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MO PAU

Nam soi Aspergillus oryzae va Aspergillus niger dugc ching
nhén 13 an toan d6i voi con ngudi boi Cuc quan Iy Thuc pham va Duoc
pham Hoa Ky (FDA). Hai loai nim nay dugc str dung pho bién trong
cong nghiép san xuat enzyme va axit hitu co. Gan déy, A. oryzae va
A. niger dugc danh gia 1a nha may té bao tiém ning dé san xuat cac
san pham trao ddi chét c6 hoat tinh sinh hoc dung trong linh vyc y-
duogc. Tuy nhién, kha ning sinh tdng hop va tiét san pham cua cac
chang phan 1ap tir tw nhién thuong thap, kho dap ung dwuoc nhu cau
san xuit & quy mé codng nghiép. Viéc cai bién cac chung tu nhién bang
k¥ thuat di truyén co thé gilp tao ra cac ching dot bién c6 ning luc
sinh tong hop cac san pham véi hiéu suit cao. Mot s gen lién quan
dén sinh tong hop protease, diéu hoa trao d6i chat, kiém soét hinh théi
té bao va tiét san pham can duoc hiéu chinh dé tao ra cac ching nim
c6 dac tinh méi, phi hop cho biéu hién enzyme/protein téi to hop. Muc
dich cua luan an 1a nham tao ra hé théng chuyén gen méi & A. oryzae
va A. niger ma khong sir dung gen khang khéang sinh. Hé thdng nay s&
gilp cai bién cac chung ndm tu nhién dé tao ra cac chung ndm tai to
hop ¢ ning sudt cao va an toan cho san xuét san pham.
1. Tinh cép thiét cia dé tai

Chi Aspergillus gdom hon 180 loai da dwgc cong nhan chinh
thirc, hau hét trong sé d6 c6 kha nang phéan giai polysaccharide thuc
vat. Nhiéu loai trong chi nAm nay c6 kha ning tiét mot lugng Ion cac
enzyme thuy phan vao méi truong nudi cay; do do, ching dugc coi la
cac nha may té bao quan trong dé san xuét enzyme tai to hop cuing
ngudn va khac nguon & quy mé cdng nghiép. Ngoai kha ning tiét
enzyme vuot troi, nam soi Aspergillus con sinh truéng nhanh, dé nudi
cdy véi chi phi thap. Dac biét, A. oryzae va A. niger duoc xem la vat
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chu tiém ning cao cho san xuat cac san pham tai to hop phuc vu phat
trién cong nghiép sinh hoc.

Tuy nhién, phan 16n cac nghién ciru cai bién di truyén ¢ nam
soi A. oryzae va A. niger van str dung phuong phap chuyén gen théng
qua té bao tran (protoplast). Phuong phap chuyén gen nay bao gom
nhiéu budc thyc hién phuc tap, chi phi cao va két qua thi nghiém thiéu
6n dinh ¢ nhitng lan lap lai. Viéc phat trién hé théng chuyén gen méi
véi hiéu suat cao, chi phi thip va an toan ¢ A. oryzae va A. niger sg la
nén tang uu viét phuc vu san xuat enzyme/protein tai t6 hop co tiém
nang thuong mai hda. Ké tir nam 1998, phuong phéap chuyén gen théng
qua vi khuan Agrobacterium tumefaciens da dugc thuc hién thanh
cdng & nhidu lodi ndm soi khac nhau. Hiéu sut chuyén gen cua
phuong phap nay cé thé dat dén 97% va tham chi cao hon phuong
phdp chuyén gen théng qua té bao trin I1én t6i 400 lan & nidm
Aspergillus awamori. Tuy nhién, phuong phap nay mai chi dugc ap
dung mét cach han ché & A. oryzae va A. niger. Dic biét, cac marker
chon loc ding cho chuyén gen & ca A. oryzae va A. niger méi chi gioi
han & mot s6 lugng nhét dinh do A. oryzae khang véi hau hét cac loai
khéng sinh diing cho chuyén gen con A. niger thuong doi hoi ndng do
khang sinh kha cao dé dam bao chon loc duoc cac thé chuyén gen.
Diéu nay khong nhitng lam ting chi phi thi nghiém ma con c6 thé gay
ra lo ngai vé viéc phat tan cua cac chung nim mang gen khang khang
sinh ra méi truong ty nhién.

Xay dung duoc hé théng chuyén gen véi hiéu suét cao théng
qua Vviéc stir dung cac marker chon loc 1a gen dinh dudng hay gen “tu
than” s& dam bao sy an toan cua ching tai to hop va la nén tang di
truyén quan trong phuc vu nghién ciru biéu hién tai to hop dinh hudng
tng dung. Hé thdng nay cé thé duoc str dung dé loai bo di cac gen
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khong mong mudn khoi hé gen caa ndm, nhu cac ma hoa protease (giy

phan giai san pham enzyme/protein téi to hop), cac gen sinh tong hop

amylase (gay can tro viéc thu hoi va tinh ché san pham tai to hop), ...

Hé thong chuyén gen phat trién dugc trong nghién ctru nay ciing sé la

cong cu dac luc gitip ting cuong kha nang biéu hién cua gen ma hoa

enzyme tai t6 hop nhu phytase (enzyme thay phan phytate, thuong
duogc bd sung vao thirc dn chin nuéi), laccase (ing dung trong xir ly
loai bo thudc nhudm trong nudc thai),...

