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Linh vuc k¥ thuit dwgce dé cap

Sang ché d& cap dén enzym protoporphyrinogen oxidaza thu dugc tir sinh vt
nhan so hoic bién thé ctia n6, va phuong phép tao ra va/hodc ting cudng kha nang chéng

chiu thubc diét cé cua cay trdng va/hodc tao sit dung enzym nay.
Tinh trang ky thuit clia sing ché

Con dudng sinh tong hgp porphyrin co chirc nang tdng hop chét diép luc va hem,
1a nhitng yéu td déng vai tro thiét yéu trong qua trinh trao dbi chét cua cdy, va né dién
ra trong lap luc. Trong con dudng nay, protoporphyrinogen IX oxidaza (sau day, dugc
goi 1a PPO; EC:1.3.3.4) xtic tic qué trinh oxy hoéa protoporphyrinogen IX thanh
protoporphyrin IX. Sau qué trinh oxy héa protoporphyrinogen IX thanh protoporphyrin
IX, protoporphyrin IX lién két v6i magié nho Mg-chelataza d8 téng hop chit diép luc,

hoic nd lién két vé6i st nho Fe-chelataza dé tong hop hem.

Do d6, khi hoat tinh PPO bi trc ché, viéc téng hop chét diép luc va hem bj tc
ché va co chét protoporphyrinogen IX roi khoi con duong sinh tong hop porphyrin thong
thuong, dan dén viéc di ra nhanh chéng cua protoporphyrinogen IX tir lap luc sang té
bao chét, va su tich lily protoporphyrin IX trong té bao chit do qua trinh oxy hoa.
Protoporphyrin IX da tich lily tao ra oxy don boi c6 d6 phan tng cao ('02) khi c6 mit
anh sang va phan tir oxy lam pha huy mang t& bao va nhanh chong dan dén su chét té
bao cdy trong. Trén co s& nguyén tic ndy, cac thudc diét cé e ché hoat tinh PPO da
dugc phat trién. Cho dén nay, dd c6 9 ho thudc diét cd uc ché PPO, bao gém
pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-phenylphtalimit, thiadiazol, oxadiazol,
triazolinon, oxazolidinedion, va cac thudc diét cé khac, duge phén loai theo cAu trac hoa
hoc cua chung.

Ngoai ra, dé ngan nglra 4nh hudng clia cac thudc diét ¢6 nay dén sy sinh trudng
cla cay trf‘)ng trong khi st dung thubc diét cd, c6 nhu cAu tao ra kha ning chéng chiu

thude diét ¢ cho cy trong.
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Trong khi dd, tao 1a sinh vat quang hop ¢o6 thé chuyén hoa ning lugng anh sang
thanh hoa nang ma co thé duoc st dung dé téng hop nhidu hop chit hitu ich khac nhau.
Vi du, tao c6 thé cb dinh cacbon nh¢ qua trinh quang hop va chuyén hoa cacbon dioxit
thanh duodng, tinh bot, lipit, chét béo, hodc cac phan tit sinh hoc khac, nho d6 loai bo khi
nha kinh ra khoi khi quyén. Ngoai ra, viéc trdng trot tao quy mo 16n cé thé tao ra nhidu
loai co chét khac nhau nhu enzym cong nghiép, hop chét va protein tri liéu, dudng chit,

chét thuong mai va chit dbt.

Tuy nhién, trong truong hop nudi trdng tio quy mo 16n trong thiét bi phan tng
sinh hoc hoic trong hd dé hé hoidc duge bao quanh, su nhim tap c6 thé xdy ra béi cac
sinh vat canh tranh khong mong mudn, vi du, tio, nam, luan trang, hodc dong vat phu

du khong mong muon.

