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MO DPAU
1. Pt van dé

Bénh bac 14 laa do vi khuan Xanthomonas oryzae pv. oryzae (X00) giy ra, 1a mot
trong nhitrng bénh hai nguy hiém nhat trén lua hién nay, xuat hién phé bién & nhiéu quéc
gia trong lua trén thé gidi trong d6 co Viét Nam. Bénh gy hai chii yéu & vu laa mua khi
diéu kién thoi tiét 4m wét, nhidu swong mu va d6 am khong khi cao. Thiét hai do bénh bac
14 lua gay ra da 1am anh huong nang né dén san luong lta gao vao nhitng nim xay ra dich
bénh. G mot s6 tinh phia Bac nuéc ta, TBR225 1a gidng laa chi luc c¢6 dién tich canh tac
chiém ti trong kha 16n trong san xuét lua véi nhiéu wu diém nhu: chat luong gao thom,
ngon va cho niang suit kha cao. Tuy nhién, nhuoc diém I6n nhit cua gidng lua nay 1a
man cam véi bénh bac 14, din dén nang suét bi anh huéng nghiém trong khi xay ra dich
bénh. Vi vay, bén canh nhitng bién phap phong trir bénh nhu thay dbi phuong thic canh
tac, sir dung thudc hoa hoc hay bién phap khong ché sinh hoc, nghién citu nang cao kha
ning khang bénh bac 14 trén gidng 1aa nay 13 yéu cau cap thiét, giup dam bao tinh bén
vitng va hiéu qua cua san xuat lia gao & céc tinh phia Bac Viét Nam.

Cho dén nay, cung véi nhitng phuong phép lai tao truyén thdng, cac phuong phap
chon gidng chinh x4c m&i dua trén cong nghé sinh hoc hién dai, bao gom cong nghé chinh
sua gen CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR-
associated protein 9), dang dan ching minh duoc tinh hiéu qua vuot troi trong cac chuong
trinh chon/tao giéng cay trong khang bénh, c6 ning suat va chat luong cao. Cong nghé
CRISPR/Cas9 1a mot phat minh c6 y nghia dic biét quan trong d6i véi cong nghé sinh-y
hoc noi chung va sinh hoc ndng nghiép néi riéng. Cong nghé nay cho phép tao dot bién co
loi & bat ctr vi tri ndo trong hé gen mot cach don gian va nhanh chong; vi vay duoc xem 1a
mot budc phat trién mang tinh d6t pha trong thao tac di truyén trén hé gen sinh vat, dic biét
d6i voi cac ung dung cai tién tinh trang ndéng sinh hoc ciy trong thong qua kiém soat biéu
hién cua (cac) gen lién quan. Hé théng chinh sira gen CRISPR/Cas9 méi ra doi gan 10 nam
nhung da c6 nhiing budc phat trién vuot bac, duoc ap dung rong khap trong cac nghién ctu
Vé cai tién tinh trang nong sinh hoc cua nhiéu loai cdy trong néng nghiép co gia tri quan
trong nhu 1aa, ngd, dau twong, cam, ca chua, thudc 14. ..

Co ché gay bénh bac 14 cua vi khuan Xoo di duoc ching minh 13 c6 lién quan
chat ché vai cac TALE (Transcription activator-like effector) thuoc nhém protein tiét
loai II dic trung ctia vi khan Xoo. TALE sau khi di vao té bao ciy chu s& hoat dong
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nhu moét nhan td phién ma, lién két véi ving promoter cia gen nhiém/gen man cam
(susceptiblilty gene — gen S) va hoat héa sy biéu hién caa ching, tao diéu kién cho su
sinh trudng cua vi khuan hay phat trién triéu ching bénh. Mot sb gen thuéc ho SWEET
(Sugar will eventually be exported transporter) - ma héa protein van chuyén duong &
lua d3 duoc ching minh 13 gen S dbi voi vi khuan Xoo, bao gdm OsSWEET11,
OsSWEET13 va OsSWEET14. Nhiéu dét bién (tu nhién hay nhan tao) xuat hién tai vi
tri TALE lién két voi promoter (goi 1a EBE - effector binding element) cua cac gen S
nhu vy d3 tao nén tinh khang vi khuan Xoo cho cay lta. Thuc té nay da cho thay tiém
ning to 16n cua viéc tng dung cong nghé chinh sira gen CRISPR/Cas9 dé can thiép
vao cac gen S thuoc ho OSSWEET nham cai tién tinh khang bénh bac 14 cho cac giéng
laa pho bién trong san xuat nhu giéng TBR225.

Véi muc tiéu cai tién tinh khang bénh bac 14 cho giéng lta TBR225 bang cong nghé
chinh sira gen CRISPR/Cas9 dura trén cac nghién ctru Vé twong tac phan tir giita vi khuan
X00 va cay lua, ching t6i da thyc hién dé tai “Nghién ciru ting cwong tinh khang bénh
bac 14 trén giéng lia TBR225 bang cong nghé CRISPR/Cas9”.

2. Muc tiéu nghién ciru
2.1. Muyc ti€u chung

Tang cudng tinh khang bénh bac 14 cua gidng laa TBR225 thong qua sir dung cong
nghé chinh sira gen CRISPR/Cas9 dé giy dot bién chinh xac cac gen S c6 lién quan dén
sy xam nhiém cua vi khuan Xoo.

2.2. Muyc tiéu cu thé

— Phén 1ap, nghién ctru TALome va co ché gay bénh trén giong laa TBR225 cia vi
khuan Xoo thu thap tir cac tinh phia Bac Viét Nam

— Thiét ké cau trac biéu hién phac hé CRISPR/Cas9 chinh sira promoter OSSWEET
trén giong lia TBR225

— Tao dong laa TBR225 chinh stra gen mang dot bién c6 kha ning khang vi khuan
Xo0 Viét Nam
3. Péi twong va ndi dung nghién ciru

Déi tugng nghién ciru cia luan an 1a cdy laa TBR225 va vi khuan gay bénh bac 14
Xoo ¢ Viét Nam (VXO)

Céc ni dung nghién ctru chinh:

— Phan lap va nghién ctru co ché gy bénh cua quan thé Xoo ¢ phia Bic Viét Nam
trén gidng lia TBR225



— Thiét ké cu trac T-DNA chinh stra promoter OSSWEET
— Tao dong laa TBR225 chinh stra promoter OSSWEET14 (SW14-TBR)
— Tao dong lta TBR225 chinh sira ddng thoi hai promoter OSSWEET13 (SW13-TBR)
va SW14-TBR
— Paénh gia dic diém ndng hoc, tinh khang vi khuan Xoo caa cac dong laa chinh stra gen
4. Nhirng dong gop moi cia ludn an
Luan 4n 1a cong trinh dau tién ¢ Viét Nam thuc hién mot cach c6 hé thong vé nghién
clru co ban (co ché gay bénh & mic do phan tir caa vi khuan Xoo trén ciy laa TBR225)
theo dinh huéng ¢ng dung (cai tién tinh khang bénh bac 14 cua giéng laa TBR225). Két
qua luan an da cho thay sy da dang cua quan thé Xoo Viét Nam, it nhat 13 vé hé protein
tiét loai Il TALE lién quan dén doc tinh cia vi khuan trén cdy lua. Isolate VXO 11 giy
bénh trén TBR225 thong qua mot TALE doc duy nhat lién két véi OsSWEET14/EBE
AvrXa7; trong khi doc tinh cua isolate VXO 80 va VXO 100 phu thudc vao 2 TALE lién
két dong thoi trén OSSWEET13/EBE PthX02(A) va OsSWEET14/EBE AvrXa7. Két qua
nghién ctru 13 nguén tai liéu tham khao t6t cho cac nghién ctiu vé da dang sinh hoc quan thé Xoo
Viét Nam.
Trén co 6 xac dinh OsSWEET13 va OsSWEET14 cua giéng ltia TBR225 1a hai gen
S chinh ciia cac isolate VXO, nghién ciru da gy dot bién cac trinh ty EBE PthX02(A) va
AvrXa7 niam trén hai gen nay bang cong nghé CRISPR/Cas9, két qua thu dugc mét sb
dong lta mang dot bién don gen va da gen bat hoat khi 1ay nhiém véi céc isolate VXO dai
dién. Cac dong lta mang dot bién trén trinh ty dich c6 kha ning khang cac isolate VXO,
khong mang cau tric T-DNA va c6 kiéu hinh tuong tu véi dong lta d6i chiung khong
chinh stra gen. Nhu véy, luan 4n di thanh cong trong viéc sir dung hé thdng chinh sira gen
CRISPR/Cas9 dé tao dot bién chinh xac trén gibng lia TBR225 cua Viét Nam. Pay 1a
nguon tai liéu tham khao t6t cho cong tac nghién ciru lién quan dén chinh sira gen bang
cong nghé¢ CRISPR/Cas?9.
5. Y nghia thuc tién cia luan 4n
Két qua nghién ctru caa luan an 1an dau tién tao ra duoc cac dong lta TBR225 chinh
sira gen khang phd rong véi cac chung vi khuan gay bénh bac 14 dai dién. Dong lta
TBR225 chinh sira gen khang bac 14 phd rong nay néu phat trién c6 thé goép phan ning
cao ning suit cho gidng laa cha lyc & phia Bic Viét Nam noi riéng va cai thién doi song nguoi

dan ndi chung.



Pay 1a mot trong sd it nhitng nghién ctu wng dung céng nghé chinh sira gen
CRISPR/Cas9 vao cai tao tinh khang bénh trén giéng laa thuan & Viét Nam. Thanh cong cta
luan 4n d3 mé ra trién vong vé hudng nghién ctu chinh sira gen nham ning cao ning suit,
tinh chdng chiu va chét luong cua cac giéng ciy trong khac & Viét Nam.

