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TOM TAT

Cong nghé chinh sira hé gen la cac k§ thuat sira ddi gen nhu gy dot bién c6 muc tiéu hoic

chén/xda/thay thé tai cac vi tri cu thé trong hé gen cua céc sinh vat sbng. Chinh sira hé gen dya vao
viéc tao ra su dirt sgi doi DNA & vi tri chuyén biét va viéc sira chira DNA thong qua két nbi dau cudi
khéng twong ddng hoic stra truc tiép twong dong. Su phat trién cac enzyme cit trinh tu chuyén biét
DNA (sequence-specific nuclease, SSN) da cho phép chinh stra chinh xac gen muc tiéu. Nhitng SSN
nay bao gom: céc siéu enzyme cat DNA (meganuclease, MN), enzyme cit DNA ngon tay kém (zinc
finger nuclease, ZFN), céc enzyme cit DNA giong yeu tb h0at hoa phién mé (transcription activator-
like effector nuclease, TALEN) va c4c enzyme cit DNA gén vao nhém céc trinh tu 13p lai ngian doc
xudi nguoc déu gidng nhu nhau (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas,
CRISPR/Cas) bao gém CRISPR/Cas9 (tir vi khuan Streptococcus pyogenes) va CRISPR/Cpf1 (tir vi
khuan Prevotella va Francisellal). Pay la cac cong cu chinh sira gen dwoc sir dung dé tao sy dut soi
d6i DNA tai vj tri cu thé cua hé gen. Gan day, hé théng chinh stra base (base editing, BE) va chinh
stra prime (prime editing, PE) ciing da duoc théng bdo. Bai tong quan nay trinh bay nhitng van dé co
ban cua cac cong cu nay va ing dung cua chling trong chinh sira gen ¢ thuc vat, dac biét la cung cip

céc thdng tin cap nhat nhét vé ang dung trong cai tién gidng cay trong.

Tir khoa: chinh sira hé gen, su diit Soi déi DNA, enzyme cdt trinh tu chuyén biét DNA, gen muc

tiéu, thuc vat
MO PAU

Thuat ngit “chinh stra hé gen” dé cap dén
cac cong nghé str dung dé stra doi gen, nhu gay
dot bién c6 muc tiéu hoic chén/xda/thay thé tai
cac vi tri cu thé trong hé gen cua céc sinh vat
séng. Chinh sira hé gen dya vao viéc tao ra sy
dut sgi d6i DNA (double sequence break, DSB)
& vi tri cu thé va viéc sira chita DNA théng qua
két ndi dau cudi khong twong ddng (non-
homologous end joining, NHEJ) hoac sua chira
truc tiép twong dong (homology directed repair,
HDR). O thyc vat, DSB chu yéu duoc sira chira
bai NHEJ véi sy tham gia cua cac enzyme dé
gan tryc tiép cac diém dut caa DSB ma khong

can chudi DNA khuén tuong dong da duoc sira
chira (Puchta, 2005). Do tinh chét dé bi 13i, sta
chira thong qua NHEJ thuong dan dén viéc bo
sung hodc xo6a cac nucleotide va do d6, DNA
thay ddi trinh tuy tai cac vi tri dit soi d6i. Nhiéu
khi, NHEJ c6 thé dan dén mat hoan toan chuc
ning gen do sy chén/mét doan (indels) trong
exon dan dén dot bién sai léch hoac dot bién vo
nghia. Cho dén nay, hau hét cac cong bd vé
chinh stra gen ¢ thuc vat da st dung con duong
NHEIJ dé loai bo gen (knock-out gen). Di véi
HDR, chudi DNA twong ddng duoc sir dung
nhu chudi khubn dé sira chira DSB vi thé cho
phép stra chira mot cach chinh xac (Puchta,
2005). Vi thé, HDR duoc sir dung dé stra doi
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trinh tu nucleotide mot cach chinh xac hoac thay
thé/chén gen tai vi tri dich voi su c6 mat cua
chudi DNA khuon dua vao tir bén ngoai dé sta
chira. Khong giéng NHEJ, HDR xay ra cha yéu
trong cac giai doan S/G2 cuia chu trinh té bao va
c6 hiéu qua thap & thuc vat (Puchta, 2005). Loi
dung hé thdng stra chira DNA bén trong té bao,
cac cbng cu tao cdc DSB dugc su dung lam thay
ddi hé gen mot cach chinh xac. Gan day céc
enzyme cat chuyén biét trinh tuy DNA
(sequence-specific nuclease, SSN) duoc phat
trién 4 cho phép stra doi chinh xac gen muc
tiéu trong hé gen. Nhitng SSN nay bao gém: cac
siéu enzyme cit DNA (meganuclease, MN)
(Smith et al., 2006), enzyme cat DNA ngén tay
kém (zinc finger nuclease, ZFN) (Kim et al.,
1996), cac enzyme ciat DNA gidng yéu t6 hoat
héa phién ma (transcription activator-
like effector nuclease, TALEN (Christian et al.,
2010; Morbitzer et al., 2010; Bogdanove,
Voytas, 2011) va cac enzyme cat DNA gan vao
nhom céc trinh tu 1ap lai ngan doc xudi nguoc
déu giébng nhu nhau (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats/Cas
(CRISPR/Cas) bao gom CRISPR/Cas9 tir vi
khuan Streptococcus pyogenes (Jinek et al.,
2012) va CRISPR/Cpf1 tir vi khuan Prevotella
va Francisellal (Zetsche et al., 2015). bay la
cac cong cu chinh sira gen duoc st dung dé tao
DSB tai vi tri cu thé cua hé gen. Tét ca cac SSN
déu c6 mot mién co chic nang nhan dién va gan
véi trinh tu DNA chuy@n biét va mot mién cé
hoat tinh cit DNA dé tao DSB trén chudi DNA
muc tiéu. Gan day, hé théng chinh sira base
(base editing, BE) (Komor et al., 2016) va chinh
stra prime (prime editing, PE) dd duoc phét trién
dung cho muc dich chinh stra hé gen (Anzalone
etal., 2019). Hai hé théng nay cho phép chuyén
doi tryc tiép cac nucleotide ¢ gen muc tiéu ma
khong can cit soi doi DNA. Bai tong quan nay
s& trinh bay nhitng vin dé co ban cua cac cong
cu chinh stra gen va tng dung cua chung trong
chinh stra gen & thyc vat, dac biét l1a cung cip
cac thong tin cap nhat nhit vé ng dung trong
cai tién gidng cay tréng. Cac doc gia mudn tim
hiéu nhiéu hon vé nhitng van dé cuy thé, dic biét
1a vé mat ky thuat c6 thé tham khao thém céc tai
liéu lién quan duoc trich dan trong bai.
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CAC CONG CU CHINH SUA GEN
CA4c siéu enzyme cat DNA (MN)

MN 14 cac enzyme cit DNA néi sinh véi dic
trung 1a co trinh ty nhan biét 16n (tir 12 dén 40
bp) va mién lién két khong duoc ngan cach mién
xuc tac. MN duoc sir dung dé cat soi d6i DNA,
tao ra DSB trong mét sb hé gen (Stoddard et al.,
2011). So véi cac SSN khéc, cac MN rat kho thiét
ké lai cho cac trinh tu muc tiéu khéac véi trinh tu
nhan biét ty nhién cua ching. Vi vay, dbi voi
thuc vat, mai chi cé cac MN tu nhién nhu I-Scel
tr ty thé nAm men va I-Crel tir luc lap cua
Chlamydomonas reinhardti dugc s dung. MN
da dugc str dung trong cdng nghé gen thuc vat tur
dau nhitng nam 2000. MN duoc st dung cho tao
DSB dé gay dot bién myc tiéu & locus liguleless1
cua ngb (Gao et al., 2010) hay chén gen muc tiéu
hppd va epsps theo co ché sira chira twong ddng
trong hé gen cdy bong (D’Hallium et al., 2013)
va tao cdy ngd bat duc duc thdng qua chinh sira
gen hiru duc MS26 (Djukanovic et al., 2013).
Han ché cua MN I1a rat kho thiét ké lai trinh tu
nhan biét tu nhién dé c6 thé nhan biét duoc cac
gen dich khac nhau.

Enzyme cat DNA ngén tay kém (ZFN)

Cac ZFN la thé hé dau tién cua cong cu chinh
stra gen duoc Lloyd va ddng tac gia (2005) lan
dau sir dung dé chinh sira gen thuc vat. Pay la
cac enzyme han ché nhan tao duoc tao ra bang
cach két hop mién lién két DNA ngon tay kém
v6i mién cit soi DNA. Mién ngon tay kém c6 thé
duoc thiét ké dé nham trinh ty DNA muc tiéu cu
thé va cho phép céc enzyme cat DNA ngén tay
k&m nham trinh ty muc tiéu duy nhét trong hé
gen. Bang cach tan dung bo may sta chita DNA
ndi sinh, nhitng enzyme nay c6 thé dugc sir dung
dé chinh sira chinh xac hé gen cua céc sinh vat
bac cao. Cac mién lién két DNA cua cac ZFN
riéng lé thuong chua tir 3 dén 6 lan lap lai ngon
tay kém va mdi lan c6 thé nhan biét tir 9 dén 18
cap base (bp). M&i mién ngén tay kém trong
ving nhan biét DNA gan véi 3 nucleotide. Trung
binh 3 hoac 4 ngén tay kém két hop véi nhau dé
nhan biét 9 dén 12 nucleotide. P& cit soi doi
DNA can c6 hai ZEN. Mién cit khong dic hiéu
cua enzyme Fokl (enzyme cit loai 1) thuong
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dugc sir dung lam mién cit DNA trong ZFN.
Mién cat ndy phai nhi tring hoa (dimerize) dé cit
DNA do d6 can ¢c6 mot cap ZFN dé nham vi tri
chudi DNA muc tiéu c6 trinh tu doc xuéi doc
nguoc khong glong nhau (non-palindromic). Cac
ZFN tiéu chuan thuong hop nhat mién cat véi
dau C cta mdi mién ngon tay kém. Bé cho hai
mién cat nhi trang hoa va cit DNA, hai ZFN
riéng Ié phai gan cac chudi DNA déi dién véi dau
C cach nhau mot khoang nhét dinh. Trinh ty gén
mién ngon tay kém va mién cit duoc sir dung phd
bién nhat can c6 dau 5' cua mdi vi tri gan cach
nhau tir 5 dén 7 bp.