Do d6, cong nghé 1a can thict dé thu hoach cdy trong va/hodc tdo mong muodn &
quy md 16n bang cach xir ly thudc diét co & ndng dd ma s& e ché sy sinh trudng cla
cac sinh vat canh tranh khong c6 kha nang chong chju thude diét ¢, sau khi tao ra kha

ning chdng chiu thubc diét cd cho cdy trong va/hodc tdo mong mudn.
Tai liéu tham khao
(Tai liéu séng ché 1) Don dang ky sang ché My s cong bd US 6,308,458 (2001.10.30)
(Tai lidu sang ché 2) Pon ding ky sang ché My s6 cong b6 US 6,808,904 (2004.10.26)
(Tai liéu sang ché 3) Pon ding ky sang ché My s6 cong bb US 7,563,950 (2009.07.21)
(Tai liéu sang ché 4) Cong b don sang ché qudc t€ (2011.07.14)
(Tai liéu khong phai sang ché 1) Li X, Volrath SL, Chilcott CE, Johnson MA, Ward ER,
Law MD, Development of protoporphyrinogen oxidase as an efficient selection marker
for agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of maize. Plant physiology
133:736-747, 2003
Ban chét k§ thuit clia sang ché
Vén dé ky thuat

Trong ban mo ta nay, nhan thiy rang gen PPO kiéu hemY thu dugc tir sinh vat
nhén so va thé dot bién ctia né c6 kha ning chéng chiu thudc diét cd rong rai d6i voi

thubc diét cd e ché protoporphyrinogen oxidaza (PPO), va do d6 dugc d& xuét 1a néu
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cung cip gen nay cho cy trdng va/hoic tao, kha ning chéng chiu thudc diét co c6 thé

dugc tao ra va/hodc dugc ting cuong.
Mot phuong an dé xuét bién thé polypeptit chira, vé co ban 12 gdm, hodc gbm:

(1) trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhom gém
c4c axit amin téc dong dén su twong tc gitra thude diét c6 tc ché PPO va polypeptit cia
PPO, SEQ ID NO: 2 (vi dy, axit amin dugc dinh vi trén vi tri lién két ctia SEQ ID NO:
2 tuong tac véi thubc diét c6 trc ché PPO) 14n lugt va doc 1ap duge xba hodc duoc thé

béng axit amin khac v4i axit amin ban dau & vi tri tuong ung, hoac

(2) trinh ty axit amin c¢6 d dong nhét trinh tu véi trinh tu axit amin (1) 1a 95%

hozic cao hon, 98% hoic cao hon, hodc 99% hodc cao hon.

Mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém gém céc axit amin tdc dong dén
su tuong tac gilta thude diét c6 rc ché PPO va polypeptit cia PPO, SEQ ID NO: 2, c6
thé 13 mot hodc nhidu axit amin dugc chon tir nhém gdm N59, S60, R89, F161, V165,
A167, Q184, P303, V305, F324, 1327, 1340, F360, va 1408, c6 trinh tu axit amin dugc
néu trong SEQ ID NO: 2.

Phuong 4n khac d& xuét bién thé polypeptit chira, vé co ban 12 gdm, hodc gom:

(1) trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin duogc chon tir nhém gdm
céc axit amin tac dong dén su tuong tac gitra thudc diét ¢6 tc ché PPO va polypeptit ciia
PPO, SEQ ID NO: 4 (vi du, axit amin dugc dinh vi trén vi trf lién két dugc néu trong
SEQ ID NO: 4 tuong téc véi thube diét ¢6 e ché PPO) lan luot va doc lap dugce x6a
hodc dugce thé b?mg axit amin khac véi axit amin ban dau & vi tri twong tng, hodc

(2) trinh tu axit amin c6 do ddng nhét trinh tw bang 95% hodc cao hon, 98% hoac
cao hon, hoic 99% hodc cao hon vdi trinh ty axit amin (1).

Mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém gém cac axit amin tac dong dén
sw twong tac gitta thudc diét co trc ché PPO va polypeptit ciia PPO, SEQ ID NO: 4, ¢6
thé 1a mdt hoidc nhiéu axit amin duoc chon tir nhém gé)m R101, F171, V175, A177,
G194, P316, V318, F337, L340, 1353, va F373, ¢ trinh ty axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 4.

Phuong éan khac d@& xuét polynucleotit ma hoa polypeptit hodc bién thé polypeptit.

Phuong an khéc d& xuht vecto ti té hop chira polynucleotit.

_4-



36300

Phuong &n khéc d& xuét té bao tai td hop chira vecto tai t6 hop.

Phuong an khac d& xuét ché phim d tao ra hodc tang cudng kha nang chéng

chiu thudc diét cd cua cy trong hodc tdo, chira mot hodc nhiéu duge chon tir nhom gbm:

polypeptit duge néu trong SEQ ID NO: 2, polypeptit dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, bién thé polypeptit cia né nhu duge mo ta & trén, va polypeptit ¢6 trinh tu axit
amin co do déng nhét trinh tu béng 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc 99%

hoic cao hon véi polypeptit hodc bién thé polypeptit nay;

polynucleotit mi hoéa polypeptit, bién thé polypeptit, va polypeptit co trinh tu
axit amin ¢6 d6 déng nhét trinh tu béng 95% hoic cao hon, 98% hozc cao hon, hodc 99%

hoic cao hon vai polypeptit hodc bién thé;
vecto tai td hop chira polynucleotit; va
t& bao tai td hop chira vecto tai t6 hop.

Vi dy, polynucleotit ma hoa polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2 ¢c6 thé
chita trinh tu polynucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 1, va polypeptit dugc n€u trong
SEQID NO: 4 co thé chira trinh ty polynucleotit duge néu trong SEQ ID NO: 3, nhung
khong bi gidi han & do.

Thubc diét ¢6 c6 thé 14 thubc diét co e ché protoporphyrinogen oxidaza.

Theo phuong 4n cu thé, thudc diét cd c6 thé 1a mdt hodc nhiéu thubc diét co
dugc chon tor nhém gdbm pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-
phenylphtalimit, phenyleste, thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidindion va cac

thube diét cé khac, nhung khong bi gidi han g do.

Theo phuong an cu thé, thudc diét co co thé 12 mot hodc nhiéu thubc diét cé
dugc chon tr nhom gf“)m butafenacil, saflufenaxil, benzfendizon, tiafenaxil, fomesafen,
oxyfluorfen, aclonifen, axifluorfen, bifenox, etoxyfen, lactofen, chlometoxyfen,
chlorintrofen, floglycofen-etyl, halosafen, pyraflufen-etyl, fluazolat, flumioxazin,
cinidon-etyl, flumiclorac-pentyl, fluthiacet, thidiazimin, oxadiargyl, oxadiazon,
carfentrazon, sulfentrazon, azafenidin, pentoxazon, pyraclonil, flufenpyr-etyl,
profluazol, phenopylat (2,4-diclophenyl 1-pyrolidincarboxylat), chét twong tu cacbamat
ctia phenopylat (vi du, chét twong tw O-phenylpyrolidino- va piperidinocacbamat (tham
khao “Ujjana B. Nandihalli, Mary V. Duke, Stephen O. Duke, Relationships between
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molecular properties and biological activities of O-phenyl pyrrolidino- and
piperidinocarbamate herbicides., J. Agric. Food Chem., 1992, 40(10) 1993-20007)),
mudi chip nhan dugc trong ndng nghiép ctia no, va td hop ctia né, nhung khong bi gidi

han & do.

Cay trong 1 sinh vét nhén chuin da bao c6 kha niang quang hop, c6 thé 1a cay
mot 14 mAm hoic cay hai 14 mam, va c6 thé 13 ciy thao mdc hodc cay 14y gd. T4o la sinh

vat don bao ¢6 kha nang quang hgp, ¢6 thé 13 tao khong nhin hodc tdo c6 nhan chuén.

