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'AL (Transcription activator like effector); protein này liên kết vói các yếu tố cis đặc trưng

TÓM TẮT

Bệnh bạc lá lúa do vi khuẩn Xanthomonas oryzae^v. oryzae (Xoo) gây ra những thiệt hại nghiêm trọng cho 
sản xuất lúa gạo của nhiều quốc gia châu Á và châu Phi. Trong quá trình xâm nhiễm vào cây chủ, Xoo tiết ra 
protein đặc biệt
trên vùng promo :er và hoạt hóa biểu hiện của một số gen trong hệ gen cây chủ để phục vụ cho quá trinh 
sinh trưởng và láy nhiễm của vi khuẩn trong cây. Trong nghiên cứu này, đã nghiên cứu TALome của 3 
isolate (chủng phân lập) Xoo đại diện của Việt Nam. Isolate vxo_ll mang gen /a/mã hóa protein AvrXa7 và 
PthXo2B; trong Ihi VXO_60 và VXO_96 mang gen mã hóa TAL AvrXa7 và PthXo2A. Bốn trình tự crRNA 
(CRISPR RNA) đặc hiệu cho 2 vị trí DNA liên kết vói TAL AvrXa7 và PthXo2A trên promoter 0sSWEET13 
và OsSWEET14(ủa giống lúaTBR225 đã được thiết kế bàng các công cụ tin sinh. Các crRNA đã đưọc ghép 
nối vào vị trí 2?ộZI và Bsãl trên vector trung gian pENTR4; toàn bộ cấu trúc biểu hiện sgRNA đã đưọc 
chuyển vào vector pCas9 để tạo cấu trúc T-DNA biểu hiện phức hệ CRISPR/Cas9 (Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) hoàn chỉnh gây đột biến đồng thời hai 
promoter 0sSWEET13 và 0sSWEET14 của lúa TBR225. Đây sê là tiền đề cho việc tạo giống lúa TBR225 
mới kháng bệnh bạc lá phổ rộng bằng công nghệ CRIPSR/Cas9.

Từ khóa: Bạc lá, CRISPR/Cas9, SWEET, TAL, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

1. ĐẶT VÂNĐÉ

TAL effector đưcc tạo ra từ các vi khuẩn gây 
bệnh thực vật thuộc chi Xanthomonas trong đó có 
Xoo là một vũ khí phân tử được tiêm vào tế bào nhân 
thực làm thay đổi quá trình phiên mã của cây chủ. 
Sau khi đi vào cây chủ, TAL effector định vị trong 
nhân tế bào và liên kết với trinh tự promoter của gen 
nhiễm "S" (subceptibil 
của chúng, tạo điều 
khuẩn [3], Nhiều ng 
biến xuất hiện tại 
element) trên vùng promoter của các gen 5 này có 
thể giúp cây lúa chống lại sự xàm nhiễm của chủng 
Xoo tương ứng [6, 9,10, 20],

Đa số các TAL elector của các chủng Xoo tấn 
công vào ít nhất một 
gen mã hóa protein 
(Sucrose-efllux transporter) [1, 16]. Các gen 
OsSWEETll và OsSỈ TET13 là gen s của quần thể 
Xoo châu Á mang protein TAL PthXol và PthXo2 
[20], Tương tự, các chủng Xoo châu Á mang protein 

lity) và hoạt hóa sự biểu hiện 
kiện cho sự nhân lên của vi 

;hiên cứu đã chứng minh đột 
vị trí EBE (effector-binding

trong ba thành viên thuộc họ 
vận chuyển đường SWEET

TAL AvrXa7 và PthXo3 và các chủng châu Phi mang 
protein TAL TalC và Tal5 tấn công vào các EBE 
tương ứng nằm trên promoter 0sSWEET14 [10, 1]. 
Như vậy, khi phân tích TALome các chủng vi khuẩn 
Xoo sẽ giúp xác định được EBE tương ứng nằm trên 
promoter của gen S; từ đó thiết kế hệ thống chỉnh 
sửa gen nhằm tăng cường tính kháng bệnh bạc lá 
cho cây trồng.