6. Bo cuc ciia luan 4n

Luan 4n gdm 156 trang véi 20 bang va 53 hinh, bao gdm: Phan mg dau (4 trang);
Téng quan tai lidu (38 trang) ; Vat liéu va phuong phap nghién ctu (23 trang); Két qua
nghién ctru va thao luan (65 trang); Két luan va kién nghi (3 trang); Céc cong trinh cong bd
lién quan dén luan an (1 trang); Tai liéu tham khao (22 trang) véi 141 tai liéu tham khao
gom 2 thir tiéng: tiéng Viét (21 tai liu) va tiéng Anh (120 tai liéu); Phu luc (8 trang).

Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. BENH BAC LA LUA VA VI KHUAN X0O

Bénh bac 14 1a mot trong nhitng bénh hai lta dwoc phat hién tir rat sém, cac
nghién ctru cho thay n6 xuat hién dau tién & Fukuoka, Nhat Ban vao nam 1884, sau do
dan lan rong ra cac ving trong laa cta nudc nay. Tai Trung Quédc, bénh duoc ghi nhan
sém nhat vao nhitng nam 1930 va phat trién rong khap muoi tinh khac vao cudi nhiing
nim 1950. Tuy nhién, bénh bac 14 chua thuc sy dwgc luu tdm cho dén nhiing nim
1970, khi c¢6 sy mé rong canh tac cac gidng lua lai va lua cao san, ciing nhu sir dung
mot luong 1on phan dam vao canh tac. Bénh bat dau pho bién ¢ cac nuée chau A khéc
trong thoi ky nay, bao gdm An D9, Philippines, Nepal, Indonesia, Sri Lanka va bat dau
tré thanh dai dich anh hudng dén nong nghiép toan cau. Sau d6, bénh ciing xuat hién
va gay hai cho cac vung trong laa ¢ Uc, Hoa Ky va cac nudc Tay Phi. Dén nay, bénh
bac 14 d3 c6 mat & hau hét cac qudc gia trong lta trén thé gidi.

Thiét hai san lugng lta do bénh bac 14 gay ra lén dén 26% ddi véi cac gidng lia man
cam véi bénh. Vao nhitng nam xay ra dich bénh, An D6 sut giam dén 60% san luong lia;
con s6 nay & Philippines 1a 22,5%. Bénh khong chi anh huong dén ning suat ma con lam
giam chat luong gao do tac dong dén cac qua trinh chuyén hoa trong cay (ho hap, quang
hop...) ¢ giai doan trd bong, lam tang ti & hat 1ép, hat dé dap nat khi xay. Riéng ¢ Viét
Nam, theo sé liéu Cuc Bao vé thuc vat, dién tich lta nhiém bénh bac 14 nam 2013 1a
72.343 ha; nim 2016 con s nay 1én dén 149.551 ha trong d6 c6 19.045 ha bi nhiém nang.
Nam 2018, dién tich nhiém bénh bac 14 1a 24.542 ha trong d6 nhiém nang trén 1.592 ha.
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Céc s6 liéu thong ké nay cho thdy mic du da duoc phat hién tir 1au nhung cho dén nay,
bénh bac 14 van duoc xép 1a bénh hai nghiém trong trong san xuit lta gao khong chi &
Viét Nam ma con & nhiéu nuée trén thé gioi.

Nhiéu nghién ciru vé bénh bac 14 lta da bat dau dugc thuc hién tir nhitng nam 1901
nhung dén nim 1922 cac nha khoa hoc méi phat hién dugc nguyén nhan giy bénh 1a do vi
khuan. Nam 1990, tac nhan gay bénh bac 1a lta duoc xac dinh 1a vi khuan Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (X00). X00 x4m nhiém vao cdy laa thong qua cac thuy khdng
(hydathode) nam & ngon va ria 14. Vi khuan nhan 1én trong khoang gian bao cua té bao
biéu mé c6 thanh mong, sau d6 di vao mach xylem, di chuyén doc theo gan 14 va lan
rong trong toan bo cdy. Xoo ciing c6 thé xdm nhap truc tiép vao xylem tai cac vét
thuong ¢ 14 va ré. Triéu ching dau tién cta bénh bac 14 c6 thé quan sat thiy 13 nhing
vét thAim nuéc & ngon 14 va ria 14; bénh s& tré nén nghiém trong hon khi cac vét nuéc
nay lan rong doc theo gan 14. Céac 14 bi nhiém bénh tré nén Gia vang va hoai tir tir chop
14 di theo gan 14 va ria 14 Tai cac vét ton thuong moi thuong xuat hién cac giot dich
chtra vi khuan ri ra trong gidng nhu giot swong ¢ mau vang duc. Céc triéu chiang cua
bénh thudng xuat hién rd rang & giai doan dé nhanh va trd nén tram trong nhat khi cay
lua budc vao giai doan trd bong.

TBR225 1a gidng lua thuan chit luong do tac gia Tran Manh Béo va cong sy lai tao,
chon loc va dugc cong nhan gidng Québc gia vao nam 2015. Pay 1a gidng lta cam on,
ngan ngay, thich tng rong, dé nhanh khoe va chiu thim canh. Ning suat trung binh dat
70-75 ta/ha, néu tham canh 6t con s6 nay c6 thé dat 85-90 ta/ha. Thoi gian sinh truéng
cia TBR225 ¢ vu Xuan tir 120-125 ngay va vu Mua tir 105-110 ngay. Gidng lua nay c6
chiéu cao cay 110-115 cm, cimg cay, trd bong tap trung; bong to, dai, nhiéu hat; hat thon
dai, khdi lugng 1.000 hat trung binh 24-25 gam. TBR225 c6 ti 1é gao xay xat cao (72-
74%), ham lugng amylose thap (13,7%), chat luong gao ngon, gao tring, com mém, Vi
dam, c6 mui thom dic trung. V6i nhitng vu diém vé ning suat, chat luong cao nhu vay
nén giéng laa nay trd thanh mot trong nhitng gidng lua duoc canh tac phd bién va wa
chudng & céc tinh phia Bac Viét Nam. Bén canh nhitng uu diém trén, giong lta TBR225
van c6 nhugc diém 1a man cam véi mot sé loai sau bénh hai, trong d6 c¢6 bénh bac 14, dan
dén ning suat bi anh hudng nghiém trong. Chinh vi vdy, nghién ctu cai tao kha ning
khang bénh bac 14 caa mét trong nhitng gidng laa chu lyc nay c6 ¥ nghia thyc tién rat lon

d6i véi san xuat lta gao cua mién Bic noi riéng va Viét Nam noi chung.



1.2. VAI TRO CUA HO GEN SWEET VA TALE TRONG MOI TUONG TAC GIUA THUC
VAT VA MAM BENH

Nhém nghién citu cua Chen va cong su (2010) lan dau tién ¢ng dung cam bién
truyén ning luong cong huéng huynh quang (flourescent resonance energy transfer-
FRET) trén co chét glucose dd xac dinh duoc mét loai chat van chuyén dudng mai tir
Arabidopsis thaliana, va dat tén 14 SWEET. Cac protein SWEET dya vao gradient nng
d6 cua dudng noi bao va ngoai bao dé van chuyén ching qua mang theo hai hudng tir
trong ra ngoai té bao hoic nguoc lai. Cho dén nay, cic gen ma héa protein SWEET c6
mat phd bién & ca sinh vat nhan so, dong vat va thyc vat. Dya trén su phat sinh loai, ho
gen SWEET ¢ thuc vat dugc phan thanh 4 nhom. Nhom I va II bao gdm cac gen ma hoa
protein van chuyén hexose (glucose va fructose); trong khi cac gen mi hoa protein &
nhom 11T (pho bién nhat) lai co y nghia dac biét trong van chuyén sucrose. Cac gen ma
hoa protein thugc nhom IV phan I6n bao géom céac kénh van chuyén khong bao, co lién quan
dén van chuyén fructose qua mang khong bao.

Cac gen thuoc ho SWEET dong vai tro quan trong trong tuong tac gitra cay chu va
mam bénh. Khi tic nhan gay bénh xam nhép vao cay, chung sé tiét ra cac TALE lién két
véi trinh tue EBE (effector binding element) cua cac gen SWEET va hoat héa su biéu hién
ciia cac gen ndy, tao diéu kién thuan lgi cho su sinh trudng, phat trién va giy ra triéu
chung bénh trén cay. Nhitng gen SWEET duogc hoa hoa theo co ché nay duoc goi 1a gen
nhiém/gen man cam (susceptibility gene - gen S). Cic gen OsSWEET11-15 & lta dugc
ching minh 1a gen S cua vi khuan Xoo véi cac TALE tuong tng da biét. Trong sb cac
TALE nay, c¢6 4 TALE dugc xac dinh hoat hoa sy biéu hién cia OSSWEET14. Hiéu biét
Vé cac co ché twong tic ndy sé tao tién dé cho nhiing nghién ciru chinh sira vi tri lién két
ciia mam bénh bang cac cong cu sinh hoc phan tir d tao dugc ciy trong mang dot bién
khang bénh.

TALE 1a céc protein thuéc nhém T3SS, do mam bénh tiét ra khi xAm nhiém vao ciy
chu. TALE duoc dic trung boi cac motif cau triic bao thi, bao gom: dau C chira tin hiéu
dinh vi nhan ( nuclear localization signal - NLS) va domain hoat hda c¢6 tinh axit (acidic
activator domain - AD); ving trung tim chtira mot loat cac chudi trinh ty 33-35 axit amin
(thuong 13 34 axit amin) 13p lai khong hoan chinh; va d¢au N chira tin hiéu tiét loai III va
tin hiéu chuyén vi. TALE hoat héa cac triéu ching bénh hoic kich hoat hé théng phong

bénh & cay chu bang cach lién két vdi DNA cay chu va hoat hoa cac gen dich twong ung.