Tur nhitng ly do néu trén, ching toi tién hanh dé tai: “Nghién
cieu phét trién hg thang chuyén gen méi phuc vu cdi bién di truyén
mét sé loai nd@m sei thugc chi Aspergillus”.

2. Muc tiéu caa dé tai

- Phat trién duoc hé thdng chuyén gen hiéu suit cao théng qua vi
khudn Agrobacterium tumefaciens duya trén co ché tro dudng don
va trg dudng kép.

- Ap dung dugc hé thdng chuyén gen dé cai bién di truyén nam soi
A. oryzae va A. niger théng qua viéc X04 gen va ting cuong biéu
hién gen nham tao ra céac chung dot bién c6 dic tinh sinh hoc wu
Viét.

3. Nogi dung nghién caiu
N@i dung 1: Phét trién hé théng chuyén gen méi (tao ching dot

bién khuyét dudng, tao vector, tdi wu quy trinh chuyén gen, biéu hién

gen chi thi huynh quang).

Ndi dung 2: Chang minh tinh kha thi cua hé thong chuyén gen
thong qua vi khuan Agrobacterium tumefaciens thu dwgc trong nghién
cau vai tro, chirc nang gen.

N@i dung 3: Banh gia hiéu qua xoa gen (amyR, laeA, prtT, stuA,
veA) str dung hé thdng chuyén gen thdng qua vi khuan Agrobacterium
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tumefaciens va danh gia vai trd ciia cac gen nay dén qua trinh sinh
truong, biét hoa té bao, phan giai co chét va tiét san pham.

Néi dung 4: Xay dung giai phap nham nang cao hiéu suat x6a gen
& A. oryzae va A. niger ma khong sir dung gen khang khang sinh.

N@i dung 5: Ap dung hé thdng chuyén gen thu duoc dé ting cuong
su biéu hién cia gen phyA ma hoa enzyme phytase & cac chung dot
bién x04 gen.

4. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai

Nghién ciru nay da phat trién thanh céng hé thong chuyén gen
méi véi hiu suat cao duya trén marker chon loc 1a gen dinh dudng dé
phuc vu cai bién di truyén nim soi A. oryzae va A. niger. Dé tai chiing
minh duoc hiéu qua cua hé théng chuyén gen méi thong qua viéc x6a
gen va tang cuong biéu hién gen nham tao ra cac chung ndm c6 dac
tinh wu viét phuc vu san xuit enzyme va protein tai to hop.
5. Nhirng déng gop mai cia luan an

e Di xay dung dugc phuong phap tdi uu cho chuyén gen théng
qua vi khuan Agrobacterium tumefaciens & nim soi A. oryzae
va A. niger dua trén co ché trg dudng don (trg dudng
histidine) va tro dudng kép (tr¢ dudng histidine,
uridine/uracil).

e Di phat trién duoc giai phap t6i wu dé x6a nhiéu gen ¢ cing
mot chung nidm A. oryzae hoic A. niger véi viéc chi sir dung
mot marker chon loc duy nhat 13 pyrG.

e Di tim ra giai phap méi dé ting cuong hiéu qua xo6a gen & A.
oryzae va A. niger bang cach sir dung marker hisB dé xoa gen
mong mudn va marker pyrG dé chin sinh truéng ciia cac thé

chén ngau nhién.



e Di xiy dung duoc bd dir lidu vé kiéu hinh va dic diém sinh
hoc cuia cac chung dot bién xda gen mi hoa protein diéu hoa
(amyR, laeA, prtT, stuA, veA) va mot s6 chung ting cuong
biéu hién gen ma hoa enzyme phytase (phyA) ¢ A. oryzae va
A. niger.

CHUONG 1
TONG QUAN CAC VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Giéi thiéu vé chi Aspergillus

Aspergillus 12 mét trong nhiing chi nim lau doi nhat duoc dat
tén bai Micheli vao nam 1729. Sy phd bién cua chi nim nay trong moi
truong ty nhién, kha niang d& nubi cay trén méi truong phong thi
nghiém va tam quan trong kinh té ciia mot sb loai Aspergillus da thu
hat sy chi y cua cac nha ndm hoc va vi sinh vét hoc cng nghiép.

Aspergillus c¢6 hiéu qua kinh té cao, cac thanh vién cua chi
nim nay da duoc khai théc trong nhiéu quy trinh cdng nghiép khéac
nhau. Céc loai Aspergillus dwoc sir dung trong nganh cong nghiép dé
udng, duoc pham va san xuit enzyme. Céc san pham thuong mai duoc
san xuat tir Aspergillus bao gém axit citric, gluconic, itaconic va kojic.
Mot sb chat chuyén héa thar cap tir Aspergillus nhu statin va cac dan
Xuit cua chiing ciing dem lai lgi nhuan 16n, va gitr vai tro quan trong
trong phat trién thudc diéu tri bénh m& mau (cholesterol cao). Mot
nhém céc nha khoa hoc tai Cong ty Merck ¢ Hoa Ky da phat trién
thanh cong statin dau tién (c6 tén la lovastatin) tir A. terreus va duoc
phé duyét @& s dung cho nguodi. Mic du A. nidulans 1a loai
Aspergillus c6 dic tinh di truyén tét nhat, nhung chiing khong phu hop
dé 1am vat cha cho nghién ctu tai to hop do cac nim nay tao ra doc th
sterigmatocystin, tién chét cua aflatoxin. Hai loai dic biét quan trong
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cua chi Aspergillus 1a A. niger va A. oryzae. Hai loai nay da dugc tng
dung rong réi trong san xuat cac san pham tu nhién co gia tri nhu axit
hiru co va enzyme. A. niger va A. oryzae cling dugc cong nhan la vat
chu an toan dé san xuat cac san pham tai to hop phuc vu ndng nghiép,
cdng nghiép thuc pham va y-duoc.