Hệ thống CRISPR/Cas9 là một trong những 
công cụ chỉnh sửa hệ gen hữu hiệu nhất hiện nay. Cơ 
chế hoạt động của CRISPR/Cas9 về cơ bản là quá 
trình sgRNA (single guide RNA) điều tiết 
endonuclease Cas9 cắt đặc hiệu DNA sọi đôi, từ đó 
hoạt hóa hệ thống sửa chữa đứt gãy mạch đôi 
(Double-Strand Break-DSB) vốn có của tế bào [4], 
tạo ra đột biến tại vị trí mong muốn trong hệ gen. Do 
đó, công nghệ này rất phù họp vói các nghiên cứu cải 
tiến tính kháng bệnh bạc lá cho các giống lúa nhạy 
cảm với bệnh bạc lá thông qua việc chỉnh sửa các 
trình tự EBE trên gen s.

Nghiên cứu này đã tiến hành phân tích TALome 
của một số chủng Xoo đại diện của Việt Nam để xác 
định chính xác trình tự EBE và gen s trong hệ gen 
giống lúa TBR225 và thiết kế cấu trúc CRISPR/Cas9 
nhận biết các EBE này. Kết quả nghiên cứu là tiền đề 
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cho các nghiên cứu cơ chế gây bệnh ở mức phân tử 
của Xoo trên lúa TBR225, từ đó hướng tới mục tiêu 
tạo ra giống lúa TBR225 cải tiến kháng bệnh bạc lá 
phổ rộng.

2. VẬT UỆU VÀ PHUONG PHÁP NGHIÊN cuu

Các chủng vi khuẩn Xoo do Bộ môn Bệnh học 
phân tử (Viện Di truyền Nông nghiệp) thu thập ở 3 
tỉnh/thành, trong các giai đoạn khác nhau, lưu giữ và 
cung cấp [17].

2.1. Vật liệu nghiên cứu

Bảng 1. Danh sách các chủng Xoo đại diện sử dụng trong nghiên cứu

STT Tên Địa điểm thu thập Năm thu thập
Mức độ hoạt hóa gen

OsSWEET13 OsSWEET14
1 vxo_ll Hà Nội 2013 - 4-4-

2 VXOJ50 Nghệ An 2017 +4- +
3 VXO_96 Hải Phòng 2016 ++ 4-4-

2.2.3. Thiết kế T-DNA mang cấu trúc biểu hiện 
sgRNA chỉnh sửa đa gen

Vector pENTR4-vl, pENTR4-v2 và pCas9 do 
nhóm nghiên cứu của tiến sĩ Sebastien Cunnac 
(Trung tâm Nghiên cứu vi sự phát triển - Montpellier, 
Pháp) cung cấp, được thiết kế dựa trên bộ khung 
vector pCAMBIA1300 (Marker Gene Technologies, 
Hoa Kỳ) và pENTR4 (Invitrogen, Hoa Kỳ). Các 
oligonucleotide dùng cho PCR được thiết kế và đặt 
mua từ hãng Sigma (Hoa Kỳ).

2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Giải trình tựgen tal của vi khuẩn Xoo
Một khuẩn lạc được cấy ria trên môi trường PSA 

ở 28°c trong 48 giờ. DNA tổng số được tách chiết từ 
vi khuẩn Xoo bằng bộ kit Wizard® Genomic DNA 
Purification (Promega). Mẫu DNA của vi khuẩn Xoo 
được gửi giải trình tự và phân tích tại Trung tâm 
Nghiên cứu vì sự phát triển (Montpellier, Pháp). 
Trinh tự đích của protein TAL được dự đoán bằng 
công cụ Tal-vez v.3.1.

2.2.2. Thiết kế trình tựgRNA
Trình tự crRNA đặc hiệu cho promoter 

0sSWEET13 và OsSWEETU của lúa TBR225 (gọi 
tắt là SW13-TBR và SW14-TBR) được thiết kế bằng 
phần mềm CRISPR-P v2.0 (http://crispr.hzau. 
edu.cn). cấu trúc bậc II của các crRNA được phàn 
tích bằng phần mềm Mfold 2.3 (http://unafold 
.ma.albany.edu). Các trình tự DNA tương đồng với 
các gRNA trong hệ gen lúa được xác định bằng phần 
mềm CCTop (https://cctop.cos.uni-heidelberg). 
Trinh tự hệ gen lúa được tham chiếu từ cơ sở dữ liệu 
trên ngân hàng gen Ensemble Plants (http://plants. 
ensemble.org). Các trình tự gRNA đặc hiệu được lựa 
chọn dựa trên vị trí cắt DNA của Cas9 trên promoter 
đích, hàm lượng GC, sự có mặt của Guanine ở đầu 5’, 
khả năng hình thành và duy trì cấu trúc bậc II ổn 
định, số lượng và trí trí đoạn DNA tương đồng xuất 
hiện trong hệ gen lúa [12].