Han ché ciia ZFN 1a can phai c6 2 protein lién
két dé gan véi soi DNA muc tiéu, mdi sgi c6 mot
dau C gan vai enzyme Fokl. Néu mudn chinh sira
nhiéu gen can phai lip rap nhiéu protein lién két
DNA cu thé cho timng gen muc tiéu nén sé rat kho
cho viéc chinh sira ddng thoi nhiéu gen.

Enzyme ciat DNA gidng yéu té hoat hda phién
ma (TALEN)

TALEN la cdng cu chinh stra gen thé hé thir
hai va lan dau tién duoc sir dung dé chinh sira gen
thuc vat vao nam 2011 (Cermak et al., 2011;
Mahfouz et al., 2011). Li et al. (2012) d cai tién
hé thong cho hiéu qua hon. TALEN bao gom cac
yeu t6 hoat hda phién ma (TALE) két hop véi
viing cét caa enzyme cit DNA FokI dé gan voi
DNA dich va cit soi d6i DNA. Su gan TALE voi
DNA duoc thuc hién ¢ vung giira caa protein
nay. Vung gitra ndy cd khoang 30 lan lap lai
chudi 33 dén 35 amino acid. S6 amino acid trong
mdi chudi 13p lai phan 16n khdng thay dbi trir hai
amino acid lién nhau, duoc goi la chudi lap lai
chta hai amino acid lién ké thay déi (repeat
variable di-residue, RVD). Cac chudi RVD khac
nhau nhan biét cac cip base DNA khéc nhau voi
su twrong (tng mot/mat gitra cac RVD trong mién
Iap lai va cac nucleotide trong DNA muyc tiéu. Ma
dac hiéu lién két dugc xac dinh nhu: HD lién két
v6i C, NI lién két véi A, NG lién két vai T va NN
lien két v6i A hoic G (Boch et al., 2009), NK
lien két voi G (Morbitzer et al., 2010), ND lién
két véi C, HN lién két voi A hodc G, NH lién két
v6i G va NP lign két vai tat ca cac nucleotide (de
Lange et al., 2013; Li et al., 2013). Tinh dac hiéu

lien két DNA c6 thé dugc tiy chinh bang ky thuat
TALE. Nho viéc dy doan cac phuong thuc gan
dac hiéu cta TALE tu nhién hodc nhan tao, co
thé ung dung cac protein nay cho muc tiéu chinh
stra gen.

TALEN duoc sir dung dé tao DSB trong té
bao thuc vat (Shan et al., 2013a; Zhang et al.,
2013). Kha nang nham muc tiéu cu thé trong hé
gen cho phép thuc hién nhiéu muc dich nhu dot
bién muc tiéu, thém, x6a hoic chinh sira gen mot
cach chinh xac.

Gidng nhu ZFN, han ché ciia TALEN la can
2 protein lién két dé gan voi chudi DNA muc
tiéu, mdi chudi c6 mot dau C gin véi enzyme
Fokl. Ngoai ra, phai lap rap nhiéu protein lién két
DNA cu thé cho tirng gen muc tiéu, nén khé cho
viéc chinh sira ddng thoi nhiéu gen.

Hé théng CRISPR/Cas

CRISPR lan dau tién duogc xac dinh trong hé
gen Escherichia coli vao nam 1987 (Ishino et al.,
1987). CRISPR/Cas dugc coi la cong cu chinh
stra hé gen thé hé tht ba, lan dau tién duoc sir
dung dé chinh sira hé gen thuc vat vao nam 2013
va hién 1a cong cu chinh sira hé gen pho bién (Li
et al., 2013a; Nekrasov et al., 2013; Shan et al.,
2013). Hé théng CRISPR/Cas, bao gém nhém
cac doan 1ap lai ngén, cach nhau déu din c6 trinh
ty xudi nguoc giong nhau (CRISPR) va protein
Cas, la mot hé thong mién dich thich nghi thong
qua RNA ¢ vi khuan va vi khuan cb glup Vi
khuan bao vé va chéng lai cac phage va cac yéu
t6 di truyén xam lan khac bang cach phan cat
nucleic acid cua hé gen xdm lan. Dya trén co s
gen Cas va ban chat caa phtc hop can thiép, hé
théng CRISPR/Cas dugc chia thanh hai 16p gom
sau loai (Koonin et al., 2017). Hé¢ théng
CRISPR/Cas I6p 1 (gém loai I, 111 va 1V) sit dung
phtrc hop nhiéu protein Cas dé hoat dong, trong
khi hé thong CRISPR/Cas 16p 2 (gon loai Il, V
va VI) hoat dong chi vai mot protein phan ng
két hop véi CRISPR RNA (crRNA).

CRISPR loai 11 ¢6 ba thanh phan chinh gom:
protein CRISPR va hai crRNA khdng ma hoa la:
crRNA chuyén hoa [trans-activating crRNA (tra-
crRNA)] va tién crRNA [precosor crRNA (pre-
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crRNA)] (Horvath, Barrangou, 2010; Bhaya et
al., 2011). Cas la mot enzyme cat DNA c6 chta
mién cat DNA la HNH (His-Asn-His protein) va
RuvC (enzyme resolvase tir chung E. coli khang
UV), cac mién nay lién quan dén qua trinh hoan
thién cua crRNA va cit DNA muc tiéu nho su
dan cua crRNA (Horvath, Barrangou, 2010;
Bhaya et al, 2011). CRISPR RNA chuyén héa la
chudi RNA m4 hoéa nho chira chudi bd sung gan
nhu hoan toan véi cac chudi lap lai trong pre-
crRNA dé hinh thanh mét cip RNA can thiét cho
sy hoan chinh cua crRNA va cit DNA muc tiéu
dudi su dan cua crRNA. CAac tién crRNA duoc
sao chép tir locus CRISPR va gom mét chudi
dém lap lai tuan hoan. Su lap lai (23 dén 47 bp)
thuong gidng hét nhau vé chiéu dai va trinh tu
trong mot locus CRISPR, nhung khac nhau nhiéu
& cac locus khac nhau. Hau hét cac trinh ty lap
lai xudi nguoc déu giéng nhau hoac lap lai dao
nguoc ngan c6 thé hinh thanh céc ciu tric bac
hai hinh kep téc (Horvath, Barrangou, 2010).
Cac chudi dém (21 dén 72 bp) c6 ngudn géc tir
viéc xam lan cua DNA virus hoic plasmid va cé
thé dan Cas dé cit protospacer xam lan (trinh tu
trong hé gen ngoai lai ma tir d6 cac chudi dém
hinh thanh). Céc trinh ty chudi dém thuong la
duy nhét trong locus CRISPR va ¢ kich thuéc
tuong tu nhu chudi 13p lai va c6 cung chiéu nhu
chudi lap lai. Tién crRNA bao gom phan 16n
vung lap lai CRISPR va phién ma cling vai tra-
crRNA. Sau do, tra-crRNA lai v6i pre-crRNA dé
tao thanh RNA kép va lién két voi Cas. RNA kép
sau d6 dugc xuc tac bai RNase I1I dé tao thanh
crRNA hoan chinh véi chudi ngan cut & mot dau.
CRISPR RNA kép hoan chinh (crRNA:tra-
crRNA) chu yéu la 20 nucleotide tai dau 5° cua
crRNA s& dan Cas ¢én DNA muc tiéu cd trinh ty
protospacer lién ké (PAM) va trinh ty b sung
V6i protospacer. Cudi cing, vung HNH cit chudi
DNA bé sung véi RNA dén, trong khi ving
RuvC cit chudi DNA khéng bé sung véi DNA
muc tiéu tao nén sy dat sgi déi ¢ vi tri 3 - 4
nucleotide truéc chudi PAM trong chudi
protospacer (Horvath, Barrangou, 2010; Bhaya
etal., 2011; Cong et al., 2013).

khgén
thong

Hé théng CRISPR/Cas9 tir vi
Streptococcus  pyogenes la  hé
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CRISPR/Cas loai Il duoc thiét ké dé tao ra cac
DSB phuc vu chinh sta hé gen (Jinek et al.,
2012; Cong et al.,, 2013; Mali et al., 2013).
Trong hé thong nay, crRNA va tra-crRNA duoc
hop nhat thanh mot RNA dan duy nhét (single
guide RNA, sgRNA) cho don gian vé mat ky
thuat. Theo do, CRISPR/Cas9 chi c6 hai thanh
phan do 1a: enzyme cit DNA Cas9 dé cit DNA
mu tiéu, sgRNA dé dan Cas9 dén DNA muc tiéu
(Cong et al., 2013; Mali et al., 2013). Trong hé
thdng nay, Cas9 dugc lap trinh dé nham toi muc
tiéu cu thé chi bang viéc dua vao trinh tu SgRNA
mat chudi spacer 20 bp. Do d6, CRISPR/Cas9
don gian va dé thao tac hon nhiéu so véi hé théng
ZFN va TALEN. Nhiéu sgRNA cho cac chudi
muc tiéu khéac nhau c6 thé dé dang duoc thiét ké
dé chinh stra dong thoi nhiéu gen (Wang et al.,
2013).