1.2. Phwong phap chuyén gen thong qua vi khuian Agrobacterium
tumefaciens (Agrobacterium tumefaciens — mediated
transformation ATMT)

Mic du xuét hién mudn hon phuong phap chuyén gen bang té
bao tran, ATMT di duogc chirng minh 1a ¢6 nhimg wu diém vuot troi
khi str dung & dé chuyén gen & ca thyuc vat va nim. Bi véi phuong
phdp ATMT, viéc tao té bao tran tir hé soi nAm dé lam nguyén liéu cho
chuyén gen 1a khong can thiét. Viéc tao té bao tran di duoc ap dung
thanh cong & nhiéu loai nAm khac nhau, tuy nhién, quy trinh tao té bao
tran thuong phuc tap va phai sir dung nhiéu loai enzyme khac nhau dé
loai bo thanh té bao nam. Nguoc lai, cac nguyén lidu ding cho chuyén
gen & phuong phap ATMT rat da dang va don gian nhu bao tir nam,
soi nAm, md qua thé cia ndm, hodc té bao tran. Nhiéu nghién ctru ciing
da chi ra phuong phap ATMT c6 hiéu qua cao trong chuyén gen &
nim, tham chi cao hon nhidu so véi cac phuong phap chuyén gen
théng dung khac.

ATMT la mét cdng cu quan trong dé x6a gen. Mic du hiéu
qua cua x0a gen thdng qua Ag. tumefaciens khac nhau rat nhiéu & cac
lodi ndm, nhu 0,04% ddi véi B. dermatitidis, 29% déi vaoi A. awamori,
74% @di voi Fusarium avenaceum va 84,6% ddi voi F. graminearum.
Véi hiéu suat chuyén gen cao va su don gian trong thao tac thi nghiém,
phuong phap ATMT ngay cang trg nén phd bién trong cac tng dung
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cai bién di truyén & ndm. Sy sin sang cua cac co s dir lidu hé gen
nam, cling vai cac hé thong promoter cam g, cac marker chon loc
phu hgp da va dang gitp cho viéc khai thac phuong phap ATMT hiéu
qua hon trong nghién ciu chirc ning gen, tao cac thé dot bién dinh
huéng va biéu hién tai to hop ¢ nhiéu lodi nAm khéc nhau.

1.3. Marker trg dwong dung trong chuyén gen

Céc gen dinh dudng, dugc dinh nghia la cac gen ma hda mét
loai protein can thiét dé sinh tong hop mot chat dinh dudng thiét yéu,
duoc sir dung rong rai dé chon loc cac thé chuyén gen trong ky thuat
di truyén. Cac marker trg dudng hién c6 san trong viéc chuyén gen ¢
nim. Cac marker tro dudng uracil ciing da duoc st dung trong qua
trinh chuyén gen thong qua Agrobacterium & nam soi. Nhiéu thé dot
bién khuyét dudng pyrG khac nhau di duoc tao ra va nhirng thé dot
bién nay khong thé phat trién trong méi truong khéng cé uridine hoic
uracil, nhung chiing c6 thé ton tai bang cach thém uridine hozc uracil
vao mdi truong, vi vay rat dé sir dung trong chon loc. Str dung cac
marker trg dudng l1a mét trong nhitng cach phd bién nhat dé chuyén
gen trong ndm soi, dic biét 1a s dung tinh khang axit 5-fluoroorotic
dé tao ra cac thé dot bién khuyét dudng uracil cd thé duoc bo tro boi
gen pyrG (A. nidulans) hoac pyr-4 (N. crass). Mét tinh nang quan
trong khac cua marker pyrG la n6 cé thé duoc phat trién véi hé théng
tai st dung marker, gilp tao céc thé dot bién xoa da gen. Néu cd thé
str dung nhiéu marker chon loc trén mot cling mét vt chi, thi viéc tao
ra nhiéu thé dot bién xoé& gen hoic cac thé bd trg gen rat thuan tién va
hiéu qua.

Gen mé& hda imidazole glycerol-phosphate dehydratse (IGPD)
ciia nim men S. cerevisiae (H1S3) 1a mot marker chon loc thudng duoc
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su dung cho c&c ky thuat phan ta. Khi gen HIS3 dugc chén vao
plasmid tich hop hodc sao chép, HIS3 cho phép chon nguoc lai cac té
bao c¢6 duge dic tinh nguyén dudng histidine dé chung c6 thé phat
trién ma khong can bo sung histidine trong méi truong. Mot ortholog
duy nhat (An15g00610) cho HIS3 trong hé gen cuaa A. niger véi do
tuong ddng vé trinh tu protein 1a 57,6%, dugc goi la hisB. Muc do
biéu hién gen béo cao luciferase khi sir dung marker hisB cao hon so
véi su tich hgp ngau nhién ma pyrG la marker chon loc. Ngoai ra, viéc
str dung marker hisB tir A. nidulans dé b tro vao A. niger khuyét
duong histidine la hoan toan kha thi.