Lién két dac hiéu nay duogc quy dinh phan 16n boi ving lap trung tim. Cac TALE chi
khac nhau & vi tri axit amin thr 12 va 13 trong vung 13p trung tam. Hai axit amin nay co
tinh da hinh, duoc goi 1a vi tri 13p lai siéu bién d6i (repeat varibale diresidue-RVD), c6 vai
tro lién két truc tiép va dac hiéu voi cac nucleotide trén trinh ty EBE thudc promoter cia
gen dich. Diéu nay cho phép du doan trinh ty DNA dich tir trinh tu cua axit amin
trén chudi RVD. Chinh vi vay, viéc phan tich trinh ty axit amin cua cac TALE cé
thé gitip tim ra cac gen dich & cdy chu c6 1ién quan dén tinh man cam véi bénh hoic
khang bénh.

Ho gen OSSWEET da dugc nghién cuu kha nhiéu & laa, trong d6 5 gen OsSWEET
duoc xac dinh 1a gen S dbi véi vi khuan Xoo. Cu thé, OsSSWEET11 (Os8N3/Xal3) va
OsSWEET13 (0Os12N3/Xa25) lan luot 1a dich tic dong cua TALE PthXol (ching Xoo
PX0994) va PthXo02/PthX02.1/PthX02.2 (chung JXO1 va MAFF311018). OsSWEET14
(Os11N3/Xa41) dugc hoat hoa boi 4 TALE khéac nhau bao gdm AvrXa7, PthXo3, TalC va
TalF (chung PX086, JXO1A, BAI3, MAI1). Ngoai trir EBE lién két vgi TalC, trinh ty
EBE lién két v6i cac TALE con lai trén OSSWEET14 chong 1én nhau mot phan. Bang
cach stir dung hai TALE nhan tao ArtTAL12 va ArtTAL1S5, cac nha nghién ctru da nhan
thay OSSWEET12 va OsSWEET15 ciing duoc hoat hoa bdi cac TALE nay va c6 tiém ning
gy ra sy Man cam & cay lta véi vi khuan Xoo. Piéu dang cht ¥ 1a cac gen khang bac 1a
trong trong ty nhién xal3, xa25 va xa41(t) lan luot 1a nhitng dang dot bién trén ving trinh
tu EBE cua cac gen OSSWEET11, OsSWEET13 va OsSWEET14 xuat hién & mot s giéng
laa, duoc xac dinh c6 thé khang lai su tn cong ctia mot sé chung Xoo nhat dinh. Cac két
qua nghién ctru d cho thiy cac gen OSSWEET thudc nhom III cua laa déng vai trd quan
trong ddi Vv6i qua trinh xdm nhidm cia vi khuan Xoo, trong d6 OSSWEET13 va
OsSWEET14 1a nhitng gen S chinh cua cac chiing vi khuan Xoo thu thap tir cac qudc gia
khu vuc Chau A mang cac TALE PthXo2 va AvrXa7/PthXo3. Viéc gay dot bién cac gen
nay bang cong nghé chinh sira gen c6 thé mang lai tiém nang cai tién tinh khang bénh bac
14 phé rong va bén ving.

1.3. HE THONG CHINH SUA GEN CRISPR/Cas9 VA UNG DUNG TRONG CHON TAO
GIONG CAY TRONG

Chinh stra gen (gene editing - GE) 1a moét tap hop nhitng cong nghé giup cac nha
khoa hoc sira d6i gen cua sinh vat nhu: gay dot bién c6 muc tiéu hodc chén/xda/thay thé

tai mot s6 vi tri cu thé trong hé gen. Cac cong nghé chinh sira gen hién nay phan I6n st
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dung nuclease dé cat chinh xac gen dich, tao ra dut gdy soi d6i (double-strand break -
DSB); nhiing DSB nay sau d6 dugc sira chita theo co ché tai to6 hop twong dong
(homology-directed recombination - HDR) hoidc ghép ndi tan cung khéng tuong dong
(non-homologous end joining - NHEJ). Cac hé théng GE thé hé dau st dung
meganuclase, nuclease ngodn tay kém (Zinc Finger Nuclease-ZFN), nuclease tuong tu yéu
t6 hoat hoa phién ma (transcription activator-like effector nuclease-TALEN). Gan déy, hé
théng GE str dung nhom cac doan 13p ngin ddi xtmg, cach déu nhau (clustered regularly
intersapced short palindromic repeat- CRISPR) ra doi da hoan toan thay thé cac cong cu
GE thé hé thu nhat. Do dugc nghién ctru cai tién khong ngiing vé hiéu qua hoat dong, hé
thdng CRISPR/Cas9 ngay cang duoc sir dung phd bién hon trong nhiéu linh vuc dic biét
1a khoa hoc thuc vat va tré thanh mot cong cu chinh stra gen v6 cing trién vong.

Trén co sé bat hoat cic gen S cua lua thudoc ho gen OsSWEET bang cong cu
CRISPR/Cas9, cic nha nghién cttu da tao ra duoc cac gidng lta khang bénh bac 14. Vi du,
bang sir dung cong nghé CRISPR/Cas9, Xu va cong su (2019) da tao ra cac dot bién dong
thoi trén promoter OSSWEET11, OsSWEET14 ciia gidng lta Kitaake mang alen khang lan
cua OsSWEET13kit trong tu gen khang xa25. Dong Iua chinh sira gen MS14K tao dugc
c6 kha ning khang 122/131 chung va man cam véi 9/131 ching Xoo (mang cic TALE
tuong ty PthXo2 hoat hoa gen OSSWEET13). Do vay, dong lia MS14K tiép tuc duoc st
dung 1am vét liéu dé chinh sra OSSWEET13. Cudi cung, cac tac gia di thu duoc dong lua
chinh stra ca 3 gen OsSSWEET11, OsSWEET13 va OsSWEET14 c6 kha nang khang voi
pho rong tat ca cac chung vi khuan Xoo nghién ctu. Twong tu, bang cach st dung 6
sgRNA tac dong dong thoi vao 3 promoter OSSWEET11, OSSWEET13 va OsSWEET14,
Oliva va cong su (2019) da tao ra giéng lua Kitaake khang pho rong vai tat ca cac chung vi
khuan Xoo duoc nghién ctru. Mic di mot s6 nghién ciru trude day da chiing to viéc bat hoat
hoan toan gen SWEET c6 thé gay ra nhitng 4nh hudng tiéu cuc t6i sinh truéng va ning suat
cdy lua chinh stra gen tuy nhién, Kim va cong su (2019) da tao ra dong lua Kitaake bat hoat
gen OSSWEET11 théng qua cong cu CRISPR/Cas9 khang bénh bac 14 va khong bi anh
hudng toi ning suat hat. Cac thanh tuu nghién ciru trén di ching to trién vong rat Ion cua
huéng tiép can tao giéng lua khang bénh 14 bang cong cu chinh sira gen CRISPR/Cas9. Vi
vay, viéc ap dung hé théng CRISPR/Cas9 vao tao gidng la khang bénh bac 14 1a mot
huéng nghién ctru rat hién dai va nhiéu tiém ning, bat Kip xu huéng nghién ctu chon
giong trén thé gidi gop phan nang cao ning suat chat lugng cac gidng laa trong von man

cam vai bénh bac 14 lua.



Chwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. VAT LIEU
2.1.1. Miu thye vat

Gidng ltia TBR225 duoc cung cap bai Cong ty cd phan Tap doan Gidng cay trong
Thai Binh. Gidng lua IR24 (chuan nhiém vi khuan Xo0) do Trung tim Tai nguyén Thuc
Vit cung cap.

Mau bénh pham bac 14 thu thap tir cic ving trong laa ¢ phia Bic Viét Nam
trong giai doan 2016 - 2018 dugc luu gitr tai B moén Bénh hoc phan ta (Vién Di
truyén Nong nghiép).

2.1.2. Ching vi sinh vat

Chuang vi khuan E. coli DH5a duoc mua tir hang Thermo Fisher Scientific (Hoa Ky).
Chang vi khuan A. tumefaciens EHA105 kha bién dwoc mua tir Cong ty Clontech
Laboratories (Hoa Ky). Chuang vi khuan A. tumefaciens EHA105 mang vector chuyén gen
biéu hién phiic hé CRISPR/Cas9 chinh sira SW14-TBR (goi tat 1a pCas9/sgRNA-SW14);
chang vi khuan A. tumefaciens EHA 105 mang vector pPCAMBIA1302 chira gen chi thi
GFP (Green flourescent protein); bd chang vi khuan Xoo va chang vi khuan
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) duoc cung cap boi B mon Bénh hoc phan tir
(Vién di truyén Nong nghiép).

2.1.3. Vector va oligonucleotide

Vector pEN-V1 (mang cau trac biéu hién sgRNA) duoc tao ra tir khung vector
PENTR4 (Invitrogen) va pCas9 (mang cau triic biéu hién Cas9) do nhém nghién cuu
cta Tién si Sébastien Cunnac (Vién Nghién ciru va phat trién, Montpellier, Phap) cung
cap. Vector pCas9/sgRNA-SW14 va pCAMBIA1302 mang gen chi thi GFP do Bo
mon Bénh hoc phan tir (Vién Di truyén Nong nghiép) cung cap. Cac oligonucleotide Str
dung trong nghién ctru duoc thiét ké va dit sinh tong hop tir Cong ty C6 Phan Phu Sa
Genomics (Viét Nam).