Enzyme/protein Cas9 ¢ ngudn gbc tir cac vi
khuan khac nhu Staphylococcus —aureus
(SaCas9), Streptococcus thermophilus (StCas9)
va Neisseria meningitides (NmCas9), ciing da
duoc phéat trién 1am codng cu chinh sira hé gen
(Cebrian-Serrano, Davies, 2017). Dé c6 thé cat ¢
cac vi tri muc tiéu khac nhau, Cas9 duoc thiét ké
dé nhan biét cac PAM khac nhau, chiang han nhu
VQR-Cas9 (cho PAM c6 trinh tu NGA), EQR-
Cas9 (cho PAM c6 trinh tw NGAG), VRERCas9
(cho PAM cé trinh tu NGCG), SaKKH-Cas9
(cho PAM c6 trinh ty NNNRRT) (Kleinstiver et
al., 2015), xCas9 (cho PAM c¢ trinh ty NG,
GAA\) va SpCas9-NG (cho PAM cé trinh tu NG)
(Nishimasu et al., 2018).

Hé théng CRISPR/Cas9 di duoc sir dung
thanh cdng dé chinh sira hé gen trong cay trong va
cay mo hinh do c6 kha néng thich ¢ ung va do chinh
xéc cao. Tuy nhién, dot bién ngoai y mubn & cac
khu vuc ngoai muc tiéu va tinh dac hi¢u cia PAM
14 nhitng van dé chinh lién quan dén Cong nghé
nay. Mot s bao cao d chi ra sy gia tang gan ngoai
muc tiéu cua enzyme nay Xay ra ngay ca trong
chudi DNA ¢4 tinh bao ton cao (Fu et al., 2013;
Cong et al., 2013; Tsai et al., 2015). Chinh stra hé
gen théng qua CRISPR/Cas9 theo huéng HDR
duoc cho la cach tiép can kha thi dé diéu chinh cac
dot bién diém trong gen myc tiéu va day nhanh
viéc cai tién cay trong. Tuy nhién, ¢ thyc vat HDR
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khong thuong xuyén xay ra va cong voi hiéu qua
thap cua viéc dua DNA khuon vao té bao ludn 1
thach thac cho su thanh cng & thuc vat. Hon nira,
hé théng CRISPR/Cas9 phu hop dé loai bo gen
hoic loai tryc tiép bang dua DNA khudn vao
(knock-in), nhung khong thé chuyén doi mot
nucleotide thanh maot nucleotide khac.

Hé théng CRISPR/Cpfil

Hé théng CRISPR/Cpf1 (hién nay con goi la
CRISPR/Casl2a) chinh thac la cdng cu chinh
sua hé gen tir 2015 va duoc sir dung cho chinh
swa ¢ thuc vat vao nam 2016 (Zetsche et al.,
2015; Endo et al., 2016a). CRISPR/Cpfl chira
hai thanh phan chinh, enzyme Cpfl va crRNA.
CRISPR/Cpfl 14 h¢ théng CRISPR/Cas 15p 2,
loai V. Cpfl la phan tir protein 16n chira 1300
amino acid (Makarova et al., 2015). Cac gen
Cpfl duoc lién két véi locus CRISPR ma hoa cho
maot endonuclease sir dung gRNA dé tim va cit
DNA muc tiéu. Cpfl la mot endonuclease nho
hon va don gian hon Cas9, do d6 mét sb han ché
cua hé thong CRISPR/Cas9 dugc khic phuc.
Mic du CRISPR/Cpfl va hé théng
CRISPR/Cas9 tuong ty nhau, nhung cling c6 mat
s6 khéc biét quan trong. Thir nhét 1a: hé théng
CRISPR/Cpfl khéng can tra-crRNA nhu & hé
théng CRSIPR/Cas9. Phirc hgp Cpfl-crRNA c6
thé phan cit DNA muc tiéu mot cach hiéu qua.
Thir hai 1a: CRISPR/Cpf1 duoc thiét ké véi do
dai 42 dén 44 nucleotide (nt), bao gom 19 nt Iap
lai va 23 dén 25 nt dém (spacer), so vé&i gan 100
nt sgRNA trong hé théng CRISPR/Cas9 (Zetsche
et al., 2015). Tha ba la: ngoai hoat dong nhu
enzyme cit DNA soi kép, Cpfl ciing hoat dong
nhu mot Rnase dé chuyén pre-crRNA thanh
crRNA hoan chinh (Zetsche et al., 2015; Dong et
al., 2016; Fonfara et al., 2016). Biéu nay lam cho
hé théng CRSIPR/Cpf1 chi can mot chudi khoi
dong dé diéu khién mot sé crRNA nho, trong khi
CRISPR/Cas9, phai can cac sgRNA riéng lé khac
nhau dé chinh sira nhidu gen dich khac nhau, va
nhu vay phai sir dung nhiéu cau tric khac nhau.
Thir tu 1a: khéng gidng nhu Cas9 chira ving
RuvC va HNH dé cit ca hai chudi DNA & cling
mot vi tri (3-4 bp trudc trinh tw PAM) dé tao dau
bang, Cpfl chi chira mét ving gidng RuvC va
maot nuclease méi dé cat chudi muyc tiéu va chudi

khong phai muc tiéu ¢ cac vi tri twong (rng 23 bp
va 18 bp phia sau trinh tu PAM, tao ra dau dinh
v6i phan nhé ra 5 bp (Zetsche et al., 2015). Bac
diém nay 1am cho cac dot bién tao ra boi Cpfl
thuong 16n hon d6t bién do Cas9 tao ra. Pau dinh
tao ra, vé ly thuyét, sé ting hiéu qua chinh sira
gen theo co ché HDR khi sir dung chudi DNA
khuon dé chén vao vi tri cit cia Cpfl. Thir nim
1a: trong khi CRISPR/Cas9 can chudi PAM giau
G (5-NGG-3) ¢ dau 3’ cua chudi muc tiéu,
CRISPR/Cpfl can chudi PAM giau T (5-
TTTN-3, hoic 5°-TTN-3’) ¢ dau 5 cua chudi
muc tiéu (Zetsche et al., 2015). Hién nay c6 ba
hé théng CRISPR/Cpf1 dugc thiét ké, bao gom
FnCpfl tr Francisella novicida, AsCpfl tu
Acidaminococcus sp. va LbCpfl tir vi khuan
Lachnospiraceae. Ca ba hé thong Cpfl da duoc
sir dung dé chinh stra gen & mot s6 loai ciy nhu:
IGa, Arabidopsis, thudc 14 va dau twong (Endo et
al., 2016a; Wang et al., 2017a; Kim et al., 2017,
Tang et al., 2017; Xu et al., 2017).

Hé thong chinh sira base (BE)

BE Ia hé théng két hop ving CRISPR/Cas9
bit hoat (1 cac bién thé cua Cas9 nhu dCas9
hoac Cas9 nickase) va cytidine deaminase hoac
adenine deaminase lan dau tién duoc &p dung
thanh cong trong céc té bao dong vat (Komor et
al., 2016; Gaudelli et al., 2017). Komor va dong
tac gia (2016) da thiét ké mot cau trdc két hop
CRISPR/Cas9 va enzyme cytidine deaminase
v6i kha niang duy tri sy dan cia RNA nhung
khong cit soi doi DNA (hay con goi 1a Cas9 bat
hoat - dCas9 mang dot bién D10A va H840A) ma
lam trung gian chuyén ddi truc tiép cytidine
thanh uridine. Cytidine deaminase dau tién
chuyén d6i cytosine trong DNA thanh uracil va
uracil sau d6 duogc thay thé bang thymine trong
qua trinh sao chép DNA, do d6 c6 thé chuyén ddi
C (cytosine) thanh T (thymine) hoac G (guanine)
thanh A (adenine). Két qua la tao ra hé théng
chinh sira base, hé théng nay chuyén ddi cytidine
trong khéng gian khoang 5 nucleotide. Bay 1a hé
thong chinh sira base cytidine (cytidine base
editor, CBE). Hé théng BE thé hé dau tién (BE1)
dugc thiét 1ap tir cytidine deaminase APOBEC1
tir chudt lién két voi dCas9 bang mot lién két 16
amino acid (aa) XtEN (Komor et al., 2016).
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XtEN lién két APOBEC1 véi dCas9 va duy tri su
can bang gitra hai protein nay. BE thé hé thir hai
(BE2) di duoc phat trién bang cach thém chét tc
ché uracil glycosylase DNA (UGI) vao dau C cua
cau triic nham DNA muc tiéu (APOBEC-XTEN-
dcas9-UGI) (Komor et al., 2016). BE thé hé thir
ba (BE3) bao gom rAPOBEC1 két hop véi dau
N ciia enzyme cat (nickase) Cas9-D10A bang
XtEN véi 16 aa va néi UGI ¢ dau C bang mot
lien két 4 aa (Komor et al., 2016). Bé tiép tuc mo
rong va tang hiéu qua chinh stra cua BE, BE thé
hé thir tw (BE4) str dung Cas9 tir S. pyogenes
(SpBE4) va Cas9 tir S. aureus (SaBE4) dugc phat
trién bang céach lién két rAPOBEC1 véi Cas9-
D10A thdng qua 32 aa lién két va hop nhat hai
phan tr UGI véi ca hai ¢au C va N caa Cas9
nickase bai mot lién két 9 aa (Komor et al.,
2017). Nhu vay la hién nay cé 4 hé thong BE
chinh sua C thanh T.