1.4. Céc chién lrge ting cwong san xuit enzyme/protein hai loai
nam cong nghiép A. oryzae va A. niger

Sang loc cac chung san xuét tot rat quan trong trong biéu hién
enzyme tai to hop. Dé cai thién hon nira viéc san xuat enzyme & A.
oryzae va A. niger, cac chién luoc biéu hién da tap trung vao viéc toi
uu hoa cau tric biéu hién gen, diéu khién qué trinh sau dich ma va ky
thuat hinh thai hoc. Bang cach bét hoat gen fIbA lién quan dén qua
trinh tao bao tir, kha ning tiét protein trén khap khuan lac duoc nuéi
cdy trén méi truong thach & A. niger di duoc ting cuong. Dot bién
gay ra bai tia cuc tim va axit nitric d4 tao ra mot sé chung A. oryzae
c6 kha ning 1am cho méi truong nudi cdy it nhét va ting san xuat
glucoamylase. Nhiéu kha ning cac yéu t§ didu hoa phat trién quan
trong khac (vi du: StuA, FIbA, BrlA) c6 thé s& tré thanh cac thanh
phan phd bién cua bo cdng cu cong nghé sinh hoc dé kich hoat hoic
cai thién su hinh thanh san pham ty nhién trong cac loai nam cong
nghiép.



Ca A. oryzae va A. niger déu la nhitng nha may té bao quan
trong trong san xuat enzyme thuc pham do c6 cac dic tinh an toan va
c6 hé théng tiét protein manh. Mot loat cac enzyme thuc pham nhu
amylase, glucoamylase duoc san xuat thuong mai boi cac ching A.
oryzae va A. niger da chirng minh déy 1a cac chang nén thich hop cho
viéc cai bién di truyén dé tao cac chang siéu san xuit enzyme. Tuy
nhién, nhimg khé khin trong thao tac di truyén va sy thiéu hut cac
chién luoc biéu hién da han ché nhitng budc tién méi trong linh vuc
nay. Hon nira, mot s6 doc t6 nAm méc gan day da duoc phat hién trong
mot sé chung A. niger da khién cho quy trinh phé duyét déi véi san
Xuat enzyme thuc pham cang nghiém ngat hon. Trong nghién ctu nay,
cac cong cu phuc vu cai bién di truyén vai hiéu qua cao, cac cach thic
tao cac chung phi hop cho biéu hién protein téi to hop, cac chién luoc
dé san xuat enzyme thyc pham hiéu qua hon ¢ 2 loai nim A. oryzae
va A. niger sé dugc xem xét.

CHUONG 2
VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu

Céc chang vi sinh vat sir dung lam chang khéi dong trong
nghién cau bao gém: Escherichia coli DH5a, Agrobacterium
tumefaciens AGL1, Aspergillus oryzae RIB40, Aspergillus oryzae
AUT1-PID, Aspergillus oryzae NsPID1, Aspergillus oryzae
RIB40ApyrG, Aspergillus niger N402, Aspergillus niger CBS 113.46,
Aspergillus niger N402ApyrG, Aspergillus niger CBS 113.46ApyrG.

2.2. Phuwong phap nghién ctru
2.2.1. Thu bao tir va hé sgi nAm



2.2.2. Tach chiét DNA tong s, tach chiét RNA tong s6 va tao cDNA
2.2.3. Tao céc vector ding cho xo4 gen va biéu hién gen & A. oryzae
va A. niger

2.2.4. Chuyén gen ¢ nam soi A. oryzae va A. niger théng qua vi khuan
Ag. tumefaciens sir dung marker chon loc la cac marker dinh dudng
2.2.5. Sang loc, danh gia va kiém tra kha niang sinh truong va tiét
protein/enzyme ciia mot s6 chung chuyén gen

2.2.6. Xac dinh sb ban sao va mirc d6 hoat dong cua gen phyA thong
gua real-time PCR

2.2.7. Xac dinh va phan tich cac gen & A. oryzae va A. niger

2.2.8. Phan tich va xu ly s6 liéu

CHUONG 3
KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phat trién h¢ théng chuyén gen méi véi marker chon loc la
gen dinh du#ng hisB phuc vu cai bién di truyén nam sei A. oryzae
va A. niger
3.1.1. Tao chiing ddt bién khuyét dudng histidine nhor x6a gen hisB
theo co' ché trao ddi chéo twong dong

Vector pAoH dung cho x6a gen hisB cd chira marker chon loc
pyrG duoc chuyén vao A. oryzae khuyét dudng uridine/uracil
RIB40ApyrG thong qua phuong phap ATMT nhu da bao cdo trudc
day. Tét ca cac thé chuyén gen sau d6 duoc chuyén sang CDA dé sang
loc céc thé dot bién khuyét dudng histidine tiém ning. Ching dot bién
x04 histidine (RIB40AhisB) da dugc kiém tra sy sinh truéng trén cac
méi trudng khac nhau (Hinh 3.3A). Viéc x6a gen hisB theo co ché trao
d6i chéo tuong dong duoc xac nhan bang PCR sir dung cac cap moi
dic hiéu (Hinh 3.3B, 3.3C).
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RIB40 | RIB40
ApyrG | AhisB