2.1.4. Héa chat
Céc loai enzyme cat gigi han; T4 DNA ligase; Tag DNA polymerase; thang chuan
DNA 1,0 kb; bo kit tinh sach DNA plasmid GeneJET Plasmid Miniprep Kit; bo kit tinh

sach DNA tir gel agarose GenJET Gel Extraction; b kit tach chiét DNA tong sb tir vi
khuan Wizard® Genomic DNA Purification; bo kit sinh tong hop ¢cDNA va qPCR duoc



dat mua cta hang Thermo Scientific, Promega va Cleaver Scientific (Hoa Ky). Cac hda
chat sir dung dé tinh sach RNA (trizol) va céc loai khang sinh dugc dit mua tir hang
Invitrogen (Hoa K¥). Cac héa chit co ban sir dung cho sinh hoc phan tir dwgc mua cua
cong ty Sigma va Merk (Hoa Ky) déu dat do tinh khiét can thiét dung cho sinh hoc
phan tu.
2.2, PHUONG PHAP NGHIEN CUU

e Téch chiét, dinh lwong DNA/RNA

e Phan tich TALome cta vi khuén X00

e Phan 1ap va giai trinh ty promoter OSSWEET13 cua lta TBR225

e Thiét ké trinh tu sgRNA

e Thiét ké cau trac T-DNA chinh sira promoter SW13-TBR va SW14 TBR

e Chuyén T-DNA vio giéng lta TBR225

e Phan tich kiéu gen cta cac dong laa chuyén gen/chinh sira gen

e Dénh gia dic diém nong hoc va tinh khang bac 14 cia cay Ita chinh stra gen

e Xir Iy sb lidu théng ké

Chwong 3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. PHAN LAP VA NGHIEN CUU CO CHE GAY BENH CUA QUAN THE X00 O
PHIA BAC VIET NAM TREN GIONG LUA TBR225
3.1.1. Phén 1ap X00 tir m§t sb tinh phia Bic Vit Nam

Vi khuan Xoo dugc phan 1ap truc tiép tir dich chiét mau 1a lua co triéu chung dién
hinh cua bénh bac 14. Sau cac budc sang loc va cay chuyén, khuan lac da duwoc 1am thuan
trén moi trudng PSA. Vi triéu chitng ctia bénh bac 14 giai doan muon thuong dé bi nham
1an véi bénh dém soc gy ra boi vi khuan Xoc, do vay cac isolate phan lap duoc tir nhiing
mau laa nhiém bénh bac 14 dugc dinh danh bang phuong phap PCR da mdi (Multiplex-
PCR) véi cac cap moi dic hiéu cho chi Xanthomonas, loai Xoo va Xoc. Két qua phan tich
PCR thu dugc cho thdy hau hét cac isolate phan 1ap duoc 13 vi khuan Xoo. Cu thé, 15

isolate da dugc nhan dinh thudc loai Xoo; 2 isolate thudc loai Xoc.
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Hinh 3.2. Pinh danh vi khuan phan lap bing PCR da moi

Ghi chii: Sin pham PCR da méi (Xo3756F/X03756R, Xoo80F/X0080R va Xoc3866F/Xoc3866R)
dwoc dién di trén gel agarose 1,0%. Giéng M: Thang chuan DNA 1,0 kb (Promega); giéng 1: doi
chitng ém (khéong cé DNA khudn); giéng 2 va 12: doi chitng dirong Xoc (khudn lac Xoc); giéng 3
va 13: doi chitng Xoo dwong (khudn lac Xoo), giéng 4-11 va 14-22: khuén la khudn lac tir cdc
isolate vi khudn phdn ldp dwoc.

Bang 3.1. Danh sach isolate X00 phan 1ap dwoc ¢ Viét Nam

STT | Tén chiing Pia diém thu miu Gibng lia Nam
1 VX0_39 Thanh Oai, Ha Noi TBR225 2016
2 VXO_40 Chuong My, Ha No6i Bic Thom 7 2016
3 VXO_45 Chuong My, Ha Noi Thién Uu 2016
4 VXO_49 Yén Lac, Vinh Phuc Thién Uu 2016
5 VXO_55 Thach That, Ha Noi TBR225 2016
6 VXO_80 Dién Chau, Nghé An Bic Thom 7 2017
7 VXO_84 Hiép Hoa, Bic Giang TBR225 2017
8 VXO_85 bong Hung, Théi Binh TBR225 2017
9 VX0 86 Nho Quan, Ninh Binh TBR225 2017

10 VX0_90 Tur Son, Bac Ninh TBR225 2017
11 VXO0_95 Thanh Liém, Ha Nam TBR225 2017
12 VX0 100 TP. Nam Dinh, Nam Dinh TBR225 2018
13 VXO_110 Hai Hau, Nam Dinh Bic Thom 7 2018
14 VX0 _115 Xuan Truong, Nam Dinh TBR225 2018
15 VX0 _ 121 Hai Hau, Nam Dinh Bac Thom 7 2018
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3.1.2. Nghién ctru twong tic phan tir giira VXO va gidng lia TBR225

V6i dic tinh tién hoa kha nhanh, doc tinh cta vi khuan Xoo dé thay doi theo thoi gian,
do su tac dong cua méi trudng ciing nhu nhitng bién ddi theo mua vu hay su xuat hién
gen khang méi trén lua. Riéng & Viét Nam, méi day nhat, két qua danh gia kha ning gay
bénh cac chiing Xoo thu thap vung déng bang séng Hong cua tac gia Nguyén Thi Tho va
cong su da cho thiy co su bién dong rat 16n, rat khac so véi bo noi tiéu chuan cua IRRI.
Trong d6 c6 dén 17% céc isolate c6 kha ning bé gy tinh khang ¢ cac dong lia mang to
hop 3-5 gen khang. Bén canh d6, cac noi dia 1y ciing c¢6 doc tinh khac nhau trén cay Iua.
Cu thé khi phan 1ap vi khuan Xoo tir cac qubc gia Chau A va Chau Phi, cic nha nghién
ctru cling nhan thiy hai nhom noi nay c6 cac yéu té doc luc khac nhau, tac dong vao
nhitng gen dich khac nhau trén cay lta. Trong nghién ctru nay, dé xac dinh co ché gay
bénh cua vi khuan Xoo trén gidng lua TBR225, ba isolate VXO_11, VXO 80 va
VXO 100 dai dién cho ba vung trong lua ¢ phia Bac Viét Nam (Ha Noi, Nghé An,
Nam Dinh) véi cac thoi gian thu thap khac nhau (2013, 2017, 2018) da duoc lua
chon cho thi nghiém giai ma hé gen va phan tich ving gen tal. Két qua phén tich cho
thay mdi isolate VXO déu mang 2 gen tal mi héa TALE c6 vang trinh ty RVD tuong
ddng véi ving trinh ty RVD trén TALE cua cac chung Xoo tham chiéu da cong bé.
Cu thé, ca ba isolate VXO déu mang gen méa héa TALE c6 vung trinh tu RVD tuong
dong véi TALE AvrXa7 cua chung Xoo PX086; TALE nay c6 kha ning lién két véi
EBE AvrXa7 trén ving promoter OSSWEET14 cua gidng lta tham chiéu IR24 (Hinh
3.4). Hon nira, ba isolate VXO con mang gen ma hoéa TALE khac c6 vung trinh tu
RVD giéng 100% véi vang trinh ty RVD cua TALE c6 kha ning nhan biét EBE
PthXo02 trén promoter OsSSWEET13, nhung vdi cac bién thé khic nhau. DPdi vai
isolate VXO_11, TALE nay lién két véi bién thé EBE PthX02B co trong hé gen gidng lua
Nipponbare (Hinh 3.5B), twong tu nhu TALE PthXo2 cta chung Xoo PXO61. Trong khi do,
isolate VXO 80 va VXO 100 ciing mang TALE nhan biét EBE PthX02(A) c6 trong hé gen
giéng laa chuan nhiém IR24 (Hinh 3.5A), twong ty nhu chung Xoo PXO71 di cong bd. Nhu
VAy, rat c6 thé khi VXO xam nhiém vio cdy lia TBR225 ciing s& hoat hoa gen OSSWEET13
va OSSWEET14 trén gidng lta nay. Két qua phan tich trinh ty SW13-TBR va SW14-TBR cia
giéng laa TBR225 cho thiy cac promoter ndy mang trinh tw EBE PthX02(A) va AvrXa7 lién
két ddc hiéu véi cac TALE tuong tng cua cac isolate VXO di phén tich. Diéu nay cho phép
khing dinh OSSWEET13 va OsSWEET14 14 hai gen S chinh cua cac isolate da thu thap duoc,
va bang cach st dung cong cu CRISPR/Cas9 dé giy dot bién chinh xac cac EBE trén ving
promoter cta hai gen nay c6 thé ting cudng tinh khang bac 14 trén giéng laa TBR2225.
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Hinh 3.4. Phan tich trinh tw TALE AvrXa7 caa isolate VXO
Ghi chu: Ving trinh tw RVD trén protein TALE cua 3 isolate VXO (VXO_11, VXO_80,
VX0 100) dwoc so sanh véi TALE AvrXa7 ciia ching Xoo PXO86. (SW14-1R24) mét phan trinh
tir promoter OSSWEETI4 cia giong hia \R24 dwoc nhdn biét béi TALE AvrXa7; vi tri EBE
AvrXa7 duoc dong khung.

%0 e 380 3% 400

PXO71 (PthXo2(A) w»  BHBHEBHBBHBEBEERBEBAARA
vxo 8o ww» BHAHEAREBHBEBEERABBAE8S
VX0_100 «w» BHEHEERSBHBEBEBRABBEABS

PO [T T G TT T} Tlc v
SWI13-IR24 4. . g .66 7 7 TT - GTGGTGTTG GGG G GG GAGGTT

(A)

43

s» B5808BBBEREEREEAEEBEEEE
Vo1l «» B3BHBABBABBEAEBAEEEEEEE

SW13-Nip : T T-of T-A-T G T-C- TT -1 |

G G T T TTr GTGeGTGTTGC G Go G T

a0 40

PX061 (PthX02B)

(8)
Hinh 3.5. Phan tich trinh tw TALE PthXo2 cua isolate VXO
Ghi chu: Ving trinh tw RVD trén protein TALE cua isolate VXO 80, VXO_100 (A) va isolate
VXO_11 (B) duoc so sanh véi TALE PthXo2(A) va PthXo2B ching PXO71 va PXO61. (SW13-
IR24, SW13-Nip): mét phan trinh tw promoter OsSWEETI3 ciia giong lia IR24 va Nipponbare
dwoc nhén biét béi TALE PthXo2; vi tri EBE PthXo2(A) va PthXo2B duwoc dong khung.