gRNAl-SW13 & gRNA2-SW13 và gRNAl-SW14 
& gRNA2-SW14 được lần lượt chèn vào vị trí enzyme 
A/gZI và Bsa\ nằm sau vùng promoter U6 trên 
pENTR4-vl và pENTR4-v2 nhờT4 DNA ligase để tạo 
vector tái tổ họp pEN/gRNA-SW13 và pEN/gRNA- 
SW14. Tiếp theo, hai vector tái tổ họp được xử lý 
đồng thời bằng Noă/Xhoỉ; hai cấu trúc biểu hiện 
sgRNA chỉnh sửa EBE PthXo2A (JU6:gRNA-SW13j) 
trên được ghép vào vector pEN/gRNA-SW14 mạch 
thẳng để tạo thành vector tái tổ họp pEN/gRNA- 
SW13::SW14 (Hình 1).

Hình 1. Sơ đồ thiết kế vector pCas9/gRNA- 
SW13::SW14

Ghi chú: (crRNA) CRISPR RNA; (tracrRNA) 
trans-activating crRNA; (attRl, attR2, attLl và attL2): 
trình tự nhận biết của LR clonase; (U6): promoter 
U6; (TER): vùng kết thúc phiên mã; (Ubiquitin): 
promoter Ubiquitin; (NOS): vùng kết thúc phiên mã 
NOS; (ccdB): gen độc gây chết tê bào vi khuẩn 
(control of cell death B gene); (cmR): gen kháng 
kháng sinh Chloramphenicol (Chloramphenicol 
resistance protein); (Cas9): trình tự mã hóa protein 
Cas9; (RB): bờ phải (right border); (LB): bờ trái (left 
border).

12 NÔNG NGHIỆP VÀ PHÁT TRIÊN NÔNG THÔN - KỲ 1 - THÁNG 6/2022



KHOA HỌC CÔNG NGHỆ

,3-Rv (5’-TGTTGAGTTGTGGT 
5’- GTGTGAGAGGAACGAAG

Đoạn trình tự chứa 4 cấu trúc biểu hiện sgRNA 
chỉnh sửa EBE AvrXa7 và PthXo2A (JU6:gRNA- 
SW13:SW14J) được ghép nối pUbi/Cas9 bằng hệ 
thống Gateway (Invitrogen, Hoa Kỳ) (Hình l). 
Vector tái tổ họp pCas9/gRNA-SWl3::SWl4 được 
kiểm tra bằng PCR với 3 cặp mồi Ubi-F/Cas9-t-R (5- 
CCCTGCCITCATACGCTATT-3 ’ và 5’- GCCTCGGCTG 
TCTCGCCA-3’; nhân bản đoạn DNA 0,36 bp); gRNAl- 
SWl3Fw/gRNA2-SW: 
GCTTTTATAT-3’ và
GGAGTTG-3’; nhân bằn đoạn DNA 0,44 bp), gRNAl- 

SWl4-Fw/gRNA2-SWl4 -Rv (5’-TGTTGCTT AGCAC 
CTGGTTGGAGG-3’ và 5’- AAACGGTTGGAGGGGT 
TTATATAC-3’; nhân bản đoạn DNA 0,44 bp) và giải 
trình tự DNA.

3. KẾT QUÀ NGHIÊN cuu

3.1. Nghiên cứu TALome vi khuẩn Xoo đại diện 
của Việt Nam

Để xác định trình tự các EBE có thể liên kết với 
protein TAL của các isolate Xoo Việt Nam (gọi tắt là 
VXO), 3 isolate vxo_ll, VXO_60 và VXO_96 (đại 
diện cho 3 vùng trồng lúa ở Hà Nội, Nghệ An, Hải 
Phòng) đã được lựa chọn giải trình tự nucleotide 
vùng gen talva xác định trình tự axit amin suy biến 
trên protein TAL. Dựa vào trình tự axit amin của 
protein TAL, trình tự EBE liên kết vói các TAL của 3 
chủng Xoo này đã được giải mã.