Ect-1

5' hisB AnpyrG marker 3’ hisB

B cautriccagen hiss ...
0 A. oryzae
5' hisB hisB 3’ hisB
Locus gen hisB & chung ty nhién —— T ORF | —
(RIB40ApyrG) AohisB-F —p-------- < AohisB-R
625 bp
AORISB-P5 —p <---sseurrsescacamaurucnn < AohisB-P6
1630 bp
Locus gen hisB ) g )t
& chiing 6t bién x6a gen 5’ hisB AnpyrG marker 3 hisB .
(RIB40AhisB) AohisB-P5-» - < AohisB-P6
2404 bp
C - ApyrG AhisB Ect-1 M - ApyrG AhisB Ect-1

6 kb —E

3kb 2404‘bp‘ 3 kb —

Qe

1kb 1630 bp The

AohisB-P5/AohisB-P6 AohisB-F/AohisB-R
Hinh 3.3. Két qua tao chiing dét bién khuyét dwang histidine &
A. oryzae R1B40
(A) Khd ndng sinh trirong cua ching dgt bién khuyét dwéng histidine
(RIB404hisB) dwoc Kiém tra dong thoi trén CDA + Uri + Ura, CDA
+ His va CDA + Uri + Ura + His. Cdc dia dwoc u ¢ 30°C trong 4
ngay. (B) So' do x&c nhdn xod hisB nho PCR véi céc vi tri bam moi
ddac hiéu. (C) Két qua xéac nhan xéa gen hisB nho PCR vdi cac cap
moi ddc hiéu AohisB-P5/AohisB-P6 va AohisB-F/AohisB-R, (-) la doi
chizng am, M la DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, My).
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Hién nay, cac marker dinh dudng thuong duoc khai thac dé
thao tac di truyén & nam nho chuyén gen thong qua té bao tran. Cac
marker chon loc nay duoc khuyén nghi sir dung trong san xuét protein
tai t6 hop dé co thé dap tng céc tiéu chuan an toan trong céng nghiép
thue pham. Viéc sir dung hisB nhu mot marker chon loc dé bién doi
gen chua dugc bdo céo ¢ A. oryzae. Trong nghién ciru nay, ching toi
da x6a thanh cong gen hisB & A. oryzae khuyét dudng uridine/uracil
dé tao ra cac chung dot bién khuyét dudng histidine.

Chién thuat tao cac chung dot bién khuyét dudng histidine
(AhisB) & A. niger ciing duoc tién hanh twong tu nhu véi A. oryzae.

3.1.2. Chuyén gen vao A. oryzae va A. niger sir dung phuong phap
ATMT véi marker chon lgc la hisB

Cac vector nhi thé moi dugc dat tén 1a pEX2D va pEX2E
mang marker chon loc hisB dé biéu hién gen tai t6 hop ¢ A. oryzae va
A. niger khuyét dudng histidine da duoc xay dung. Hiéu suat chuyén
gen sir dung ATMT véi cac didu kién t6i wu dat 515 + 99 thé chuyén
gen/10° bao tir nAm (d6i vai A. oryzae RIB40AhisB), 297 + 62 thé
chuyén gen cho 107 bao tir v6i chiing nén A. niger N402AhisB va 285
+ 58 thé chuyén gen cho 107 bao tir véi chung nén A. niger
CBS113.46AhisB.

3.1.3. Tao céc chiing ddt bién khuyét dudng kép nho giai phap
tai sir dung marker chon loc pyrG

Marker pyrG & cac dot bién khuyét duong histidine dugc tién
hanh loai bo theo co ché téi t6 hop twong dong dé tao cac chung dot
bién khuyét dudng ca 2 gen hisB va pyrG.
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CDA+Uri+Ura CDA+His CDA+Uri+Ura+His

N

RIB40
ApyrG i

RIB40
AhisB

- RiB40
AhisBApyrG

M+Met+Uri+Ura M+Met+His M+Met+Uri+Ura+His

By

AhisBApyrG

5' hisB 3' hisB

Céu tric loai pyrG & chiing X04 hisB  «esssesssees { T R eescssscears

Locus gen hisB & ching 5' hisB AnpyrG marker 3’ hisB

dot bién khuyét dudng histidine

T e < AohisB-P!
(AhisB) AchiBRS 2404 bp OIS
Locus gen hisB & ching 5" hisB 3 hisB
dot bién khuyét dudng kép | I —
(AhisBApyrG) AohisB-P5 —>7 --------- < AohisB-P6
p

1630 bp 1630 bp o

677 bp

677 bp
’

Hinh 3.12. Két qua tao cac chiing khuyét dudmg kép AhisBApyrG

& A. oryzae

(A) Su sinh trirong cuia cac chung dot bién AhisBApyrG dwoc kiém tra
trén cdc méi treong khdac nhau. (B) So' do x&c nhdn viéc logi b marker
pyrG & cac ching dét bien nho PCR véi ciap mai dac hiéu P5/P6. (C)
Két qua x&c nhdn tao ching RIB40AhisBApyrG nho PCR. (D) Két qua
xac nhan tgo chiing AUT14hisBApyrG nho PCR, (-) la doi chiig am,

M 1& DNA marker 1 kb (Thermo Fisher Scientific, My).
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3.1.4. Xay dung va danh gia hiéu qua chuyén gen ciia cac vector
nhi thé méi

Trong nghién ciru ndy, lan dau tién ching toi di thanh cong
trong viéc xay dung cac chung A. oryzae va A. niger khuyét dudng
kép va thiét 1ap hé théng ATMT méi voi marker chon loc pyrG va
hisB.