3.2. THIET KE CAU TRUC T-DNA CHINH SUA PROMOTER OsSWEET
3.2.1. Thiét ké hé thong CRISPR/Cas9 chinh sira da gen

Vi muyc dich chinh stra dong thoi hai promoter SW13-TBR va SW14-TBR, cau tric
vector “cho” thir hai pEN-V2 dugc thiét ké dé tao vat liéu thiét ké cau truc chinh sira da
gen trén lia TBR225 bang hé théng Gateway cloning tir vector pEN-V1. Vector nay dugc
kiém tra lan luot bang phan img PCR va cit gigi han thu duogc cac bang DNA ¢6 kich thudc
dung nhu d3 tinh toan 1y thuyét. Két qua nay duoc khing dinh chic chian hon théng qua giai
trinh ty vector pEN-V2. Cau tric vector nay dugc sir dung cho viéc thiét ké ciu trac biéu

hién sgRNA chinh sira promoter OSSWEET ¢ thi nghiém tiép theo.
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Hinh 3.12. Giai trinh tw vector pEN-V2
Ghi chii: Mgt phan két qua gidi trinh tw vector pEN-V2 bang méi attL-F. Miii tén mdu tim thé

hién trinh tw promoter U6.1; trinh tw nhdn biét ciia enzyme Notl dwge dong khung.

3.2.2. Thiét ké vector mang cu tric biéu hién sgRNA chinh sira SW13-TBR va SW14-TBR

Dua trén cac két qua giai trinh tu gen tal caa cac chung vi khuan VXO, két qua nghién
ctu biéu hién gen OsSWEET va két qua giai trinh tw SW13-TBR, SW14-TBR da xéc dinh
duoc hai EBE 1a PthX02(A) va AvrXa7 co thé lién quan dén doc tinh ctia cac chung VXO da
phan 1ap. Do vay, hai vi tri EBE nay duoc lya chon dé chinh sta bang hé thdng
CRISPR/Cas9. Bang phan mém CRISPR.P 2.0, Mfold va CCTop, nghién citu da thiét ké va
lya chon 4 crRNA dic hiéu cho 2 trinh tir EBE trén. Tir d6 thiét ké vector mang ciu tréic biéu
hién sgRNA chinh sira dong thoi promoter SW13-TBR va SW14-TBR. Céc trinh tuw crRNA
nay dugc ghép ndi vao vector pEN-V1, pEN-V2 va pCas9. Vector tai to hop duoc kiém tra
bang cip moi HPT-F/HPT-R; Ubi-F/Cas9-t-R; BtgZI-crRNA1-SW13-F/Bsal-crRNA2-
SW13-R va BtgZl-crRNA1-SW14-F/Bsal-crRNA2-SW14-R. Két qua thu dugc cac bang
DNA c¢6 kich thudc phit hop Vi kich thude 1y thuyét. Cau triic vector chuyén gen nay ciing
duoc giai trinh ty nucleotide bang cac mdi khac nhau. Két qua phan tich trinh ty cho thay tat
ca cac cAu trac biéu hién sgRNA mang céc trinh tuy crRNA dich (da thiét ké) ¢ gitra promoter
U6 va tracRNA da dugc chén chinh xac vao vector pCas9.

U6.1 chNAl SWH tracrRNA U6.2 crRNA2-SW13 tracrRNA
-.----------. maeianes snenaze o = SRRRLTTILLLTTTIECLTPPFYECLOES —_—
TGTGT G\G TGTGGT GC TATATGTTTTAGA STCGCTTGTGTGAGAGGAACGAAGGGAGTTGGTTTTAG
A A A ’l‘l A A “
AV I A W\H : w “/\/\/\ / v (\ m/\
(B)
tracrRNA crRNA1-SW14 U6.1 rrauRNA crRNA2-SW14 U6.2
e - T T T AU
CTAAAACCCTCCAACCAGGTGCT -\%GC-\-\C-\C-\‘\GCG C AAAACGGT GG\GGGGG TATAT \C-\C\CG\GCG\

A

(D)

Hinh 3.22. Giai trinh tw vector pCas9/SW13-SW14
Ghi chii: Mot phan cdc két qua gidi trinh tw vector pCas9/SW13-SW14 véi 4 moi khdc nhau (A-D).
Trinh tw promoter U6.1 va U6.2 dwoc danh dau bang dong mii tén nét diit ( ----- »), trinh tw crRNA
diege thé hién bang dwong ké dirt (~------ ); trinh ti tracrRNA dwoc biéu dién bang dwong miii tén
lién (—).
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3.3. TAO DONG LUA TBR225 CHINH SUA SW14-TBR
3.3.2. Chuyén céu tric T-DNA chinh sira SW14-TBR vao giéng lia TBR225

Trong nghién ctru trude day, Nguyén Duy Phuong va cong su (2019) da thiét ké cau
trac T-DNA biéu hién phiac hé¢ CRISPR/Cas9 mang 2 crRNA chinh stra EBE TalC va
AvxXa7/PthXo3/TalF (pCas9/sgRNA-SW14), va chuyén thanh cong vao gidng lua
TBR225, thu duoc 2 dong lta mang dot bién tuy nhién cac dot bién nay khong nim trén
EBE AvrXa7. Nguyén nhdn c6 thé do sb luong cdy chuyén gen thu duoc qua it, trong khi
dot bién duoc tao ra theo co ché NHEJ c6 tinh ngiu nhién. Chinh vi vdy, trong nghién ctu
nay, sau khi di cai tién quy trinh chuyén gen vao laa TBR225 (véi hiéu suat dat 21,7%),
cau trac pCas9/sgRNA-SW14 duoc st dung lai dé chuyén vao cay laa TBR225 nham thu
dugc cac dong lua chinh sira gen mang dot bién trén EBE AvrXa7. Mo seo cua lia
TBR225 duoc ddng nudi cdy véi chung vi khuan A. tumefaciens EHA105 tai to hop mang
cau trac pCas9/sgRNA-SW14 trén mdi trudng MS c6 bd sung chat dan du acetosyrigone
dé ting hiéu qua bién nap gen. Cac dong té bao tai to hop sinh truéng trén moi trudng
chon loc va tai sinh chdi duoc chuyén sang moi truong tai sinh & dé tao cdy con hoan

chinh. Két qua thu dugc 30 dong lua tai sinh trong trong diéu Kién nha ludi.

Bang 3.6. Két qua bién nap cu tric pCas9/sgRNA-SW14 vao lia TBR225

Giai doan S6 mau song sét/phat trien  Tilé"
Vio mau 250 -
Tao mo seo 189 75,6
Pong nudi cay 178 94,2
Chon loc | 116 65,1
Chon loc Il 78 67,2
Chon loc 11 41 52,6
Tién tai sinh 38 74,5
Tai sinh, tao cay hoan chinh 36 94,7
Nha ludi 30 83,3

Ghi chii: “Ti 16 mdu song sét/phat trién & moi giai doan dwoc tinh theo cong thire:
(50 mau song sot ¢ cuoi giai doan trudc/so mau dwa vao o dau giai doan sau) x 100.

3.3.3. Nghién ciru kiéu gen ciia ciy lia TBR225 tai sinh dwoc chuyén ciu tric T-
DNA chinh sira SW14-TBR

Két qua giai trinh ty SW14-TBR tir 20 dong lda mang ciu triic gen chuyén thu duoc
cac dang dot bién nhu bang 3.7 va hinh 3.27; trong d6 dot bién dong hop (dot bién giéng
nhau trén ca hai alen) chiém 30,77%, dot bién di hop (dot bién chi xuat hién trén mot
alen) chiém ti 1 30,77% va dot bién bi-alen (hai alen mang 2 dang dot bién khac nhau)
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38,46%. Ti Ié alen mang dot bién dat 55% (tinh trén tong s cay mang cau trac T-DNA
duoc kiém tra), chung to hé thong CRISPR/Cas9 di st dung 13 mot cong cu hiéu qua dé
chinh stra gen trén lta TBR225. Cac dot bién duoc phat hién trén SW14-TBR déu 1a cac
dot bién nho (1-8 nucleotide), bao gém loai dot bién thém nucleotide (31,8% sb alen dot
bién) va mat nucleotide (68,2% sb alen dot bién), dic biét khong xuat hién dot bién thay
thé nucleotide (Bang 3.7). Tét ca cac dot bién thu duoc déu xuit hién xung quanh diém
xay ra DSB (cach vi tri PAM 3 nucleotide theo tinh toan 1y thuyét) trén trinh ty EBE
AvrXa7/PthXo3/TalF cua SW14-TBR (Hinh 3.27).

wt CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAAGCTC ™
5.5 Aen1tCTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGT - - TAAGCTC (-2
Aen2CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGT - -- AAGCTC  (3)

WT CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGG -TGCTAAGCTC 1
aen1 CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTTGCTAAGCTC (+1)

536 en2 CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTTGCTAAGCTC (+1)

wr CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAAGCTC  (wy)
5.2 Alen1 CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAAGCTC  (wy)
nen2 CTTCCTTCCTAGCACTATATAAACCCCCTCCAACCAGGTG --- AGCTC (3
Hinh 3.27. Trinh tw SW14-TBR ciia cac dong hia TBR225 chuyén gen To
Ghi chii: Trinh ty SW14-TBR ciia cdc dong liia chuyén gen (S-5, S-36 va S-24) duwoc so sanh véi
trinh tw SW14-TBR cuia cdy hia TBR225 khéng chuyén gen (WT). Ki tw phia bén phdi thé hién
kiéu gen SW14-TBR djt bién; (wt) kiéu gen khong dot bién, (+/-) dot bién thém/bét nucleotide; ki
tir $6 thé hién so nnucleotide thay déi. Vi tri EBE AvrXa7 dwoc thé hién bdng dwong nét dirt mau
dé. Trinh tw crRNA duoc biéu thi bdng mii tén mau xanh.