Kết quả giải mã trình tự axit amin suy biến đã 
xác định được isolate vxo_ll mang hai gen ía/mã 
hóa hai protein TAL liên kết vói hai EBE đã biết là 
AvrXa7 (Hình 2) và PthXo2B (Hình 3) [14], Trong 
khi đó, VXO_60 và VXO_96 có hai gen tal mã hóa 2 
protein TAL liên kết vói 2 EBE AvrXa7và PthXo2A. 
Kết quả này cho thấy các isolate vxo khi xâm nhiễm 
vào cây chủ có thể có thể hoạt hóa biểu hiện của các 
gen chứa một trong các trình tự EBE AvrXa7, 
PthXo2A và PthXo2B trong vùng promoter.

®®a> §0SBBBS0S8S8BBSB008SBBSB0SB
GSS) §88B8B8B8SS8SBB0@aSaSSaB088a

8H88H88888888BB88888S8S8S880 
888868888888888800898888880  

400 4Ị0

PXO86 (AvrXa7) ■

vxo_11

VXO_60

VXO_96 -

SW14-TBR $•

Hình 2. Dự đoán vị trí EBE trên promoter SWỈ4-TBjR]iên kết với TAL của vxo

Ghi chú: Trình tự axit amin suy biến của protein TAL của 3 chủng Xoo Việt Nam (VXO_11, VXO_60, 
VXO_96) được so sái vói chủngXoo tham chiếu của Philippin (PXO86) mang T4Z AvrXa7.

3*0  370 3*0  330 *ọo

PXO71 (PthXo2.

VXOJ

VXOJ

Swl3-TBR

M OJQMB 86888888888888888888838
88888888888888888888888

« oxxe 88888888888888888888888
r- V e T c c|T t t .........o.................................. ■.... ............. T.... . ...............

<30 <40 4ỊO

PXO61 (Píhxo2B) OEM 868886B86H888B80S088BSS
VXO_11 Cũũts 88S8888868BBH88HBSB8888

SW13 — Nìp

Hình 3. Dự đoán vị trí EBE trên SI47J-77?7?hên kết vói TAL của vxo

Ghi chú: Trình tự axit amin suy biến của protein TAL của Xoo Việt Nam (VXO_11, VXO_60, VXO_96) 
được so sánh với chủng Xoo tham chiếu của Phỉlippin (PX071 và PX061) mang lần lượt TAL PthXo2A và 
PthXo2B. (SW13-Nip): trình tự promoter OsSWEET13 của giống lúa Nipponbare.

Trong nhiều nghiên cứu trước đây, một số gen (OsSWEET) mã hóa cho các protein vận chuyển
thuộc nhóm III của họ gen SWEET (Sugars Will sucrose từ nhu mô tói mạch dẫn của mô libe [5], bao
Eventually be Exported Transported) của lúa gồm: OsSWEETll, OsSWEET13vằ OsSWEETỈ4âã
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được chứng minh là gen s đối với Xoo [2, 16]. Khi 
xâm nhiễm vào cây lúa, Xoo sẽ hoạt hóa các gen này 
để cung cấp nguồn dinh dưỡng cho sự sinh trưởng 
của vi khuẩn trong cây chủ [16], Gần đây, Phạm 
Phương Ngọc và cs (2022) đã xác định cây lúa 
TBR225 khi được lây nhiễm với 3 isolate vxo_ll, 
VXO_60 và VXO_96 có sự tăng biểu hiện của 2 gen 
OsSWEET13 và OsSWEET14 vói các mức độ khác 
nhau (nghiên cứu chưa công bố) . Kết quả phân tích 
trình tự SW13-TBR và SW14-TBR cho thấy, các 
promoter này có chứa lần lượt EBE PthXo2A và 
ư4vrĩa7[15]. Như vậy, kết họp các phát hiện về trình 
tự promoter OsSWEET của lúa TBR225 và gen tal 
của vi khuẩn Xoo, cùng vói kết quả phân tích biểu 
hiện gen, OsSWEET14 được dự đoán là gen Scủa cả 
3 isolate Xoo đại diện; trong khi OsSWEET13 được 
dự đoán là đích tấn công của 2 isolate VXO_60 và 
VXO_96. Hai vị trí EBE PthXo2A và Zle/AaZnam trên 
2 promoter này chính là mục tiêu cần chỉnh sửa bằng 
hệ thống CRISPR/Cas9 để tạo tính kháng bạc lá phổ 
rộng của giống lúa chủ lực TBR225.