A CDA+Uri+Ura CDA+His CDA+Uri+Ura+His

N402
.. AhisBApyrG .-

N402 " N402
ApyrG : AhisB

Huynh quang dé Huynh quang xanh Két hgp

Hinh 3.14. Két qua tao chiing ddt bién khuyét duong kép va sw

N402AhisBApyrG
::DsRed::GFP

biéu hién dong thoi 2 gen ddc lap trong cuing mat chiing nam &
A. niger N402
(A) Sw phét trién cia ching dot bién khuyét dieong kép (AhisBApyrG)
S0 Vi Cac chung dgt bién khuyét dudng don (ApyrG va AhisB) trén
CDA + Uri + Ura, CDA + His va CDA + Uri + Ura + His. Cac dia
dioc 1 ¢ 30°C trong 4 ngay. (B). Sir biéu hién d@ong thoi DsRed va
GFP trong cing mét chung ndm dwéi kinh hién vi huynh quang
Axioplan véi dé phéng dai 400 lan.
14



Hiéu qua bién nap cua hé thong ATMT nay khé tét véi 200—
1000 thé chuyén gen cho 10° bao tir tily thudc vao marker chon loc.
Ngoai ra, sy hinh thanh nén khéng mong muén do sy phéat trién qua
muc cua cac ching khuyét dudng trong qua trinh dong nudi ciy duoc
kiém soét d& dang bai ndng do histidine va uridine/uracil duoc bd sung
vao méi truong cam tng. Hé thing ATMT duoc xay dung da duoc
xé&c nhan bang cach biéu hién thanh céng 2 gen béo céo khéac nhau bao
gom DsRed va GFP trong cling mot chiing A. oryzae va A. niger.

3.2. Hé théng chuyén gen thong qua vi khuan Ag. tumefaciens
(ATMT) méi phét trién cho phép thuc hién nghién ciru vé chirc
ning cua cac gen

3.2.1. Tao vector nhi thé pKH1 phuc vu xda gen

Vector nhi thé pKH1 mai tao, chtra c&c vi tri nhan biét caa céc
enzyme cat gioi han ¢ ca 2 dau 5 va 3’ cua marker chon loc hisB gilp
cho viéc dua cac trinh ty tai t hop tuong ddng cua gen dich vao vector
tré nén dé dang hon. Céac doan trinh tu tai t6 hop tuong dong dugc dwa
tuan tu vao 2 phia cua marker chon loc trong vector nhd sir dung
enzyme cat giéi han va T4 DNA ligase. Vector trung gian pKH1 s&
duoc khai thac cho céc thi nghiém x6a gen tiép theo.

3.2.2. X04 va bb trg thanh cong gen diéu hoa laeA & A. oryzae va
A. niger bang cach sir dung hé théng ATMT da xay dung

Dé danh gia hé théng ATMT trong nghién ctu vai tro, chirc
ning gen & A. oryzae va A. niger, ching t6i d lya chon gen laeA. Yéu
t6 diéu hoa phd rong LaeA déng vai tro quan trong trong qua trinh trao
dbi chat thir cAp va phat trién caa nhiéu lodi nim. O A. oryzae, yéu tb
diéu hoa LaeA kiém soat qua trinh tao bao tir va san xuat axit kojic.
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X0é gen laeA 1am giam kha nang sinh tong hop axit hitu co & A. niger.
Trong nghién ctu ndy, gen laeA di bi x6a & chung khuyét dudng
histidine (RIB40AhisB). Ngoai ra, chung t6i da chiing minh rang
marker hisB cua A. niger c6 thé duoc sir dung dé x6a laeA & A. oryzae.
Dit liéu cho thdy rang viéc loai bo laeA 1am giam dang ké sy hinh
thanh bao tir cia A. oryzae (Hinh 3.19). Ngoai ra, s dung hé théng
chuyén gen véi 2 marker méi thiét lap, chung t6i da tao thanh cong
céc chung bo trg gen laeA. Chang b trg da phuc hoi kha ning hinh
thanh bao tir (Hinh 3.19).

Maltose Lactose

O

Galactose

o0
e
oo

Sucrose Glucose Tinh bot

RIB40

RIB40
AlaeA

RIB40
faeAcomp,

.

Hinh 3.19. Kiéu hinh ciia cac chiing A. oryzae RIB40,
RIB40AlaeA va chiing bo trgr RIB40laeAcomp trén CDA c6 chira
cac ngudn cacbon khac nhau
Cdc dia dwoc u ¢ 30°C trong 3 ngay.