Bang 3.7. Kiéu gen SW14-TBR ciia cac dong lia TBR225 chuyén gen To

Kiéu gen dot bién A aa S6 ciy
SW14-TBR Tén dong (Ti 19)
a
Dihop S-25 (-5/wt): (20%)
A S-7(-6); S-17 (-3); S-23(-8);
b 4 (20%
bong hop $-36 (+1): (20%)

S-26 (+2/-3); S-34(+2/-3)
Khong dot bién S-6; S-14; S-19; S-27; S-29; S-21; S-31 7 (35%)
Ghi chii: *Pot bién trén mot alen. Dot bién giong nhau trén ca 2 alen. °Bét bién khdc
nhau trén 2 alen. "Ki ti trong ngodc thé hién sé nucleotide dét bién thém (+) hay mat (-)
trén SW14-TBR; wt: khéng dot bién.
3.3.4. Nghién ciru dic diém Kiéu gen va kiéu hinh ciia ciac dong lia TBR225 chuyén
vector chinh stra SW14-TBR T:
Khi phan tich su di truyén cac dot bién trén SW14-TBR tir thé hé Tosang thé hé Ty, két

qua cho thay cac dot bién duoc phan ly theo dung nhu dinh luat Mendel. Cu thé, cac dong
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laa TBR225 chinh sira gen To mang kiéu gen SW14-TBR d6t bién di hop va bi-alen phan
ly & thé hé T theo ti I& gan vai ti 16 1:2:1 (2 < 5,991; P <0,05); cac dong mang kiéu gen
SW14-TBR dot bién dong hop tao ra 100% céa thé T1 co kiéu gen dot bién déng hop. Tat
ca cac dong laa T1 thudc cting mot cay To déu mang cac dot bién da co ¢ thé hé To, khong
xay ra hién tuong xuat hién thém cac dot bién méi (Bang 3.8).

Bang 3.8. Phan ly di truyén ciia dong lia TBR225 chinh sira gen T1

S6 cay| Di truyén cau tric T-DNA 6 thé | Di truyén dot bién SW14-TBR
Tén dong To k;lt;alm he In " o h? o %
tra Actin?HPTYsgRNAP| Cas9P 31" Phén ly dot bién® (1:2:1)°
S1(2-3) | 21 | 21 | 5 5 5 (0,228 7(-2),10(-2/-3), 4 (-3) | 0,905
S-4(-4wt)| 38 | 38 | 7 7 7 [ 1,210 [ 10(-4), 16(-4/wt), 12(wt) | 1,158
S5(3-2)| 30 | 30 | 6 6 6 |1,480| 8(-3), 16(-3/-2), 6(-2) | 0,400
S7(6) | 25 | 25 | 7 7 7 [ 1,400 25 (-6) -
S-9(+2mt)| 37 | 37 | 8 8 8 | 0,225 | 11(+2), 19(+2/wt), 7(wt) | 0,892
S-12 (+1wt)] 35 | 35 | 6 6 6 | 1,152 | 9(+1), 19(+1/wt), 7(wt) | 0,486
S17(3) | 36 | 36 | 8 8 8 | 2476 36(-3) 2,833
S-23 (-8) 20 20 4 4 4 10,843 20(-8) -
S-24 (-3/wt) | 38 38 9 9 9 ]0,148 | 6(-3), 22(-3/wt), 10(wt) | 1,789
S-25 (-5/wt) | 45 45 | 13 13 13 | 1,033 | 9(-5), 24(-5/wt), 12(wt) | 0,600
S-34 (+2/-3)| 36 36 | 10 10 10 | 0,434 | 9(+2), 20(+2/-3), 7(-3) | 0,667
S-36 (+1) 34 34 7 7 7 10,993 34(+1) -

Ghi chii: 3S6 cdy co két qua PCR duong tinh. b Sé cdy cé két qua PCR am tinh. °s6 cdy co cing
kiéu gen; ki tw trong ngodc thé hién so nu dot bien thém (+)/mat (-) trén SWI14-TBR; (wt) khong
dot bién. "P<0,05.

3.3.5. Nghién ciru anh hwéng cia dot bién SW14-TBR dén kiéu hinh cia dong lia
TBR225 chinh sira gen T>

Dé danh gid mtc d6 anh huong cua dot bién trén SW14-TBR dén mot s dic diém
nong hoc cua cac dong lua TBR225 chinh stra gen, cac cay luia TBR225 T tao ra tir 11
dong Iua chinh stra gen T1 dai dién ¢ trén da dugc phan tich, danh gia cac chi tiéu nhu: thoi
gian sinh trudng, chidu cao cy, sé nhanh, s6 hat chic/bong va ning suét ca thé khi trong
trong diéu kién nha ludi (Bang 3.10). Phan tich két qua thu duoc bang kiém dinh One-way
ANOVA va Duncan’s test cho thay khong c6 sy khac biét c6 y nghia théng ké giira hau
hét cac dong lua dot bién so véi dong laa d6i chimg khong chinh sira gen vé tat ca cac
tinh trang néng hoc duoc quan sat. Mot sb dong co thé hién sy khac biét vé mot sé chi
tiéu, vi du nhu dong S-24.10 khac biét vé thoi gian sinh truong, S-24.10 va S-25.8 khac
biét vé chiéu cao cay, S-9.6 va S-12.35 khac biét vé s nhanh. Mic du vy, khong c6 dong
laa dot bién nao c6 chi tiéu lién quan t&i nang suat (s6 hat chiac/béng va niang suit ca thé)

bi giam so véi dong lta TBR225 dbi chirg khong chuyén gen. Diéu nay cé thé 1y giai boi
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mot sb gia thuyét khac nhau nhu hién tuong bu dap di truyén (genetic compensation) caa
cac gen SWEET trong hé gen lta, hodc cling co thé 1a do dot bién nho trén ving promoter
khong gay tac dong téi hoat dong ciia RNA polymerase trong diéu kién binh thuong. Két
qua nghién ctru nay di chung to cac dot bién trén SW14-TBR duoc tao ra bai hé théng
CRISPR/Cas9 khong giy ra anh huong tiéu cuc dén cac dic diém sinh trudng phat trién va dic
biét 13 ning suat cia cay lda.

Bang 3.10. Két qua danh gia mét sé chi tiéu ndng hoc ciia dong lia TBR225 ddt bién

] SW14-TBR T, ] ]
.. [Thoi gian sinh| Chi€u cao cay P So hat INang suat c4
Tén dong S0 nhanh . 2
troéong (ngay) (cm) chic/bong thé (gam)
WT 107,10+5,34% | 115,25+3,54% 6,90+1,02% 79,40+5,03° | 19,05+0,54°
S-4.3 | 108,15+4,25%® | 115,20+5,25% 6,80+0,97% 82,65+6,72° | 22,45 +0,88?
S-5.2 | 110,30+3,05%° | 110,35+4,10% 6,52+1,40% 89,25+3,40®° | 21,07+0,33%
S-7.5 | 105,5545,34 | 114,32+4,14%® 7,88+1,08% 98,25+4,39* | 23,20+0,16°
S-9.6 | 107,42+3,18% | 110,48+3,18" 8,90+1,152 81,25+4,05° | 22,63+0,42°
S-12.35 | 109,85+4,18% | 113,25+4,28% 6,14+1,20° 85,35+2,06° | 21,35+1,53%
S-17.10 | 109,34+4,53% | 114,36+4,93% 6,90+0,95% 85,75+5,97° 22,25 £0,96%°
S-23.34 | 109,25+2,46® | 112,15+3,56® 7,00+0,80% 80,95+8,18" | 21,24+1,17®
S-24.10 | 115,334£2,46% | 105,25+4,76° 6,90+1,05% 79,85+6,78 | 21,18+1,19%
S-25.8 | 110,52+4,45%® | 120,30+4,252 6,89+0,88% 79,90+2,88° | 21,18+0,33%
S-34.5 | 112,15+4,18%° | 116,1545,18% 6,95+0,85% 79,65+3,04° | 21,56+0,32%
S-36.7 | 107,14+4,42%° | 120,35+4,922 7,14+1,20% 78,95+4,98 | 21,90+0,50%
Ghi chu: Cac gia tri trung binh co cung ki tw sai khdc nhau khong co y nghia thong ké (Duncan’s test, o=
0,05). (WT) Dong liia TBR225 doi churng khong chinh sua gen.