3.2. Thiết kế cấu trúc sgRNA chỉnh sửa SW13- 
TBRvà SW14-TBR

Hệ thống chỉnh sửa gen CRIPSR/Cas9 là một 
trong những công nghệ chỉnh sửa gen tiềm năng để 
cải tạo tính trạng của cây trồng. Hệ thông này hoạt 
động dựa trên hai thành phần chính là: (i) protein 
Cas9 có hoạt tính endonuclease, (ii) phân tử sgRNA 

dẫn đường cho phức hệ tói vị trí cần cắt được đặc 
hiệu bởi đoạn trình tự dài khoảng 20 nucleotide 
(crRNA) nằm ở đầu 5’ [4]. Để phục vụ nghiên cứu 
chỉnh sửa các trình tự EBE nằm trên SW13-TBRvà 
SW14-TBR, các crRNA đã được thiết kế bằng phần 
mềm CRISPR-P v2.0.

Kết quả thu được 56 trình tự crRNA, trong đó 20 
trình tự crRNA chỉnh sửa EBE PthXo2A và 36 trình 
tự crRNA chỉnh sửa EBE AvrXa7 (dữ liệu không 
được trinh bày). Để đảm bảo khả năng biểu hiện và 
hiệu quả hoạt động của sgRNA 11 trình tự crRNA đã 
được lựa chọn (Bảng 2, hình 4) tuân thủ đầy đủ các 
điều kiện (1) có vị trí cắt DNA nằm trên trình tự đích, 
(2) bắt đầu bằng Guanine (G) hoặc có thể bổ sung 
thêm G ở đầu 5’, (3) hàm lượng GC từ 30-80%, (4) có 
khả năng hình thành sgRNA có cấu trúc bậc II ổn 
định (duy trì cầu trúc vòng loop RAR, SL2 và SL3), 
(5) tổng số cặp bazơ (TBP-total base pairs) < 13, (6) 
số cặp bazơ liên tục (CBP-consecutive base pairs) < 
8, (7) số cặp bazơ bên trong cấu trúc crRNA (IBP- 
intemal base pairs) < 7 [7,12], Hai trình tự crRNA có 
điểm On-score cao nhất và vị trí cắt DNA khác nhau 
đặc hiệu cho mỗi promoter đã được lựa chọn cho thí 
nghiệm thiết kế cấu trúc T-DNA chỉnh sửa sgRNA, 
bao gồm crRNA13-l và crRNA13-4 đặc hiệu cho 
SW13-TBRvà crRNA14-l và crRNA14-3 đặc hiệu cho 
SW14-TBR

Bảng 2. Trình tự crRNA chỉnh sửa SW13-TBRvà SW14-TBR

Tên Trình tự crRNA5’-3’
Kích 
thước

TBP CBP IBP GSL
%

GC
On score

Đích tác 
động

crRNA13-l GAGAGGAACGAAGGGAGTTG 20 12 3 0 0 55 0,3028 PthXo2A
crRNA13-2 GAGTTGTGGTGCTTTTATAT 20 10 5 0 0 35 0,0448 PthXo2A
crRNA13-3 GGAGTTGTGGTGCTTTTATAT 21 12 6 0 0 40 0,0448 PthXo2A
crRNA13-4 GGAGAGGAACGAAGGGAGTTG 21 10 4 0 0 55 0,3028 PthXo2A
crRNA14-l GCTTAGCACCTGGTTGGAGG 20 10 6 0 0 60 0,4770 AvrXa7
crRNA14-2 GAGCTTAGCACCTGGTTGGAGG 22 10 6 0 0 59 0,4770 AvrXa7
crRNA14-3 GTATATAAACCCCCTCCAACC 21 2 2 0 0 48 0,1307 AvrXa7
crRNA14-4 GAGCTTAGCACCTGGTTGGA 20 10 6 0 0 55 0,1117 AvrXa7
crRNA14-5 GAGCTTAGCACCTGGTTGG 19 10 6 0 0 58 0,0660 AvrXa7
crRNA14-6 GCTTAGCACCTGGTTGGAG 19 10 6 0 0 58 0,0631 AvrXa7
crRNA14-7 GAGCTTAGCACCTGGTTGGAG 21 10 6 0 0 57 0,0631 AvrXa7