Gaudelli va ddng tac gia (2017) da thong bao
vé hé thong chinh sira base adenine (adenine base
editor, ABE) cho phép chuyén ddi cap A-T thanh
G-C. Céac tac gia da phat trién mot adenosine
tRNA deaminase hoat dong trén DNA khi két
hop v6i CRISPR/Cas9 c6 kha ning xuc tac yéu
va da phat trién duoc hé thdng ABE7.10 c6 thé
chuyén d6i A-T thanh G-C. ABE tao dét bién
diém hiéu qua va rd rang hon so véi phuong phap
dua vao Cas9 ddng thoi tao it dot bién ngoai muc
ti€u hon Cas9.

O thyc vat, Li va dong tac gia (2017a), Lu va
Zhu (2017), Zong va ddng tac gia (2017, 2018)
dé bao cao chuyén doi thanh céng cip C-G sang
cap A-T & la bang st dung hé théng BE cytidine
enzyme deaminase APOBEC1 (Cas9-D10A
nickase, nCas9) hoic Cas9 bat hoat (dCas9) va
chat wc ché glycosylase uracil (UGI). Sau do,
viéc chuyén déi cac cap A-T thanh G-C ciing da
thanh céng ¢ lGa (Li et al, 2018b; Hua et al, 2018;
Yan et al, 2018).

Muén BE thanh céng can mét trinh ty PAM
cu thé (chang han NGG cho SpCas9) va base
muc tiéu phai & trong mot chudi ngén. Yéu cau
PAM cu thé nay 1a mét han ché quan trong 1am
giam hiéu qua chinh stra gen & thuc vat. BE
cytosine deaminase c6 kha nang chinh sira bat ky
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C nao trong pham vi 4 &én 5 nucleotide (hoic dén
9 nucleotide). Pay 1a mot han ché quan trong ciia
BE dan dén tinh dic hiéu thap va hiéu qua chinh
stra thap. Ngoai ra, chinh stra ngoai muc tiéu van
la mot han ché chinh. Trong cac hé théng BE,
chinh stra ngoai muc tiéu xay ra khi cac cytosine
bd sung gan base muc tiéu. Jin va dong tac gia
(2019) quan sat thay tuy BE3 c6 do chinh xac cao
(HF1-BE3) nhung d gay ra bat ngo vi mic tao
dot bién ngoai muc tiéu & IGa rat cao. Didu nay
cho thiy cai tién céc hé thdng chinh stra gen dé
¢6 hiéu qua chinh sira cao va chinh xac luén luén
la nhiém vu quan trong trong viéc chinh stra gen.

Hé théng chinh sira prime (PE)

Gan day, hé théng chinh sira tim va thay thé
hay con dugc goi 1a hé théng chinh sira prime (PE)
(Anzalone et al., 2019) da dugc phét trién. PE c6
thé dua mot trinh ty do ngudi ding xac dinh trudc
VAo Vi tri muc tiéu ma khéng can cét soi d6i DNA
hodc khuén DNA di sira chita. CAu tric PE chta
enzyme phién mi nguoC cua virus bach cau
Moloney murine (M-MLV RT) gin véi dau C cua
SpCas9 (H840A) (Anzalone et al., 2019). Protein
t6ng hop nay dwoc dan bai mot phan tir pegRNA
(prime editing guide RNA) dén vi tri myc tiéu.
Ngoai viéc chi dinh vi tri muc tiéu, pegRNA chira
mét vi tri gan moi (primer binding site, PBS) b
sung véi chudi chira PAM va trinh ty khuon dé
phién ma nguoc (reverse transcriptase template
sequence, RT template sequence). Thong tin di
truyén dua vao vi tri muc tiéu duoc ma héa boi
trinh tu chudi RT. Hé théng PE c6 thé dua tit ca
12 kha niang chuyén doi base sang base (bao gom
chuyén déi: C > T,G > A,A—>G,T— C) va
cac dot bién chuyén vi: C > A,C > G, G — C,
G—->T,A—C, A>T, T>AvaT — G), cic
indels nho va cac té hop caa chding vao vj tri muc
tiéu. Do c0 tinh linh hoat rong, cho phép thuc hién
cac loai chinh stra kh&c nhau trong hé gen nén PE
¢6 tiém ning 16n dé phat trién cac loai cy trong
uu viét cho cadc muc dich khic nhau, nhu tang
ning suat, cung cap kha nang chdng lai cac stress
phi sinh hoc va sinh hoc khac nhau, va cai thién
chit lugng san phim thyc vat. PE da duoc thuc
hién & lGa va lba mi (Hua et al., 2020; Li et al.,
2020a; Lin et al., 2020; Tang et al., 2020).
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So sanh céc h¢ théng chinh sira hé gen

Céc cdng cu chinh stra hé gen ZFN, TALEN,
CRISPR/Cas va CRISPR/Cpf1 cd thé tao ra DSB
tai cac vi tri cu thé trong hé gen va cd thé duoc sira
chita bai NHEJ hoic HDR dan dén sy dot bién o
gen tai vi tri muc tiéu. So véi ZFN va TALEN,
CRISPR/Cas c¢6 mot s6 loi thé. Loi thé thir nhat &
dua trén viéc lai RNA/DNA don gian, tao ra tinh
dic hiéu caa chudi, cac nha nghién ctiu c6 thé dé
dang nham muc tiéu mot gen khac bang cach thay
thé trinh tw 20 nucleotide b sung; nguoc lai, ZFN
va TALEN dua trén co ché nhan biét bang protein
dan, trong d6 dé nham muc tiéu cua mot chudi
DNA cu thé yéu cau lap rap mo-dun cac cip don
vi protein nhan dang va dé cau tric mot hé théng
vector can tén thoi gian va dit hon so véi hé thong
CRISPR/Cas; boi vay, ZFN va TALEN khong
duogc duoc &p dung rong réi cho chinh sira hé gen
& thuc vat. Thi hai, CRISPR/Cas c6 thé dong thoi
chinh sira nhiéu gen do d6 cho phép chinh sira
nhiéu gen trong cay ma chi can mét lan chuyén hé
théng chinh sira vao cay, khdng can qua trinh sang
loc va lai sau chuyén gen. Tém lai, phuong phép
CRISPR/Cas dugc coi | hidu qua, it ton kém va
than thién voi nguoi dung hon so voi ZFN va
TALEN.

Hé thdng BE va h¢ thong PE khong can cit
soi d6i DNA va c6 thé chinh sita cdc dot bién
diém. Tuy nhién, hé thng BE chi chuyén doi C
thanh T hodc G thanh A (hé thong CBE) hay cap
A-T thanh cap G-C (hé thong ABE) va su chuyén
ddi xay ra trong mot chudi ngan (khoang 5
nucleotide) nén kha nang chinh stra ngoai muc
tidu la khé cao. Hé théng PE c6 thé dua tat ca 12
kha ning chuyén di base nay sang base khéc vao
vi tri muc tiéu va cho phép cat, b6 sung va thay thé
mét cach chinh xac. Tuy nhién, giéng nhu BE,
viing chinh sira cua PE ngén (4-16 nucleotide) va
hiéu suét chinh sira thap. Ngoai ra, viéc kiém tra
trén thuc vat dén nay van con han ché.

NGUYEN LY VA CAC BUGC CHINH SUA
HE GEN

Nguyén ly chung cua cac k¥ thuat chinh stra
hé gen théng qua ZFN, TALEN va
CRISPR/Cas9 la phai cit soi d6i DNA & vi tri cu
thé. Sau d6 nhd co ché stra chira, DNA c6 thé sira

chira theo hai cach: cach thu nhét 1a néi dau cudi
khong tuong dong trong trudng hop khéng co
chudi DNA khuén kém theo két qua 1a dan dén
viéc tao ra dot bién c6 muc tiéu va cach tht hai
la stra chira tryuc tiép tuong dong trong trudng
hop c6 chudi DNA khuén da chinh stra kém theo
dé c6 thé chinh stra gen hoic tich hop gen & vi tri
cu thé. B4i vai he théng BE thi khdng can cat soi
d61 DNA ma sir dung c4c cau tric chinh sira gom
enzyme chuyén doi cytidine deaminase va
adenosine deaminase két hop vsi CRISPR/Cas9
bit hoat. Trong hé thdng PE, Cas9-H840A
nickase duoc hop nhat véi chudi phién ma
nguoc. Protein tong hop chon soi DNA chinh sira
dé bat dau sao chép nguoc bang cach moi vao soi
DNA duoc chon va sao chép thdng tin di truyén
duoc ma hoa boi pegRNA c6 mang khudn phién
ma nguoc va vi tri gan moi.