3.3. Panh gia hi¢u qua xoa gen sir dung hé théng ATMT méi va
xac dinh vai tro ciia mét so6 gen cu thé

Dé danh gia tiém ning ciia hé théng chuyén gen mai phat trién
trong tao ra cac dot bién xda gen bén, én dinh nhiéu thé hé, ching toi
lya chon can thiép vao mot loat cac gen diéu hoa & ca hai loai nAm soi
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A. oryzae va A. niger. Nhtng gen nay dong vai tro quan trong trong
diéu hoa hoat dong trao d6i chat. Hau hét cac ching dot bién xo4 gen
¢6 kiéu hinh dic trung, d& dang quan séat va chon loc.

Bang 3.2. Ty 1é xo4 mdt s6 gen diéu hoa & nam sgi A. niger
véi marker hisB

Tén gen Ty 1€ x6a

laeA 68,00% + 7,00%
StuA 37,60% + 9,42%
amyR 83,75% + 6,38%
prtT 45,10% + 1,77%
veA 7,32% + 2,66%

3.4. Thiét 1ap chién lwgc méi dé ting hiéu qua xoa gen A. oryzae
va A. niger

Trong nghién ctru nay, chung t6i hudng tai giai phap khéng
sir dung cac gen khang thudc lam marker chon loc ma van giup ting
hiéu suat bién nap. hisB duogc lra chon 1a marker chon loc chinh trong
qua trinh x0a gen dua trén co ché tai to hop tuong dong va pyrG la
marker chon loc hai chiéu duoc sir dung dé loai bo cac thé chén ngau
nhién. Chién lugc x0é gen hiéu qua cao nay da duoc ching minh khi
4p dung x0a mot s6 gen & A. oryzae va A. niger.

Khi sir dung ciu trdc méi tao nay dé xoé laeA ¢ chung nén
RIB40AhisBApyrG, néu méi truong chon loc dugc bd sung 5-FOA, ty
1& x04 co thé dat t&i 98,48% + 1,5%. Hau hét cac khuan lac duoc ciy
chuyén va thuan khiét trén méi trudng CDA + Uri + Ura véi nguon
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nito duy nhét 12 (NH4),SO4 déu c6 kiéu hinh giam hinh thanh bao tir
(Hinh 3.29).
AnpyrG marker 5' laeA AnhisB marker 3 lagA

Chu tric x6a gen laeA
0 A. oryzae

Sang loc
—>

KU\G c'c.'

O
&

'ctocoo;
QQQOeop

CDA+Uri+Ura+5-FOA

Hinh 3.29. Chién lwgc ting ty 1¢ x0a gen laeA & nAm A. oryzae
RIB40AhisBApyrG
So do logi bé gen laeA & A. oryzae khuyér dwong kép
RIB404hisBApyrG véi viéc bé sung thém marker chon loc pyrG tir A,
niger (AnpyrG) dé tang ty |é xoa gen va sang loc trén méi truong ddac
hiéu véi nguon nito la (NH4)2SO4 dé xdc dinh cac thé dot bién AlaeA.

Céc chung dot bién dugc cung cap trong nghién ciru nay ciing
san sang cho cac qua trinh cai bién di truyén tiép theo vi mang kiéu

gen ApyrG. N6i chung, chién lwoc mai phét trién trong nghién cau
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nay 1a mot cdng cu trién vong trong xoa gen quy md Ién va cung cip
sang loc c6 dinh hudng khi xod mot gen méi.

3.5. Khai thac c4c hé théng chuyén gen méi phat trién dé biéu hién
enzyme tai té hop

Dé biéu hién tai to hop phytase, cac chung N402 mang dot
bién hong gen diéu hoa va khuyét dudng uridine/uracil (ApyrG) s&
dugc dung lam nguyén liéu chuyén gen. Céc thé chuyén gen dugc dat
tén lan luot 12 O1, 02, O3 (ddi véi N402 biéu hién qua mac phyA):
Al, A2, A3 (d6i voi N402AamyR biéu hién qua mac phyA); L1, L2,
L3 (d6i véi N402AlaeA biéu hién qua muc phyA); P1, P2, P3 (dbi V6i
N402AprtT biéu hién qua muc phyA); S1, S2, S3 (d6i vi N402AstuA
biéu hién qua muc phyA); V1, V2, V3 (d6i voi N402AveA biéu hién
qua mirc phyA). Két qua dinh luong hoat tinh cho thiy, cac dot bién
hong gen diéu hoa amyR, laeA, prtT, stuA va veA va nhan cau tric biéu
hién qua mirc gen phyA déu cho hoat tinh cao hon tir 3-8,5 1an so véi
cac ching ban dau. Trong do, cac ching xo04 gen stuA cho hoat tinh
cao hon t6i 6,6-8,5 lan.
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Hoat tinh phytase (U/ml)
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Hinh 3.38. Két qua danh gia hoat tinh phytase ciia A. niger biéu
hién qua mirc phyA trén cac chiing nén khac nhau.
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Qua trinh hinh thanh bao tir & nAm méc lién quan chit ch& dén
hinh thanh va tiét cac san pham trao doi chat, dac biét sic t melanin
mau den & bao tir ndm A. niger 12 mét trong nhitng nguyén nhan can
tro kha ning tiét cia cac enzyme ra ngoai méi truong. Biéu hién qua
murc phyA trén cac chung nén 1a dot bién xoa gen stuA ¢ A. niger da
gitip tang hidu qua biéu hién 1&n t6i 8,5 lan. Mat khéc, trong nghién
ctru ctia chding t6i, cac ching nghién ctru dugc nudi cdy mot cach don
gian va khong can dwa pH méi truong vé 2,5 ma van cd thé thu duoc
mét lugng 16n enzyme. Piéu ndy ching minh rang, cac ching dot bién
hong gen diéu hoa amyR, laeA, prtT, veA va dic biét 1a stuA 1a cac
chang nén tiém ning véi nhiéu wu diém dé sir dung cho cac nghién
ctru tiép theo nham tao cac chung biéu hién cac enzyme tai t6 hop da
muc dich ¢6 gia tri kinh té phuc vu san xuit cong nghiép. Viéc biéu
hién qua mtrc phyA boi ca A. oryzae va A. niger da loai bo gen stuA
déu cho nhitng két qua bude dau kha quan va htra hen s& dem lai cho
nganh codng nghiép san xuat enzyme phytase trong twong lai gan
nhitng budc tién méi co gié tri. Bén canh d6, day ciing 1 budc khoi
dau cho cac nghién ctu chuyén sau hon dé hinh thanh hé théng san
Xuit enzyme/protein tai t hop cong nghiép & nim soi A. oryzae va A.
niger nho chung xo0a gen stuA.

KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan:
1. Pa phit trién thanh cong hé théng chuyén gen hiéu qua cao
dua trén co ché trg dudng sir dung phuwong phip ATMT & A.
oryzae va A. niger. Pa thiét 1ap dwoc giai phap téi wu dé nang
cao hiéu qua xoa gen & ca 2 lodi nam sgi A. oryzae va A. niger.
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ba tao thanh cong 04 vector nhi thé tuong thich phuc vu tao dot
bién khuyét dudng histidine va dot bién khuyét dudng kép
histidine-uridine/uracil & ca 2 loai ndm soi A. oryzae va A. niger.
D3 cung cap 08 chung nim A. oryzae va A. niger mang dot bién
khuyét dudng (histidine, uridine/uracil/hisdidine).

Pia dé xuat cac thong s t6i wu cho chuyén gen vao nim soi A.
oryzae va A. niger dua trén co ché tro dudng sir dung phuong
phap chuyén gen théng qua vi khuan Ag. tumefaciens. Hiéu qua
chuyén gen dat 515 £ 99 thé chuyén gen/ 10° bao tir & A. oryzae
Va 297 + 62 thé chuyén gen/ 107 bao tir & A. niger.

2. Pa chirng minh dwgrc tinh kha thi va mire d¢ hiéu qua caa hé
théng chuyén gen méi trong nghién ciu chirc ning gen & A.

oryzae va A. niger.

D3 x6a thanh cong mot s gen diéu hoa & 2 loai ndm soi A.
oryzae va A. niger sir dung hé thong chuyén gen méi véi hiéu
qua cao.

Di x6a va b trg thanh cong gen diéu hoa laeA & ca 2 loai nAm
soi A. oryzae va A. niger sir dung hé thong chuyén gen méi va
chimg minh sy bao tha cta gen laeA ¢ 2 loai ndm soi ciing chi
A. oryzae va A. niger.

Pi cung cip 16 ching dot bién xoa gen, bd tro gen lién quan
dén qua trinh trao doi chét va biét hoa té bao & nam soi A. oryzae

va A. niger.

3. Pa thiét 1ap chién lwgc nang cao hiéu qua xoé gen & 2 loai

nam sgi cong nghiép A. oryzae va A. niger.
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D3 thiét 1ap 01 giai phap x6a dong thoi nhidu gen & mot ching
nam chi st dung marker chon loc duy nhat 1 pyrG.

Da dé xuat 01 giai phap nang cao hiéu suat x6a gen theo co ché
tai to hop twong dong & nam soi A. oryzae va A. niger bang cach
sir dung dong thoi hai marker chon loc 1a pyrG va hisB.

. Pi 4p dung thanh coéng h¢ théng chuyén gen méi dé ting

cwdng sw biéu hién ciia gen phyA ma hoa enzyme phytase c6
gia tri kinh té & 2 loai nAm soi. P tao va danh gia dwoc mat
so chiing nAm ddt bién xo4 gen c6 tiém ning cao phuc vu
nghién ciru biéu hién enzyme/protein tai té hop.

D3 thanh cong trong biéu hién tai to hop enzyme phytase & ndm
soi A. oryzae va A. niger. P tuyén chon dugc 03 chung dot bién
tiém ning trong san xudt mot s6 san pham phuc vu nong nghiép,
cong nghiép, y-duoc.

D xay dung 05 bo s6 liéu vé phan tich kiéu hinh, dic diém sinh

1y sinh héa ciia cac ching dot bién c6 tiém niang ung dung.

Kién nghi:

1.

Khai thac hé théng chuyén gen va céc chiing dét bién xo4
gen di tao dwoge dé nghién ciru biéu hién mét sé gen ma hoa
enzyme c6 gia tri kinh té.

. Khai thac hé théng chuyén gen tao dwgc dé nghién ciu vai

tro va chirc niing ciia cac gen tiém ning & nam s¢i A. oryzae
va A. niger.
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