Ghi chù: (% GC) tì lệ phần trăm GC; (TBP) tổng sô' cặp bazơ; (CBP) số cặp bazơ liên tục; (IBP) số cặp 
bazơ trong cấu trúc của crRNA; (GSL) vòng loop bị phá vỡ cấu trúc; PthXo2: EBE trên promoter SW13-TBR; 
AvrXa7: EBE trên promoter SW14-TBR; (On score) điểm dự đoán khả năng nhận biết đúng vị trí đích (từ 0,00 
-1,00).
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nhận biết sai vị trí (off-target) 
igRNA [4]. Kết quả phân tích 
LJ thấy tất cả các trình tự tương

Các trình tự crRNA tiếp tục được phân tích 
bằng công cụ CRISPR trong phần mềm CCTop để 
dự đoán tính đặc hiệu của các trình tự crRNA nhằm 
giảm thiểu khả năng 
của phức hệ Cas9/sj 
thu được (Bảng 3) ch 
đồng với các crRNA đều nằm trên vùng intron 
(ciRNA13-l) hoặc 
(crRNA13-4; crRNA.'4-l và crRNA14-3). Do đó, 
trong trường họp phirc hệ CRISPR/Cas9 hoạt động 
không đặc hiệu cũng sẽ không gây ảnh hưởng tới 
hoạt động bình thườig của các gen khác trong hệ 
gen lúa [12, 8].

à nằm xa gen chức năng

Hình 4. Cấu trúc bậc II của sgRNA mang crRNA13-l

Ghi chú: Mô hình cấu trúc bậc II được dự đoán

Bảng 3. Các trình tự crRNA tương đồng trong hệ gen lúa

bẳngphần mềm Míoịd 2.3 mang vùng crRNA và các

Tên Trình tự tương đồng1 Vị trí Khoảng cách2 Mã số
crRNA13-l GCGAGGCA[GGGAGGGAGTTG] I 1459 0s01g0337500
crRNA13-4 AATTTGTC [GTGITITIAIAP] - 1658 0s07g0229990

crRNA14-l GCAGAGAAtGCTGGTTGGAGG] - 8607 0sl0g0409556
acatagcaĨcctggctagagg] - 8383 Gs01g095607

crRNA14-3
CơrAAAAA[CTCCCTCCAACC ] - 6651 0sllg0562600
aatatttaÌctccctccaacc] - 23528 0sllg0146800
cacatgaaÌcccccaccaacc] - 15618 0sllg0530600

Ghi chú: Chữ tro. Ig ngoặc [1 thể hiện trình tự tưong đồng với vùng lõi (12 nu) của crRNA; chữ in đậm thể 
hiện vị trí sai khác so I

3.3. Thiết kế cấu
7S/?và SW14-TBR

vói vị trí Nu tưong ứng trên crRNA. 
trúc T-DNA chỉnh sửa SW13-

Để tạo ra cấu trúc biểu hiện phức hệ 
sửa đồng thòi EBE PthXo2ACRISPR/Cas9 chỉnh 

trên SW13-TBRvà EÉE ^rrAa/trên SW14-TBR, bốn 
trinh tự crRNA13-l crRNA13-4 và crRNA14-l & 
crRNA14-3 đã được Jan lượt ghép nối vào cấu trúc 
biểu hiện sgRNA trên khung vector pENTR4. Đoạn 

cấu trúc vòng loop: Stem loop RAR (repeat and anti
repeatregion), Stem loop2 và Stem loop3.

Như vậy, tổng họp các kết quả phân tích, 
crRNA13-l & crRNA13-4vA crRNA14-l & crRNA14-3 
sẽ lần lượt được sử dụng cho nghiên cứu gây đột biến 
EBE PthXo2A trên SW13-TBR (gọi tắt là gRNAl- 
SW13 và gRNA2-SW13) và AvrXa7 trên SW14-TBR 
(gọi tắt là gRNAl-SW14 và gRNA2-SW14) theo cơ 
chế ghép nối điểm cuối không tương đồng (Non- 
homologous end joining) bằng hệ thống chỉnh sửa 
gen CRISPR/Cas9 [4],