Dé chinh stra hé gen, trudc tién 1a chon cong
cu chinh stra phu hgp (ZFN, TALEN,
CRISPR/Cas...) va thiét ké céu trac chinh stra
gen & Vi tri cu thé, sau d6 chuyén cau tric nay
vao té bao. Tiép theo 12 tién hanh phét hién cac
kiéu gen chinh stra. O day, hai budc quan trong
dbi véi thuc vat 1a chuyén cau tric chinh sira vao
té bao va phat hién cac kiéu gen chinh sitra s&
dugc trinh bay.

Chuyén cau trdc chinh siza vao té bao

Trong céc nghién ciru vé chinh stra hé gen &
thuc vat, cac cau trdc chinh stra duoc chuyén dén
vi tri muc tiéu cha yéu biang Agrobacterium
tumefaciens (Cai et al., 2009; de Pater et al., 2009,
2013; Alietal., 2015, Lee et al., 2019, Char et al.,
2017, 2020) Phuong phdp nay cho phép tich hO’p
T-DNA vao hé gen va biéu hién 6n dinh hozc tam
thoi (trong truong hop tham truyén agro-
agroinfiltration) céc thanh phan chinh stra gen.
V6i phuong phap nay thi thuc vat chinh swra gen
s& chura trinh ty DNA ngoai lai, bao gém cé cau
tric ma héa cho céc thanh phan chinh sira trong
hé gen cay chua. Do do, dé loai bo cac chudi DNA
¢6 nguon goc A. tumefaciens nay bang cach nhan
giéng la khong kha thi ddi véi cac loai sinh san vo
tinh nhu nho, khoai tdy va chudi.

Mot s6 nghién cau (Curtin et al.,
laffalando et al., 2016, Kirchner et al.,

2011;
2017;
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Zhou et al., 2018) da st dung A. rhizogenes nhu
maot cdng cu van chuyén cac thanh phan chinh
stra gen. Vi khuan nay gay ra su hinh thanh ré to
nén cé thé gian tiép chirg minh viéc chinh sta
gen thanh cong va hd tro viéc chon loc cac thé
bién doi gen.

Mot phuong phap khac da duoc st dung la
dang virus thuc vat (plant geminivirus) lam
phuong tién dé san xuat nhiéu RNA dan gidp cai
thién hiéu qua chinh stra gen (Baltes et al., 2014,
Yin et al., 2015, Butler et al., 2016; Wang et al.,
2017b).

Céc cau trdc chinh sira ciing da duoc dua vao
té bao bang phuong phap bin gen (Ainley et al.,
2013; Sun et al., 2016, Svitashev et al., 2016).
Phuong phap nay co thé sir dung dé du'a cac
plasmid mang cac cau tric chinh sira gen (Sun et
al., 2016; Zhang et al., 2016a; Zhang et al., 2017)
hoac dé dwa phuc hqp ribonucleoprotein (RNP)
bao géom Cas nuclease va gRNA tuong ung
(Svitashev etal., 2015; Liang et al., 2017, 2018b)
vao té bao thyc vat. Viéc sir dung RNP cho bin
gen s& cai thién dang ké hiéu qua chinh sira.

Phuong phap chuyén nap théng qua
protoplast bang xir 1y polyethylel glycol d duoc
thong bao st dung dé chuyén truc tiép cac
plasmid ma hoa céc thanh phan chinh stra gen

(Wright et al., 2005; Townsend et al., 2009;
Malnoy et al., 2016, Subburaj et al., 2016;
Andersson et al., 2017; Tang et al., 2017) va
RNP (Woo el al.,, 2015; Kim et al., 2017;

Andersson et al., 2018; Tuncel et al., 2019) vao
protoplast. Chuyén cac RNP vao té bao thuc vat
thong qua protoplast c6 thé loai bo kha nang chén
DNA ti t6 hop vao hé gen cay chu. Hon nira, cac
RNP phan hay ngay sau khi chuyén vao boi
enzyme phan hay protein noi sinh trong cac té
bao nén c6 thé 1am giam tan s kham va hiéu ung
ngoai muc tiéu trong toan b cay tai sinh. Bai vi
khéng can phai t6i uu héa sir dung codon hoic
tim promoter pht hop dé biéu hién Cas9 va
gRNA, viéc sir dung cac RNP c6 thé mé rong kha
ning tng dung dé chinh stra gen cho tat ca cac
loai thuc vat. Ngoai ra, sir dung RNP cho phép
sang loc trong 6ng nghiém dé lva chon gRNA
hoat dong manh va danh gia kiéu gen cua céc
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dong dot bién théng qua phan tich da hinh chiéu
dai cac doan cit gidi han. Uu diém chinh cua
phuong phap nay la kha nang thu dugc cac cay
chinh stra gen khéng c6 DNA ngoai lai, vi cay
duoc tai sinh tir mot protoplast bién ddi gen.
Nhuoc diém quan trong ciia phuong phap nay 1a
van de tai sinh cay hoan chinh tir protoplast van
chua duoc giai quyét cho nhiéu loai cay.

Phat hién cac kiéu gen chinh sira

Dé phét hién cac dot bién gay ra bai cong cu
chinh stra gen, hién nay c6 thé s dung céc
phuong phap PCR/RE (Shan et al., 2014),
phuong phap cat khdng phu hop (enzyme
mismatch cleavage) sir dung enzyme T7
Endonuclease | hoac Surveyor (Vouillot et al.,
2015), phan tich RFLP voi enzyme cit c6 ngudn
gdc tir gRNA CRISPR/Cas9 (RGEN) (RGEN-
mediated RFLP analysis - Kim et al., 2014), giai
trinh tu Sanger (Brinkman et al., 2014; Liu et al.,
2015), giai trinh tu thé hé moi  (Guell et al.,
2014), giai trinh ty sdu va phan tich trinh ty toan
bo hé gen (Li et al., 2019b; Qin et al., 2020),
phan tich do tan chay vai do phén giai cao
(Dahlem et al., 2012) va PCR két hop dién di
mao quan huynh quang (Ramlee et al., 2015,
2017). Ngoai ra, c6 thé st dung PCR sau d6 dung
phtic hop RNP tinh ché cua Cas9 hoac Cpfl (hay
goi la Phuong phap PCR/RNP) dé phét hién cac
dot bién chinh stra gen (Liang et al., 2018).
Phuong phéap nay nhay hon phuong phap giai
trinh tw Sanger va c6 thé 4p dung nhleu hon
phuong phap PCR/RE vi khéng yéu cau vi tri
nhan biét nhu enzyme cat han ché.

UNG DUNG CAC CONG CU CHINH SUA HE
GEN O THUC VAT

Ung dung ZFN

ZFN dugc phat hién vao nam 1996 (Kim et
al., 1996). Nam 2003, lan dau tién cac nha khoa
hoc c6 thé 1am bét hoat gen bang cach str dung
ZFN (Bibikova et al., 2003). Nam 2005, lan dau
tién ZFN da dugc thuc hién thanh cong ¢ thuc
vat (Lloyd et al., 2005). Tiép dén la sy thanh
cong trong viéc s dung ZFN dé bién doi di
truyén & céac loai ciy khac nhau nhu ngd, thudc
14, Arabidopsis, dau tuong, lta... (Shukla et al.,
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2009; Townsend et al., 2009; de Pater et al.,
2009, 2013; Zhang et al., 2010; Sander et al.,
2011; Curtin et al., 2011; Cantos et al., 2014).
ZFN di st dung dé vO hiéu héa gen &
Arabidopsis (Osakabe et al., 2010; Zhang et al.,
2010), bién d6i gen & thudc 14 (Townsen et al.,
2009), bd sung chinh xac gen muc tiéu khang
chat diét co hoic 1am gian doan locus dich trong
ngb (Shukla et al., 2009) hay quy tu gen & ngd
(Petolino et al., 2010; Ainley et al., 2013). Gan
day, Bonawitz va dong tac gia (2019) da su dung
ZFN dé tao cay dau twong chuyén gen théng qua
co ché NHEJ chén da gen chinh sira vao locus
FAD2-1a lién quan dén thanh phan tinh dau ¢
hat. Hién nay, ZFN khéng duoc sir dung nhiéu
do tinh huéng muc tiéu thap, sé luong muc tiéu
gidi han va s6 lwong chinh sira sai muyc tiéu lén.

Ung dung TALEN

TALEN da dugc st dung thanh céng & mét
s6 loai thyc vat bao gom Arabidopsis (Christian
etal., 2013; Former et al., 2015), thuéc l4 (Zhang
etal., 2013; Lietal., 2016), lta (Li etal., 2012a,
2016; Ma et al., 2015; Wang et al., 2015; Zhang
et al., 2016a; Nishizawa-Yokoi et al., 2016), lta
mi (Wang et al., 2014), lGa mach (Wendt et al.,.
2013; Gurushidze et al., 2014; Budhagatapalli et
al., 2015), ngd (Liang et al., 2014; Char et al.,
2015), dau twong (Haun et al., 2014, Du et al.,
2016), khoai tdy (Sawai et al., 2014; Nicolia et
al., 2015; Clasen et al., 2016), ca chua (Lor et al.,
2014; Xiong et al., 2015; Cermak et al., 2015),
Brassica oleracea (Sun et al., 2013), mia (Jung,
Altpeter, 2016; Kannan et al., 2018).

