu

chuan tham chiéu.
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49. Phuong phép theo didm 44, trong d6 khéc biét & chd, "gen muc tiéu thir nhat"
13 TIR1, va "vi tri cu thé cia gen" d& cap dén vi tri F93, F357, C413 hodc S448 trong
trinh ty axit amin cia protein OsTIR10ryza sativa, va cac vi tri axit amin trong protein
TIR1 cia mdt thuc vat khic twong ing véi cac vi tri axit amin néu trén bang cach sir

dung trinh ty axit amin OsTIR1 lam ti€u chuén tham chiéu; hoic

CrARN hodc sgARN nhim muc tiéu trinh ty muc tiéu bao gém trinh tu ma hoa vi
tri trinh tu axit amin OsTIR1 dugc chon tir nhém bao gém F93, F357, C413, S448 va
két hop bat ky ctia chung, va trinh tu muc tiéu bao gdm trinh tu ma hoa vi tri axit amin
trong protein TIR1 cta mot thuc vt khac twong tng v6i vi tri axit amin néu trén, va bét
ky su két hop ndo cua ching, bing cach sir dung trinh tu axit amin OsTIR1 lam ti€u

chuan tham chiéu.
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tiéu cia sgRNAI chita, muyc tiéu cia sgRNA2 thtt hai: thu dugc dot bién G-A, dan toi

dot bién S653N

FIG. 7
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l mkﬂﬁ@ sgRNAZ

ﬁ»ﬁ
C??GG@&XCQTEAV&FA&lﬁG&k&S&? C?YGGCATGGIfATGCAAﬁTﬁGGﬁkgﬁ
GMCC(ET#\QQMT&CGW&QCCTTQTA +A GAACCHTACCAATACGTT fﬁ("{)(yl “f{:‘i
T S R d 570 575
W LB M VM O W E D L g M v M agmMme R
. trinh ty vi tri ALS-W574, muc tiéu cua i Trinh ty dwoc tao do cét va sira chira,
sgRNA1 muc tiéu cua sgRNA2

-G

C?T’{’}GWXTG(}’E"’fﬁ?"fECMTGGMQA
LAACCGTACCAATACGTTTACCTICT.
s 875
L6 M v M Qg M E D
g» Trinh tu dugc tao do cét va stra chira
14n thu ha1 thu dugc dot bién TG-AT,
dén t6i dot bién W574M

FIG. 9

SRNAL : ’
SgRNA2 ]

¥ ¥
CT(‘TTCATCCTCGCTAACTGGAGAGGCTTC CTGTTCATCCTCGCTAACT‘GAGAGGCTTC GCTAACTTGAGH QQCTTCTC
GACMGTAGGAGCGAI IGA(}CI CTCCGAAG ‘ GACMGTAGGA&CGAT TG/XLTCTCCGM(:: - CGATTGAACTCICCBAAGAG
AN 2 2DA0 . i . 2098 . L . 2080 ; N ; ...2040 .
L F I L A NWZRG F LFILANQ'EAS‘lANLRGFS
trinh tw OsACCase2-W2038, § Trinh ty dugce tao do cit vasca . Trinh ty dugc tao do cat va sira chira
muc tidu ciia sgRNA1 chita, muc tiéu ciia sgRNA2 lan tht hai: thu dugc dot bién G-T, dan
t6i dot bién W2038L
FIG. 10
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Alen 1: G dén T (W2038L)
Alen2: Gdén T

AAAM Alen 1: G dén T (W2038L)
ML Alen 2: WT

GCTAACTKGAGAGG!

M{'\ }\Laj\g/\ﬂg Alen 1: G dén T (W2038C)

GCTAACTATAGAGG! Alen 2: G dén T (W2038C)

FIG. 11

NGA-Cas9

FIG. 12
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FIG. 13

S'TGCAATGGGAGGATAGGTTTTS”

i

FIG. 14
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FIG. 15

TCTCGCTAACTGGAGAGGCTTC?
CTC ‘ ”;Abﬁbb TTC

FIG. 16
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FIG. 18
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FIG. 19

FIG. 20
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CCAAGTACCTCCGCGCAA TCGCGG

AAAITCGCGG

FIG. 22
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GCAATGGGAGGATAGGTTTT3’

SN

FIG. 23

FIG. 24
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FIG. 26

102



48905 103/104

103



48905

104/104

muc tiéu sgHBB catggtgcatctgactCetg C cét/chinh stra muc tiéu don 1é gen HBB
A muc tiéu sgHBB-c ccatggtgeatctgactctg

muc tiéu sgNOTAR  ggctcccatcacatcaacgg

sgHBB owT  Bindel  ®C->TSNP
sgHBB-¢
cét/chinh stra tudn tu c6 14p trinh gen HBB
sgHBB
sgNOTAR
GFPonly
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