Trước đây, để tạo cải tiến tính kháng bạc lá ở 
lúa, Zeng (2018) hay Kim (2019) đã thiết kế sgRNA 
nhận biết vùng exon I và exon III để bất hoạt gen 
OsSWEET14 [19] và OsSWEET13 [11]. Trong một 
nghiên cứu khác, Zafar (2020) gây đột biến 4 EBE 
PthXo3, AvrXa7, TalF, TalC trên promoter 
OsSWEET14 của giống lúa Super Basmati bằng 3 
sgRNA khác nhau [18]. Tương tự, hai nghiên cứu 
gần đày ở Việt Nam cũng thiết kế 1 trình tự sgRNA 
để đồng thời chỉnh sửa vị trí EBE 
PthXo3/AvrXa7/TalF trên OsSWEET14 của giống 
lúa TBR225 và Bắc thơm 7 [17, 15]. Trong nghiên 
cứu này, 4 trình tự sgRNA nhận biết vị trí AvrXa7 
trên OsWEEET14vĩl PthXo2A\rén OsSWEET13 đã 
được lựa chọn để thiết kế cấu trúc CRISPR/Cas9 
nhằm tạo tính kháng bạc lá phổ rộng cho giống lúa 
TBR225.

trình tự DNA mang 4 cấu trúc biểu hiện sgRNA 
[U6:gRNA-SW13:SW14] được ghép nối vào vector 
nhị phân pUbi/Cas9 mang cấu trúc biểu hiện protein 
Cas9 [Ubiquitin:Cas9:NOSJ bằng enzyme LR 
clonase. Plasmid tái tổ họp được tách chiết từ thể 
biến nạp dương tính và kiểm tra sự có mặt của cấu 
trúc biểu hiện của 4 sgRNA bằng phương pháp PCR. 
Kết quả thu được cho thấy các sản phẩm PCR với cặp 
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mồi Ubi-R/Cas9-t-R (đặc hiệu cho cấu trúc 
[Ubiquitin:Cas9:NOSJ) và gRNAl-SW13-Fw/gRNA2- 
SW13-R.V (đặc hiệu cho cấu trúc [U6:gRNA-SW13J), 
gRNAl-SW14-Fw/gRNA2-SW14-Rv (đặc hiệu cho 
cấu trúc [U6:gRNA-SW14j) có kích thước lần lượt 
khoảng 0,36 bp, 0,44 bp và 0,44 bp phù họp với kích 
thước theo tính toán lý thuyết.

Hình 5. Kiểm tra vector tái tổ họp 
pCas9/gRNASW13::SW14

Ghi chú: Sản phẩm PCR được điện di trên gel 
agarose 1%. Giếng 1, 3 và 5: đối chứng âm (không có 
DNA khuôn); giếng 2, 4 và 6: khuôn là pCas9/gRNA- 
SW13::SW14; giếng 1 và 2: PCR với cặp mồi gRNAl- 
SW13-Fw/gRNA2-SW13-Rv; giếng 3 và 4: PCR với 
cặp mồi gRNAl-SW14-Fw/gRNA2-SW14-Rv; giếng 5 
và 6: PCR với cặp mồi Ubi-F/Cas9-t-R; M: thang 
chuẩn DNA 1 kb.

Để khẳng định sự ghép nỗi chính xác của các 
trinh tự crRNA đích trong vector pCas9/gRNA- 
SW13::SW14, vector tái tổ họp đã được giải trình tự 
nucleotide. Kết quả phân tích trinh tự (Hình 6) cho 
thấy các crRNA đích đã được chèn chính xác vào 
giữa tracrRNA và promoter U6 trong cấu trúc biểu 
hiện sgRNA. Các kết quả thu được chứng tỏ cấu trúc 
T-DNA mang cấu trúc biểu hiện phức hệ 
CRISPR/Cas9 gây đột biến đồng thời 2 vị trí EBE 
PthXo2Avà AvrAaZtren SW13-TBRvà SW14-TBRđẫ 
được thiết kế thành công.

500 310 520 550
CGCTTGTGTTGAGTT GT GGTGCTTTTATAT GTTTTAGA

U6 gRNAl-SW13 tracrRNA

U6 gRNA2-SW13 tracrRNA

c

tracrRNA gRNAl-SW14 U6
" 770 ~ ■*

CTAAAACccT CCAACCAGGTGCTAAGCAACACAAGCG

720 750 740 750
3TCGCTTGTG TGAG AGGAACG AAGG G AG T T G GT TT T AG

tracrRNA gRNA2-SW14 06
jĩô ~ ' 370
CT AAAAC G GTT GG AG G GGGT T TAĨ ATAC ACA c G AG c G A