Pé chitng minh gia thuyét vé tuong tac phén tir gitta TALE AvrXa7 (cua céc isolate
VXO0) va EBE AvrXa7 (cta gidng lta TBR225) ciing nhu xac dinh hiéu qua cua cac dot
bién di tao ra ddi véi hoat dong cua gen dich, cac dong lta chinh sira gen da duoc lay
nhiém nhén tao lan luot Vi ba isolate VXO dai dién (VXO 11, VXO 80 va VXO 100)
va phén tich mic do biéu hién cuia OSSWEET14. Két qua RT-gPCR thu dugc cho thay
murc do biéu hién gen caa cac dong laa dot bién OsSWEET14 duoc chia thanh 2 nhom rd
rét. Nhom thir nhat bao gém 3 dong laa S-7.5, S-17.10 va S-23.34 hau nhu khong c6 su
thay d6i dang ké nao vé murc do biéu hién ciia gen dich khi duoc 1ay nhiém vai vi khuan
X00 twong tu nhu thi nghiém ddi chimg 1ay nhiém bang dung dich khong chira vi khuan
X00. Nhém thir hai bao gom 8 dong Ita con lai (S-4.3, S-5.2, S-9.6, S-12.35, S-24.10, S-25.8,
S-34.5 va S-36.5) véi mirc do biéu hien OsSWEET14 ting dang ké khi dugc lay nhiém véi ca
3 isolate X00 dai dién, twong tu nhu dong laa TBR225 d6i chimg khong chinh sira gen. Két
qua nay ching té cac dot bién trén SW14-TBR & cac dong lua thudc nhom thir nhat da 1am
pha v& tuong tac gitta TALE AvrXa7 véi SW14-TBR, dan t6i khong hoat hoa sy biéu hién
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cia OSSWEET14 khi cic isolate VXO x4m nhiém vao cdy lia TBR225 chinh stra gen.
Nguoc lai, & cac dong lta chinh sira gen thudc nhom thir hai, khi vi khuan Xoo xam nhiém,
TALE van tuong tac voi EBE AvrXa7 va hoat hoa OsSSWEET14.

Dé x4c dinh vai tro cua gen nhiém OsSWEET14/EBE AvrXa7 d6i véi tinh man cam
cia laa TBR225 véi cac isolate VXO, ba dong lua dot bién c6 muc do biéu hién
OsSWEET14 khéng thay d6i khi 1ay nhiém VXO (S-7.5, S-17.10 va S-23.34) va hai dong
laa dot bién c6 mirc d6 biéu hién OSSWEET14 thay d6i tuwong ty dong lua dbi ching khi
lay nhidm VXO (S-12.35 va S-24.10) di duoc lya chon dé danh gia tinh khang bénh véi 3
isolate VXO dai dién (VXO 11, VXO 80 va VXO 100) trong diéu kién nha ludi (Hinh
3.30). Két qua thu duoc ba dong lua S-7.5, S-17.10 va S-23.34 thé hién tinh khang ro rét
véi isolate VXO_11, diéu nay chiing to6 OsSWEET14 1a gen S duy nhat ddi véi isolate
VXO_11 cua gidng laa TBR225. Tuy nhién, ca ba dong lta S-7.5, S-17.10 va S-23.34 lai
khong thé hién tinh khang hay chi khang nhe ddi véi hai isolate VXO 80 va VXO_100;
goi ¥ rang hai isolate nay cé thé c6 it nhat 2 dich tin cong trong hé gen cua gidng lua
TBR225. Do vay viéc gay dot bién trén 1 EBE AvrXa7 khong du dé tao ra tinh khing
hoan toan VXO_80 va VXO 100 cho gidng lua chi lyc nay.

250 - VXO_11 OVX0_80

@mVXO0_100 mbC

-y
g
S 20,0 .
<
(g.
2 15,0
<
Sg 10,0
3
0
£ 5,0
o

0,0

S-7.5 S$-1710 S-23.34 S-12.35 S-24.10 WT

Hinh 3.30. Panh gia tinh khang bénh bac 14 ctia dong laa TBR225 chinh sira
SW14-TBR T»

Ghi chii: Cac dong lia TBR225 chinh sira gen (S-7.5, S-23.34, S-19.10, S-12.35 va §-24.10) va
khéng chinh sira gen (WT) dwoc ldy nhiém nhan tao cdc isolate VXO dai dién (VXO 11, VXO 80
va VX0 100). (BC) Thi nghiém doi chirng ém (ldy nhiém cdy hia véi dung dich MgCla khéng
chita vi khudn Xoo). Ddu sao thé hién sw khdc biét ¢é ¥ nghia thong ké vé chiéu dai vét bénh
trung binh giita cdc dong lia chinh sita gen va dong lia doi chirng khéng chinh sira gen (WT)
(Duncan’s test, a = 0,05)
3.4. TAO DONG LUA TBR225 CHINH SUA SW13-TBR VA SW14-TBR
3.4.1. Tao chiing A. tumefaciens mang vector chinh sira SW13-TBR va SW14-TBR

Dé tao vat lidu phuc vu thi nghiém chuyén ciu trac chinh sira ddng thoi hai promoter
SW13-TBR va SW14-TBR vao ltia TBR225, vector tai to hop pCas9/SW13-SW14 da duogc
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bién nap vao té bao vi khuan A. tumefaciens EHA105 bang phuong phap soc nhiét. Thé
bién nap sau dé duoc kiém tra bang phuong phap PCR truc tiép khuan lac véi ciap moi
dac hiéu Ubi-F/Cas9-t-R.

1 2 3 4 5 6 7 8

kb

3,0
1,0

0,5»
<0,36 kb

0,1~

Hinh 3.32. PCR truc tiép khuan lac A. tumefaciens dwoc bién nap
pCas9/SW13-SW14

Ghi chii: San pham PCR véi cip moi Ubi-FICas9-t-R duwoc dién di trén gel agarose 1,0%. Giéng M:
thang chuan DNA 1,0 kb (Cleaver Scientific); giéng 1 - 6: khuén la cdc khudn lac A. tumefaciens
diege bién nap vetor pCas9ISW13-SW14; giéng 7: déi chirng dwong (khuén la pCas9/SW13-SW14);
giéng 8: doi chitng dm (khuan lac A. tumefaciens khong dwoc bién nap DNA).
3.4.2. Chuyén cau triic T-DNA chinh sira SW13-TBR va SW14-TBR vio giong lia TBR225

Chang vi khuan A. tumefaciens mang cau tric T-DNA biéu hién phuac hé
CRISPR/Cas9 chinh sira dong thoi hai promoter SW13-TBR va SW14-TBR dugc bién
nap vao lua TBR225 tuong tu nhu thi nghiém da thuc hién ¢ trén (muc 3.3.2) va thu
duoc 59 dong lua tai sinh sinh truéng va phat trién tdt trong diéu kién nha ludi. Hiéu
Suat cua toan bo quy trinh dat 23,6%.

Bang 3.11. Két qua bién nap céu tric pCas9/SW13-SW14 vao lia TBR225

Giai doan S6 mau Hiéu suat”
Vao mau 500
Tao mo s¢0 315 63,0
Pong nudi cy 283 89,8
Chon loc | 181 64,0
Chon loc Il 109 60,2
Chon loc I11 75 68,8
Tién tai sinh 70 93,3
Tai sinh, tao cdy hoan chinh 67 95,7
Nha ludi 59 88,1

Ghi chi: “Ti 1é mau song sot/phdt trién & méi giai doan dwoc tinh theo
cong thirc: (S6 Mau song sot & cudi giai doan trudclsé mau dea vio ¢
dau giai doan sau) x 100.
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3.4.3. Nghién ciru kiéu gen ciia ciy lia TBR225 tai sinh dwgce chuyén cdu tric T-
DNA chinh sira SW13-TBR va SW14-TBR

Dé danh gia hiéu qua chinh sra SW13-TBR va SW14-TBR cua hé théng
CRISPR/Cas9 di st dung, 51 dong lta chuyén gen To di dwoc giai trinh tu ving gen
dich. Phan tich trinh ty nucleotide biang phan mém BioEdit 4.0 cho thiy, c6 44/51
dong laa tai sinh mang dot bién trén cic gen dich. Két qua nay chung té ciu trac
vector CRISPR/Cas9 di thiét ké hoat dong kha hiéu qua; hiéu suét chinh sira gen cua
hé thong CRISPR/Cas9 dat 8,8% tinh trén toan bd qua trinh chinh stra gen va dat
86,3% tinh trén sb cdy lua mang chuyén gen. Trong d6, 18/51 dong lua (35,3%) mang
dot bién don gen trén SW13-TBR, 15/51 dong (29,4%) mang dot bién don gen trén
SW14-TBR va 12/51 dong (23,5%) mang da dot bién dong thoi trén ca hai promoter
SW13-TBR va SW14-TBR (Bang 3.13). Piéu nay ciing chitng minh hé théng vector
CRISPR/Cas9 di thiét ké (muc 2.2.7.3) hoan toan co thé sir dung cho muc dich chinh
stra da gen trén d6i tugng cdy lua.

Bang 3.13. Két qua giai trinh tw SW13-TBR va SW14-TBR ciia cay lia TBR225
chuyén gen To

PURTIY A | , Sé cﬁy
Promoter dgt bién Tén dong lua (TP 18)"
D-5, D-9, D-10, D-14, D-17, D-19, D-23, D-27,
SW13-TBR? D-28, D-32, D-33, D-37, D-41, D-43, D-45, 18 (35,3%)
D-53, D-64, D-65
D-2, D-4, D-13, D-16, D-20, D-24, D-29, D-31,
SW14-TBRP 14(27,5%)
D-35, D-48, D-51, D-54, D-57, D-62
SW13-TBR va D-6, D-7, D-11, D-12, D-18, D-21, D-22, D-25,
12 (23,5%)
SW14-TBR® D-26, D-30, D-40, D-67

Ghi chi: *Pgt bién trén SW13-TBR; *Dot bién trén SW14-TBR; Dot bién trén SW13-TBR
va SWI14-TBR; "Sé cdy mang dot bién/Tong sé cdy mang gen chuyén.