Mot s6 dic diém ndng hoc, nhu kha ning
khang bénh & l10a (Li et al., 2012a; Blanvillain -
Baufume et al., 2017), khang chét diét co & lta
mi (Wang et al., 2014) va lda (Li et al., 2016c),
hoat dong phytase trong lia mach (Wendt et al.,
2013), chat luong dau trong dau twong (Haun et

al., 2014, Demorest et al., 2016), huong thom
trong gao (Shan et al., 2015) kha niang bao quan
lanh va cac dic diém ché bién trong khoai tay
(Clasen etal., 2016), sinh tong hop lignin, caffeic
acid O-methyltransferase (COMT) dé giam ham
luong lignin trong mia (Jung, Altpeter, 2016)
hay cai tién hiéu qua qué trinh saccharin h6a ma

khong lam giam nang suét sinh khdi ¢ mia
(Kannan et al., 2018) da duoc cai tién thdng qua
cdng cu TALEN.

Ung dung CRISPR/Cas

Ké tir bao cao dau tién vé chinh sira gen ¢
thuc vt vao nam 2013, CRISPR/Cas9 da duoc
sir dung dé chinh stra gen & mot s6 loai thuc vat,
bao gém thudc 14 (Li et al., 2013a; Nekrasov et
al., 2013), Arabidopsis (Li et al., 2013; Jiang et
al., 2013; Mao et al., 2013; Feng et al., 2013,
2014), lGa (Shan et al., 2013, 2013a; Miao et al.,
2013; Xie, Wang, 2013; Woo et al., 2015; Endo
et al., 2016, 2016a; Li et al., 2016a, Sun et al.,
2017; Kim et al., 2019; Hoang et al., 2020), lta
mi (Shan et al., 2013; Zhang et al., 2017), lta
mién (Che et al., 2018; Char et al., 2020), lGa
mach (Lawrenson et al., 2015), ca chua (Brooks
etal., 2014; Ueta et al., 2017; Yu etal., 2017; Li
et al., 2018d), ngb (Svitashev et al., 2015; Char
et al., 2017; Li et al., 2017; Lee et al., 2019),
khoai tay (Wang et al., 2015a), cay duong (Fan
et al., 2015), dau tuwong (Michino et al., 2015; Li
et al., 2015), réu (Lopez-Obando et al., 2016;),
cai dau (Braatz et al., 2017), Brassica oleracea
(Lawrenson et al., 2015;), cam ngot (Jia, Wang,
2014; Jiaetal., 2016, 2019), tao (Nishitani et al.,
2016), liverwort (Sugano et al., 2014), nho (Ren
et al., 2016), rau diép (Woo et al., 2015; Bertier
et al., 2018), dwa chudt (Chandrasekaran et al.,
2016), cao su (laffaldano et al., 2016), béng
(Chen et al., 2017; Li et al., 2019b; Qin et al.,
2020; Li et al., 2021), Lotus japonicus (Wang et
al., 2016a), lanh (Sauer et al., 2016), cay da yén
(Zhang et al., 2016), cam quyt (Jia, Wang, 2014;
Jia et al., 2016), dwa hiu (Tian et al., 2017) va
san (Odipio et al., 2017; Hummel et al., 2018).

Hé théng CRISPR/Cas9 dwoc tng dung
nhiéu cho nghién ctu chirc ning gen cua thuc
vat, dac biét 1a cac gen dong vai tro quan trong
trong viéc cai tién di truyén cua nhleu dac diém
ndng hoc quan trong nhu: lam mat chic ning
mot s6 gen, chinh stra hay thay thé dé tao ra cay
trdng véi cac dic diém vuot troi bao gom kha
ning khang bénh, thich nghi véi cac didu kién bat
loi phi sinh hoc khac nhau, cai thién chit lwong
dinh dudng va ning suat.
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Tao cay trong khang bénh

CRISPR/Cas9 duoc sir dung tryc tiép dé lam
mét chirc nang cac gen gy bénh hay con goi S-
gen dé phat trien cac cdy trong khang bénh.
Chang han nhu viéc 1am bat hoat gen OSERF922
dan dén tang tinh khang bénh dao 6n do
Magnaporthe oryzae gay ra ¢ lta (Wang et al.,
2016). Tuong tu, gy dot bién bat hoat gen
SWEET13 lam tang kha nang khang bénh bac 1a
lGa (Zhou et al., 2015). Zhang va dong tac gia
(2017), Nekrasov va dong tac gia (2017) da tao
dot bién & gen TaEDR1 va gen MLO dé nhan cac
cay lda mi va ca chua khang bénh méc swong.
Céc gen lién quan dén tinh khang bénh do virus
gdy ra ciing la cac gen muc ti€u duoc tao dot bién
bang cong cu CRISPR/Cas9 dé tao gidng cay
trong khang virus (Zaidi et al., 2016).

Ortigosa va dong tac gia (2019) da béo céo
viéc tao ra gidng ca chua khang bénh do vi khuan
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto) DC3000
gay ra thdng qua chinh sira gen SIJAZ2 bing
CRISPR/Cas9. Kha nang khang bénh soc nau &
san (Cassava brown streak disease - CBSD) da
nhan dwgc khi chinh sira dong thoi cac gen
elF4E 1a nCBP-1 va nCBP-2 bang céng cu chinh
sta CRISPR/Cas9 (Gomez et al., 2019). Li va
ddng tac gia (2020) sir dung CRISPR/Cas9 chinh
stra promoter cua gen Xal3 dé tao dong lGa
khéng bénh bac 1a. Trong khi chinh sira promoter
cua gen OsSWEET14 ¢ siéu lGa Basmati bang
CRISPR/Cas9, Zafar va dong tac gia (2020) da
tao dugc 4 dong lda khang bénh bac 1a. Zhang va
ddong tac gia (2020) st dung hé thong
CRISPR/Cas9 chinh sira nhiéu gen dé tao dot
bién ba gen GmF3H1, GmF3H2 va GmFNSII-1
6 ré to va cay dau tuong. Két qua da tao dugc cac
cay dau tuong dot bién c6 ham lugng isoflavone
& 14 cao gan gap doi so vai dbi chung va co kha
nang khang virus kham dau twong (SMV).

Tao cay trong chong chiu yéu té bat loi phi sinh hoc

CRISPR/Cas9 da dwgc ap dung rong réi
trong cac cdy trong chinh nhu la mi, laa, 1ngo,
bong, dau tuong, ca chua va khoai tay dé tao
gidng chéng chiu cac yeu t6 bt loi phi sinh hoc.
Cac gen TaDREB3 va TaDREB2 & lta mi (Kim
et al., 2017), protein kinase hoat hoa bing
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mitogen (OsMPK2), phytoene desaturase
(OsPDS) va betaine aldehyd dehydrogenase
(OsBADH2) ¢ lta (Shan et al., 2013), AGROS &
ngd (Shi et al., 2017), Drb2a va Drb2b ¢ dau
tuong (Curtin et al., 2018), MAPKs va SIMAPK3
& ca chua (Wang et al., 2017) da duoc chinh stra
bing CRISPR/Cas9 dé tao cay trdng c6 tinh chiu
han hoic man. Gan day, Zhang va dong tac gia
(2019) da bao cao cai thién kha nang chiu man
cua lda bang st dung vector biéu hién Cas9-
OsRR22-gRNA d chinh stra gen OsRR22.

Cdi thién néng sudt cay trong

Lam mat chirc ning cac gen anh huong tiéu
cuc dén cac yéu té ciu thanh ning suit nhu sb
nhanh (OsAAP3), kich thudc bbng (OsDEP1,
TaDEP1), khéi lugng hat hat (TaGW2,
TaGASRY7), kich thuéc hat (OsGS3, OsGRF4) va
sb hat (OsGn1a) bang hé thong CRISPR/Cas9 da
duoc nhiéu tac gia cong bd. Két qua da chung
minh ring CRISPR/Cas9 la mot cong cu hiéu qua
dé cai thién nang sut cay trdng (Li et al., 2016b;
Lu et al., 2018). Gay dot bién dong thoi cac gen
GS3, GW2, GW5 va TGW6, Xu va ddng tac gia
(2016) da quy tu dugc sy gia tang kich thudc hat
va khéi luong hat. Trong mot nghién ciru khéc,
30 gidng lta da dugc doc trinh tu toan bo hé gen
va 57 gen kiém soét cac dic diém lién quan dén
nang sudt di duoc sang loc. Nhing dot bién cua
57 gen ndy da dugc tao ra bang céng cu
CRISPR/Cas9. Két qua danh gia kiéu hinh da chi
ra mot sb gen rat quan trong cho viéc diéu chinh
c4c tinh trang lién quan dén nang suat lia (Huang
et al., 2018). O IGa mi, 1am mat chiic nang gen
GASR7 thong qua CRISPR/Cas9 da lam gia tang
khéi luong hat (Zhang et al., 2016b). Chinh stra
gen TaGW2 c6 vai tro quan trong doi véi tinh
trang khdi lwong hat, Zhang va dong tac gia
(2018a) di khang dinh vai tro cua gen nay, ngoai
ra, két qua cuia tc gia ciing cho thay ngoai sv gia
tang khoi hr(yng hat, & mot s6 dong lia mi dot
bién con c6 su gia tang protein hat, dac biét la hai
chi tiéu lién quan dén chat lugng sur dung la
protein bot va do bén cua gluten ciing ting
(Zhang et al., 2018a).