Hình 6. Giải trình trình tự pCas9/gRNA-SW13::SW14

Ghi chú: Một phần vector pCas9/gRNA-SW13:SW14 được giải trình tự nucleotide. Trình tựcáccrRNA đã 
được ghép nối vào vị trí giữa promoter U6 và tracrRNA

Trong các nghiên cứu tưong tự, cấu trúc biểu 
hiện sgRNA có thể được thiết kế bằng nhiều phưong 
thức khác nhau, trong đó phổ biến nhất là sử dụng 
kỹ thuật overlapping-PCR. Để biểu hiện phức hệ 
Cas9-sgRNA trong tế bào lúa, các tác giả thường thiết 
kế cấu trúc biểu hiện sgRNA điều khiển bởi 
promoter U3 hoặc U6 và cấu trúc biểu hiện Cas9 
điều khiển bởi promoter Ubiquitin nằm trên cùng 
một hệ vector nhị phân nhằm thuận tiện cho bước 
biến nạp vào tế bào chủ. Hệ thống vector này được 
chứng minh là có khả năng đồng nhất, hiệu quả và 
tạo ra nhiều đột biến có thể di truyền [13]. Trong 
nghiên cứu này, cấu trúc biểu hiện sgRNA điều 
khiển bởi promoter U6 nhận biết đồng thời vị trí của 
2 EBE (PthXo2A và AvrXaA trên SW13-TBR và 

SW14-TBR đã được tạo ra bằng kỹ thuật ghép nối 
DNA sử dụng enzyme cắt giới hạn và LR clonase. 
Vector tái tổ họp tạo ra mang đầy đủ các cấu trúc 
biểu hiện phức hệ protein-RNA chỉnh sửa SW13-TBR 
và SW14-TBR sẽ được sử dụng cho nghiên cứu 
chỉnh sửa gen thông qua trung gian Agrobacterium 
sau này.

4. KẾT LUẬN

Đã xác định được isolate vxo_ll mang gen mã 
hóa protein TAL AvrXa7 và PthXo2B, VXO_60 và 
VXO_96 mang gen mã hóa protein TAL AvrXa7 và 
PthXo2A. Bốn trình tự crRNA nhận biết 2 EBE 
AvrXa7 và PthXo2A trên SW13-TBRvà SW14-TBR 
đã được xác định bằng công cụ tin sinh học. cấu trúc 
T-DNA biểu hiện phức hệ chỉnh sửa gen 
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CRISPR/Cas9 mang đồng thời 4 crRNA gây đột biến 
SW13-TBR và SW14-TBR đã được thiết kế và kiểm 
tra bằng giải trình tự Nu.

Kết quả nghiên cứu là tiền đề cho các nghiên 
cứu sâu hon về vai trò của OsSWEET13 và 
OsSWEET14\ién quan tới tính mẫn cảm vói vi khuẩn 
Xoo của giống lúa TBR225, từ đó hướng tói việc tạo 
ra giống lúa mới kháng bệnh bạc lá phổ rộng.
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Summary

Bacterial leaf blight (BLB) disease is caused by Xanthomonas oryzaeyv. oryzae (Xoo), which leads to 
severe rice yield losses in many Asian and African countries. Xoo secretes special proteins called TALs 
(Transcription activator like effectors), which bind to specific cis elements located on the promoter region 
of host genes and activates them to serve its growth and infection in plants. In this study, we studied the 
TALome of three representative Vietnam Xoo isolates. Isolate vxo_ll carries the tai gene encoding the 
proteins AvrXa7 and PthXo2B; while VXO_60 and VXO_96 carry genes encoding TAL AvrXa7 and PthXo2A. 
Four crRNA (CRISPR RNA) were designed using bioinformatics tools for targeting two host DNA 
sequences recognized by TAL AvrXa7 and PthXo2A on the OsSWEET13anA OsSWEET14 promoters of the 
TBR225 rice variety. Designed crRNAs were inserted into BtgTX and Bsa\ sites, respectively, of pENTR4 
vector; sgRNA exression construct then ligated into pCas9 vector for generating the T-DNA construct 
expressing the TBR225 OsSWEET13 and OsSWEET14eảìteả CRISPR/Cas9 (Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) complex. This will be the premise for 
the generation of new rice varieties TBR225 with broad-spectrum resistance to BLB using CRIPSR/Cas9 
technology.
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