3.4.4. Nghién ctru dic diém kiéu gen va kiéu hinh cia cic dong lia TBR225 chinh
stra SW13-TBR va SW14-TBR T1

Cac dong lua T1 khong mang cau triic T-DNA duoc tiép tuc giai trinh ty nucleotide
ving promoter SW13-TBR va SW14-TBR dé xac dinh su c6 mit cua cac dot bién. Két
qua phan tich trinh ty nucleotide cua cac dong lua T1 bang phan mém BioEdit 4.0 cho
thay 15/80 dong laa T1 chi mang @6t bién trén SW13-TBR hoic SW14-TBR; 65/80 dong
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laa T1 mang dot bién trén ca hai promoter SW13-TBR va SW14-TBR. Pic biét, 22 dong lua
da dugc xac dinh c6 mang dot bién dong hop trén ca hai promoter nay. Phan tich bang cong
cu CRISPR ID ciing chi ra rang tit ca cac dot bién & thé hé To déu duoc di truyén mot cach
chinh xac sang thé hé T1 va khong cé sy xuat hién cac dot bién moi (Bang 3.15).
Bang 3.15. Két qua giai trinh tw SW13-TBR va SW14-TBR ciia dong hia TBR225
chinh sira gen T

Tén dong Kiéu gen dot bién Tén dong Kiéu gen djt bién
SW13-TBR | SW14-TBR SW13-TBR | SW14-TBR
D-11.30 -5 -2 D-25.3 -75 +1
D-12.1 +2 -198 D-25.10 -2 -2
D-12.7 +2 +1 D-25.13 -75 -2
D-12.28 +3 -198 D-25.19 -75 -2
D-12.31 +3 +1 D-30.2 -7 -3
D-12.58 +2 -198 D-30.5 -7 -3
D-18.1 +2 -3 D-30.9 +3 -3
D-18.7 +2 -2 D-30.12 +3 -3
D-18.12 -4 -3 D-30.14 +3 +1
D-18.15 -4 -3 D-30.19 -7 +1
D-25.2 -2 +1 D-30.47 -7 +1
Ghi chii: Ki tw sé thé hién s6 nucleotide thém (+)/mdt (-) trén SW13-TBR va SW14-
TBR; ki tw in dam thé hién cdc dong lua mang dot bién khac nhau.

Pé bude dau danh gia hiéu qua cua cac dot bién trén SW13-TBR va SW14-TBR tao ra
bang cong cu CRISPR/Cas9 dbi véi tinh khang VXO, muoi hai dong Ita T1 khong mang cau
trac T-DNA, mang dot bién cac gen dich & dang déng hop dai dién cho mdi loai dot bién
(Bang 3.15) va c6 kiéu hinh déng déu duoc lya chon cho thi nghiém lay nhiém nhan tao voi
cac isolate VXO 11 va VXO_80. Ngoai ra, dong ltia S-7.5 mang dot bién SW14-TBR dang
dong hop (muc 3.3.5.3) va cdy lia TBR225 khong chinh sira gen duoc sir dung lam ddi
ching cho thi nghiém danh gia tinh khang.

Két qua danh gia tinh khang cho thay c6 su khac rd rét vé tinh khang véi cac isolate
VXO gitta cac dong lta (Bang 3.16) va duoc chia thanh 2 nhém. Cy thé , nhém thir nhat
bao gom 6 dong lua: D-18.1, D-18.12, D-25.10, D-25.13, D-30.2, D-30.9, thé hién triéu
chung bac 14 rd rét trén tat ca cac 1a dugc lay nhiém véi ca hai isolate VXO 11 va
VXO 80, twong tu nhu dong lta dbi chimg (WT) khong chinh stra gen (Bang 3.16).
Nhoém thir hai gém 6 dong lta con lai, D-12.1, D-12.7, D-12.28, D-12.31, D-25.2 va D-

25.3, thé hién tinh khang r6 rét vai ca hai isolate duoc lay nhiém, chiéu dai vét bénh <5
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cm (Bang 3.16). Trong khi d6, dong lua ddi chung S-7.5 chinh stta SW14-TBR (muc
3.3.5.3) chi khang vaéi chung VXO_11 va khong khang vai véi chung VXO_80 (Bang
3.16). Cac két qua nay da budc dau ching minh duge vai trd quan trong (c6 thé 13 mang
tinh quyét dinh) cua SW13-TBR/EBE PthX02(A) va SW14-TBR/EBE AvxXa7 dbi véi tinh
man cam cua giéng lia TBR225 véi 2 isolate dai dién VXO 80 va VXO 100.

Bang 3.16. Két qua danh gia tinh khang cic dong laa chinh sira SW13-TBR va SW14-TBR

Tén Kiéu gen” Tinh khing/nhiém
dong T1 SW13-TBR SW14-TBR VXO_11|VXO_80
bC Wit wt S S
S-7.5 Wt -6 (AGGTGC) R S
D-12.1 +2 (TA) -198 (TATAAACCCCCTCCAACCAQG) R R
D-12.7 +2 (TA) +1(T) R R
D-12.28 +3 (CAT) -198 (TATAAACCCCCTCCAACCAQG) R R
D-12.31 +3 (CAT) +1(T) R R
D-18.1 +2 (TA) -3 (CCA) S S
D-18.12 -4 (ACTC) -3 (CCA) S S
D-25.2 -2 (AC) +1(A) R R
D-25.3 | -75 (ACTCCCTTC) +1(A) R R
D-25.10 -2 (AC) -2 (CC) S S
D-25.13| -75 (ACTCCCTTC) -2 (CC) S S
D-30.2 -7 (TCCCTTC) -3 (CCA) S S
D-30.9 +3 (GTC) -3 (CCA) S S
Ghi chii: *Ki tw chit s6 thé hién sé nucleotide thém (+)/mat (-)trén SW13-TBR va SW14-TBR;
ki tw chit trong ngodc thé hién cdc nu thém/mat trén EBE PthXo2(A) va AvrXa7; (wt) khong
dét bién. (S) Nhiém; (R) khdng.

KET LUAN

Tir cée két qua thu duoc trong qua trinh nghién ctru, ching i rat ra mot s két luan nhu sau:

1. Pa phan lap, dinh danh duoc 15 isolate VXO c¢6 ddc tinh manh voi gidng lua
TBR225 tir 9 tinh trong lua phia Béc trong giai doan tir 2016-2018. Ba isolate VXO dai
dién thu thap trudc (VXO 11) va trong (VXO 80 va VXO 100) giai doan 2016-2018 da
duogc giai trinh tw hé gen day di. VXO 11, VXO 80 va VXO 100 mang gen mi hoa
TALE AvrXa7; VXO_80 va VXO 100 mang gen ma héoa TALE PthXo02(A). Ba isolate
VXO hoat hoa sy biéu hién caa OSSWEET13 chira EBE PthX02(A) va OsSWEET14 chua
EBE AvrXa7 trén gidng laa TBR225.

2. Di thiét ké thanh cong hé thong CRIPSR/Cas9 cho phép chinh sira dong thoi 4 vi
tri khac nhau trong hé gen lta. Pi thiét ké duoc 4 trinh ty crRNA nhan biét EBE
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PthX02(A) va AvrXa7 dé tao cau tric vector chuyén gen biéu hién phtic hé CRISPR/Cas9
chinh stra d6ng thoi 2 promoter SW13-TBR va SW14-TBR cua gidng lia TBR225.

3. Pa chuyén thanh cong céu triic T-DNA chinh sira SW14-TBR vao lta TBR225 va
tao dugc 11 dong lia mang dot bién trén SW14-TBR & dang d6ng hop khong mang cau
trac T-DNA trong hé gen. Pa chirng minh dugc OSSWEET14/EBE AvrXa7 dong vai tro
quyét dinh t6i doc tinh cua isolate VXO 11 va déng vai trd quan trong ddi voi doc tinh
cua isolate VXO 80 va VXO 100 trén giéng lta TBR225. Céac dot bién khac nhau trén
SW14-TBR c6 anh hudng khac nhau dén tuong tac caa VXO véi gen S OsSSWEET14; mot
s6 dang dot bién di ¢ ché qua trinh hoat hoa biéu hién OSSWEET14 cia 3 isolate dai
dién. Tat ca cac dot bién trén SW14-TBR khong lam thay d6i mot s6 dic diém nong hoc
chinh ctia dong laa chinh stra gen T2 so Véi cay laa TBR225 d6i chimg. Ba dong lta S-
7.5, S-17.10 va S-23.34 mang dot bién SW14-TBR khang hoan toan véi isolate VXO_11
va khang nhe hodc khong khang véi isolate VXO 80 va VXO 100.

4. Pa chuyén thanh cong ciu tric T-DNA chinh sira déng thoi hai promoter
SW13-TBR va SW14-TBR vao lta TBR225 va thu dugc 12 dong lta mang d6t bién trén
trinh ty EBE cua ca hai promoter nay & dang dong hop khong mang cau tric T-DNA
trong hé gen. Pa bude dau xac dinh dugc doc tinh cia isolate VXO_80 trén gidng lua
TBR225 duoc quyét dinh bai ca OSSWEET13/EBE PthXo02(A) va OsSWEET14/EBE
AvrXa7. Sau dong chinh stra gen Ty (D-12.1, D-12.7, D-12.28, D-12.31, D-25.2 va D-
25.3) khang hoan toan véi ca hai isolate VXO 11 va VXO_80 va c6 dic diém nong
hoc twong duong véi gidng laa TBR225 d6i chirng khong chinh sira gen.

KIEN NGHI

Dua trén cac két qua nghién ctru trén, chiing toi dua ra mot s6 kién nghi nhu sau:

—Tiép tuc phan tich tinh 6n dinh di truyén, danh gia biéu hién gen OSSWEET13,
OsSWEET14 va kha nang khang bénh bac 14 cta cac dong lta chinh sira dong thoi 2
promoter SW13-TBR va SW14-TBR & céc thé hé tiép theo (T2, Ts...)

—Tiép tuc thu thap va phan tich TALome ctia quan thé vi khuan Xoo Viét Nam dé c6
chién lugc phu hop cho cong tac nghién citu chon tao giéng cay trong khang bénh bac 1a
phd rong va bén virng.

—Tiép tuc mé rong nghién ciru chinh sira gen cai tao tinh khang bac 14 bang hé thong
CRIPSR/Cas9 trén cac giéng lua chi hyc khac.
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