Cdi thién chdt heong cay trong
Cong cu CRISPR/Cas9 duoc ng dung nhiéu
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dé cai thién chat luong cay trong bao gom: chat
lugng luu trix, gié tri dinh dudng, huong thom va
ham luwong tinh bot. Chéat lwong nau cua gao da
dugc cai thién khi 1am bién doi gen Waxy bang
CRISPR/Cas9 (Zhang et al., 2018). Gia tri dinh
dudng ciia gao ciing di duoc cai thién bang cach
lam bat hoat gen SBEIIb dan dén két qua tong
hop nhiéu hon amylose (Sun et al., 2017). Gen
GBSS lién quan dén tong hop tinh bot & khoai tay
da dugc gay dot bién thong qua CRISPR/Cas9,
céc dong dot bién co ham lugng amylose giam
nhung ty 1é amylose/amylopectin lai tang
(Andersson et al., 2017). Qi va dong tac gia
(2016) da bao cao giam duoc 12,5% protein zein
(mat loai protein nghéo dinh dudng, khé hap thy)
trong hat ngd bang tao d6t bién gen PPR va RPL
bang CRISPR/Cas9, ¢ cac ciy dot bién ¢ su gia
tang nang xuat, ham luong tryptophan va lysine.
DuPont Pioneer di san xuat mot dong ngd ning
sut cao cho myc dich thuong mai bang viéc lam
bit hoat gen Waxy théng qua CRISPR/Cas9
(Waltz, 2016). CRISPR/Cas9 ciing dugc su dung
dé san xuit gao c6 ham lugng amylose cao va
tinh bot bén bang cach gay dot bién gen ma héa
enzyme phan nhanh tinh bot SBEIIb (Sun et al.,
2017). Tuncel va ddng tac gia (2019) da chang
minh rang dot bién cac gen SBE thdng qua
CRISPR/Cas9 c6 kha niang tao ra cac dac tinh
tinh bot mai, ¢ gia tri ma khdng can tich hop
DNA ngoai lai vao hé gen. Hoang va dong tac
gia (2020) tao ra sau allele Wx méi bang cach
chinh stra khu vuc gan hop TATA cua doan khai
dong gen Wxb 1am giam biéu hién gen Wx va diéu
chinh ham Iugng amylose (AC). Trong d6 allele
Wxb-d8 cho thay tiém ning trong chon ging, vi
hoat dong cua nd lam giam vira phai va 6n dinh
AC dudéi céc diéu kién sinh trueong khéc nhau va
c6 cac dic diém twong tu nhu dong mang allele
Wxmp va c6 AC rat thap.

V6i cong cu CRISPR/Cas9, Zeng va dong tac
gia (2020) da tao dot bién trong chudi 2 kb bao
gom 0,9 kb 1am nhiém vu diéu hoa promoter cua
gen Wxa va 1,1 kb viing khéng ma (intron) gom
vung 5 khéng dich ma (UTR) cua gidng lda
indica TianFengB (TFB) c6 ning suét cao,
nhung chét lugng hat kém do ham lugng amylose
(AC) cao (khoang 25%) va d¢ bén gen (GC) thap

(56 mm). Két qua la cac tac gia da nhan dugc
nhitng dong lda chinh sta gen c6 ham lugng
amylose giam tir 19,6 dén 9,8% va do bén gen
tang dén 62-83 mm (so v6i 56 mm ¢ dbi chang).
V&i muc dich cai tao nang suat va chat lugng tinh
bot, Chao va dong tac gia (2019) da tao dot bién
& gen isoamylase 1 (ISAL) va da nhan duoc cdy
IUa chinh stra gen véi ham lugng duong va do
bén gen cao. Liu va dong tac gia (2020) da
nghién ciru dung CRISPR/Cas9 dé chinh stra
nhiéu gen va tao dot bién muc tiéu dwa trén
phuong phép 1ap ban d6 di truyén va hé gen, da
thanh cong trong tao dot bién 743 gen ung cir
vién dich twong g véi cac dic diém lién quan
dén nong hoc va dinh dudng.

Mot s6 nghién ciru khac nham cai thién chat
luong cdy trong dd dugc thuc hién thong qua
CRISPR/Cas9, vi dy, tao cdy Camelina sativa va
Brassica napus chinh stra gen c6 nong do oleic
acid cao (Jiang et al., 2017; Okuzaki et al.,
2018), ca chua c6 thoi han su dung dai (Li et al.,
2018c) va ham luong lycopene (Li et al., 2018e)
hoac amin y-aminobutyric acid tang (Li et al.,
2018a).

Cac tinh trang khéc ¢ cay trong

Ngoai céc tinh trang chéng chiu, ning suat
chat lwong, mot sb tinh trang khéc ciing da duoc
nghién cuiru cai thién théng qua CRISPR/Cas9.
Sanchez-Leon va dong tac gia (2018) da tao dong
lha mi c6 ham lugng gluten (protein lién quan
dén bénh khéng dung nap gluten) thap bang cong
cu CRISPR/Cas9. Str dung CRISPR/Cas9, Shao
va dong téc gai (2020) di chinh sira gen
MaGA200x2 trong cdy chudi va thu dugc dot
bién nura lun.

Thuc vat c6 thé st dung dé san xuit cac
protein dwgc pham, nhung su khac biét giira
glycan lién két N caa thyc vat va dong vat c6 v,
bao gom sy hién dién cua du luong p-1,2-xylose
va 16i a-1,3-fucose trong thuc vat, c6 thé anh
hudng dén hoat dong, hiéu luc va kha ning sinh
mién dich cua protein ¢ ngudn gbc thuc vat. Do
do, viéc sira dbi N-glycosyl noi sinh dé téng hop
N-glycans khoéng cé B-1,2-xylose va a-1,3-
fucose 1a rat can thiét. Jansing va dong tac gai
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(2019) da st dung CRISPR/Cas9 dé tao cay
thudc 14 N. benthamiana san xuat protein tai to
hop thiéu a-1,3-fucose va p-1,2-xylose nho dot
bién cua sau gen khac nhau.

Ung dung hé théng CRISPR/Cpfl

Hé théng CRISPR/Cpfl da dugc ap dung
thanh cbng & cac loai thuc vat nhu laa (Tang et
al., 2017, 2018, 2019; Wang et al., 2017a, Li et
al., 2020b), dau tuong (Kim et al., 2017) thubc
la, ca chua, Arabidopsis (Bernabe-Orts et al.,
2019) va ngd (Lee et al., 2019). Pang chu vy,
khong c6 dot bién ngoai muc tiéu dugc phat hién
& Vi tri ngoai muc tiéu trong cay laa dugc chinh
stra bang LbCpf1, cho thay rang LbCpfl 1a mot
cdng cu chinh stra gen hiéu qua va chinh xac
(Tang et al., 2018). O ciy bong, Li va dong tac
gia (2019) da thanh cong trong chinh stra gen voi
hiéu suét chinh sira 87% va khdng c6 hién tuong
sai muc tiéu.

Jia va ddng tac gia (2019) di s dung
LbCasl2a dé chinh sira gen CsPDS & buoi
Duncan. Céc két qua cho thiy LbCas12a c6 thé
duoc sir dung dé chinh sira gen cay co6 mui. Pang
chi y 1a mét dong buéi Duncan chinh sira gen ¢
giam bat cac triéu ching bénh thdi cay do ching
Xanthomonas citri XccDpthA4: dCsLOB1.4 gay
ra. Dé cai thién thanh phan dau cua dau twong, hé
thong CRISPR/Cpf1 da dugc st dung dé tao dot
bién hai gen FAD2-1B va FAD2-1A. Két qua da
tao dugc cdy dau twong cho ning suat cao véi
nong do axit oleic dugc cai thién (Kim et al.,
2017).

Ung dung h¢ théng chinh sira base

Hé thing chinh sira base cytosine va adenine
da dugc sir dung thanh cbng trong cac loai cay
trdng chinh va cay mé hinh dé chinh sira céc gen
lién quan dén da hinh nucleotide don & IGa (Li et
al., 2017a; Shimatani et al., 2017; Tian et al.,
2018; Ren et al., 2018 ), lta mi (Zong et al.,
2017; Li et al., 2018b), ngb (Zong et al., 2017),
khoai tay (Zong et al., 2018; Veilet et al., 2019),
ca chua (Shimatani et al., 2017; Veilet et al.,
2019), dua hau (Tian et al., 2018), d4u tuong
(Cai et al., 2020) va cai dau (Cheng et al., 2021).
O lGa cac tinh trang nhu khang dao on (Ren et
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al., 2018), khang chat diét co (Li et al., 2018b;
Veilet et al., 2019), hay cac tinh trang vé ning
suat (Hua et al., 2018; Li et al., 2019a), chat
luong (Liet al., 2019a) da dugc cai tao thdng qua
BE. Kha ning khang chit diét co ¢ khoai tay, ca
chua, dua hau (Veilet et al., 2019; Tian et al.,
2018) hay nang suat ¢ lda mi (Li et al., 2018b)
va sy phan ly chromosome & ngb (Zong et al.,
2017) ciing da duoc cai tao nho sir dung hé thong
BE.

Wu va dong tac gia (2020) sira dung CBE
chinh stra gen BnALS1 & vi tri P197 tao duoc cay
cai dau khang chat diét c. Qin va dong tac gia
(2020) da phat trién mot hé thong GhBE3 bao
goém mién cytidine deaminase két hop véi nCas9
va UGI, dé chinh sira gen GhCLA (lién quan dén
phét trién cua luc lap) va GhPEBP (lién quan dén
phét trién canh) ¢ cay bong di nhan dugc hiéu
qua chinh sira cao (1én t6i 57,78%) va khdng co
chinh stra ngoai muc tiéu.

Xu va ddng tac gia (2021) da si dung hé
théng CBE véi viéc thiét ké 3 sgRNA nham ba
exon TS1, TS2 va TS3 caa gen Wxb dé tao hang
loat d6t bién c6 ham lwong amylose tir 1,4% —
11,9% va da diéu chinh chinh dugc ham luong
amylose & l0a tir 0% —12%. Két qua nay lam
phong phd thém ngudn vat liéu cho cac nha chon
gidng.

Ung dung hé théng chinh sira prime

Kha niang dic biét cua PE la sira ddi trinh ty
muc tiéu trong hé genh¢ gen cho nhitng tting dung
khac nhau trong sinh hoc thuc vat, bao gdm
nghién ctru co ban nhu phan tich thong luwong cao
vé chire ning gen dé cai thién viéc chi giai va tao
ra sy da dang di truyén nhan tao theo huéng tién
hoa, cling nhu tng dung thuc tlen phét trién cac
cay tréng duoc cai thién ning suét, khang bénh,
chéng chiu cac stress phi sinh hoc, va gia ting s6
lugng ciing nhur chat lwong céc chat hitu ich trong
thuc vat.

Hé thong PE da thanh cong trén cy lda (Li
etal., 2020g; Lin et al., 2020; Xu et al., 2020) va
Ita mi (Lin et al., 2020) trong viéc tao ra cac cay
chinh sira gen chiu chit diét co. Theo do6, su thay
thé nucleotide cua gen acetolactate synthase
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(ALS) noi sinh va ngoai sinh ¢ lta da thanh cong
véi tan s6 0,26 dén 2% (Butt et al., 2020), 14,3%
(Lin et al., 2020) va cao nhat 1a 26% (Xu et al.,
2020) con cua gen 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) la 2,22% (L. et al.,
2020a). O khoai tay tir boi, véi hé théng chinh
sira PE2, Veillet va dong tac gia (2020) da nhan
dugc 3 sy kién thay thé & locus muc tiéu ¢ gen
StALS1 va c6 téi 92% cay chuyén gen mang dot
bién. PE la hé théng chinh sira méi va con it
dugc nghién ciru nhung c6 nhidu hira hen trong
chinh stra gen thuc vat, tuy nhién, né can duoc
t61 wu hoa hon nira cac thanh phan va diéu kién.

THACH THUC POI VOI CHINH SUA HE
GEN O THUC VAT

Mac du chinh sura hé gen théng qua cac cong
cu chinh stra, dac biét 1a CRISPR/Cas da dat
dugc nhirng thanh tyu dang ké trong cai tién cay
trong, chinh stra hé gen con c6 nhiing thach thic
nhat dinh can duoc khic phuc dé phat trién hé
thdng chinh stra hiéu qua hon. Mot thach thirc
quan trong la phuong phéap chuyén cau trdc chinh
stra vao cay. Hién nay, cac phuong phap chuyén
c4u trlic chinh sira van dua trén cac phuong phap
Chuyen gen truyén théng. Cac phuong phép nay
déu mang tinh dac thu cho cac mo va kiéu gen
khac nhau va van con nhiéu han ché. Viéc bién
nap cau tric chinh sira méi han ché & mot sé ma,
maot s6 kiéu gen va mot s6 loai cay. Phat trién hé
théng bién nap rat quan trong cho hiéu qua chinh
sira hé gen. Tiép theo 1a thach thic vé véan dé
chinh stra ngoai muc tiéu va nguyén nhan cia van
dé nay, vi c6 nhiéu van dé an toan lién quan véi
cac san pham sinh hoc tir chinh sira hé gen. Tuy
nhién, dot bién ngodi muc tiéu co thé duoc phat
hién va loai bo thong qua su phan ly. Phat trién
cac hé théng CRISPR yéu cau PAM dai va thiét
ké SgRNA gén hon véi trinh ty myc tiéu, hay
pham vi chuyen d6i nucleotide rong hon (d6i voi
cac hé théng BE va PE) c6 thé gitp giam thiéu
cac chinh stra ngoai muc tiéu trong tuong lai.
Chinh vi vay, viéc téi uu hoa cac hé thdng chinh
sira va phét trién céc hé thong chinh sira chinh
Xac va hiéu qua hon luén 1a nhiém vu quan trong
cua chinh stra hé gen ndi chung va chinh sira hé
gen & thuc vat n6i riéng. Loai bo T-DNA va ciu

tric chinh sira dé nhan cay chinh sira gen khong
mang gen chuyén ngoai lai ciing 1a mét thach
thirc ddi véi chinh sira gen, dic biét 1a d6i voi cac
loai cay sinh san vo tinh. Ddi vai cac cdy sinh san
hiru tinh, viéc loai bo gen chuyén ngoai lai c¢6 thé
thuc hién thdng qua phan ly di truyén tuy nhién
ty 1& cdy khdng mang gen chuyén kha thap va
phai tén thoi gian. Chuyén cac ban sao in vitro
cua Cas9 va sgRNA hay céc ribonucleoprotein la
cac giai phap cho vén dé nay.

Vi vige khai thac céc y twong sang tao cua
sinh hoc hé thdng, sinh hoc tong hop, giai trinh
tu thé méi va nhirng phat trién méi nhat vé cac
phuong phap tiép can hé gen chirc niang, két hop
véi cac cdng cu chinh sira hé gen chinh xac va
hi¢u qua s& cho phép phat trién cay trong thdng
minh Vv&i ning suit cao hon va chat luong tét
hon. Trong twong lai gin, cong nghé
CRISPR/Cas, BE va PE c6 thé duoc két hop va
thiic day cac chuong trinh tao glong dé céach
mang héa nén ndng nghi¢p toan Cau VA tao ra cac
san pham cay trong an toan.

KET LUAN

Cac cbng nghé chinh stra hé gen théng qua
cac cong cu chinh sira khac nhau haa hen cho
chinh sira gen hiéu qua va chinh xac khi trinh tu
cac gen muc tiéu dugc xac dinh. Nhirng cdng cu
nay, dac biét Ia su don gian, linh hoat va hiéu qua
cua hé thong CRISPR/Cas gitp chinh stra gen
chinh xac dé cai tién cay trong thong qua gdy dot
bién c6 muc tiéu hodc chén/xodalthay thé tai bat
ky vi tri gen nao trong cay trong. Nhitng cong cu
nay c6 thé tao ra cac giong mai thong qua chinh
sra hé gen mét cach truc tiép va trong nhiéu
truong hop, dat hi¢u qua tuong duong phuong
phap chuyen gen nhung c6 thé tao ra cac giong
mai ma khong Can dua gen la vao hé gen thuc
vat. Do dé, cac gidng cy trdng méi duoc tao ra
bang cac cong cu chinh stra h¢ gen phu hop co
thé duoc coi la cay trong khong chuyen gen, va
vi thé c6 thé duoc chap nhan hon & cac quoc gia
noi ma cay trong bién doi gen bi céng ching tir
chéi. Nhiéu tinh trang ndng sinh hoc quan trong
nhu tinh khang bénh, kha nang chéng chiu cac
yéu td bét lgi ciia moi trudong, ning suét, chat
lugng v.v da dugc cai thién théng qua chinh sua
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hé gen. Tuy nhién, van con nhiéu thach thic vé
d6 chinh xac va hiéu qua nhu phuong phap
chuyén nap cau tric chinh stra, sy chinh sta
ngoai muc tiéu va hiéu suat chinh sira thap can
phai giai quyét. Xong, ching ta tin rang nhing
rao can nay sé dugc thao g& va cac cong cu chinh
stra hé gen & thyc vat sé tiét kiém thoi gian va
cho hiéu qua cao, dic biét la hé thong
CRISPR/Cas, hé thdng chinh str base va hé théng
chinh sira prime chéc chin sé trg thanh céc cong
cu tao giéng cay trong phé bién trong twong lai.
Ngoai ra, su két hop cac cong cu chinh sira hé
gen vai nhitng cdng nghé tao gidng khac sé tao
ra cac cdy trong c6 kha nang chong chiu diéu kién
ngoai canh bét loi, chiu bénh, c¢é chat lwgng dinh
dudng, hinh théai phi hop va ning suit cao.
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SUMMARY

Genome editing technology is the genome modification techniques, such as targeted mutagenesis
or insert/delete/replacement at specific locations in the genome of living organisms. Genome editing
is based on the creation of double sequence break (DSB) in a specific location and DNA repair via
nonhomologous end joining (NHEJ) or homology direct repair (HDR). The development of sequence-
specific nuclease (SSN) allows precise editing of the target gene. These SSNs include: meganuclease
(MN), zinc finger nuclease (ZFN), transcription activator-like effector nuclease (TALEN) and
CRISPR-associated nuclease (Cas) including CRISPR/Cas9 (from Streptococcus pyogenes) and
CRISPR/Cpf1 (from Prevoltella and Francisellal). These are the genome editing tools used to create
DSBs at specific locations of the genome. Recently, the base editing (BE) and prime editing (PE)
tools have been reported. This review will cover the basics of these tools and their application in
genome editing in plants, especially providing the most up-to-date information on their application in
crop improvement.

Keywords: genome editing, DNA double strand breaks, sequence-specific nuclease, targeted gene,
plants
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