Theo mot phuong an, cay trdng va tdo dugc thao tac di truyén dé c6 thém
polypeptit chéng chiu thudc diét c6 thu hai hodc gen ma hoa nd, va pham vi chéng chiu
thudc diét ¢ rong hon d6i voi thude diét cé thir hai ¢ thé duoc tao ra va/hodc duge
ting cuong. Cay trdng va tao dugc thao tac di truyén dé c6 thém polypeptit chéng chiu
thubc diét co thit hai hodc gen md héand co thé dugc tao ra bang cach st dung ché phim
dé tao ra va/hodc ting cuong kha nang chéng chiu thudc diét co trong d6 polypeptit
chéng chiu thudc diét co thir hai hodc gen mé héa né duge bao gém thém. Do d6, ché
phim dé tao ra va/hoic tang cuong kha ning chdng chiu thudc diét ¢6 c6 thé con chira

polypeptit chdng chiu thudc diét co thir hai hodc gen ma héa no.

Theo phuong an cu thé, thudc diét co thir hai c6 thé bao gébm thude diét 6 tc
ché su phan bao, thude diét ¢6 e ché su quang hop, thude diét co e ché su tong hop
axit amin, thubc diét ¢d e ché plastit, va thubc diét c6 rc ché mang té bao, nhung khong
bi giGi han & do.

Theo phuong an cu thé, thudc diét co thir hai c6 thé duoc léy vi du boi glyphosat,
glufosinat, dicamba, 2,4-D(axit 2,4-diclophenoxyaxetic), isoxaflutol, thudc diét co uc
ché ALS(axetolactat synthaza), thudc diét co uc ché hé quang hoa II, thube diét c6 gdc
phenylure, thude diét ¢6 gdc bromoxynil, va t3 hop ctia chiing, nhung khong bi giéi han
& do.

Theo phuong an cu thé, thudc diét co thir hai c6 thé duoc 15y vi du bdi mot hodc
nhiéu loai dugc chon tir nhém gdm EPSPS chéng chiu thubc diét cé glyphosat (5-
enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza chéng chiu glyphosat), GOX (glyphosat
oxidaza), GAT (glyphosat-N-axetyltransferaza) hodc glyphosat decarboxylaza); PAT
(phosphinothrixin—N-axetyltransferaza) chéng chiu thudc diét co glufosinat; DMO

(dicamba monooxygenaza) chdng chiu thudc diét coé dicamba; 2,4-D monooxygenaza
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hodc AAD (aryloxyalkanoat dioxygenaza) chéng chiu thudc diét co 2,4-D; ALS
(axetolactat Synthaza) chéng chiu thudc diét co gbe sulfonylure e ché ALS, AHAS
(axit axetohydroxy synthaza), hodc Athahasl (Cdu tric dudi phan tr 16n axit
axetohydroxy synthaza); protein D1 cua hé quang hoéa II chdng chiu thudc diét co tc
ché hé quang hoa II; cytocrom P450 chdng chiu thudc diét co gdc phenylure; HPPD
(hydorxylphenylpyruvat dioxygenaza) chbng chiu thudc diét co e ché plastit; nitrilaza
chéng chiu thudc diét co bromoxynil; va t8 hop ciia chiing, nhung khong bi giéi han ¢
do.

Ngoai ra, gen ma hoa polypeptit chéng chiu thudc diét co tht hai c6 thé duoc
14y vi dy béi mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhom gbm gen cp4 epsps, epsps (AG),
mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gat4621 chbng chiu thubc diét cé glyphosat;
gen bar, pat hodc pat (SYN) chéng chiu thudc diét co glufosinat; gen dmo chdng chiu
thubc diét c6 dicamba; gen AAD-1, AAD-12 chéng chiu thudc diét ¢4 2,4-D; ALS, GM-
HRA, S4-HRA, ZM-HRA, Csrl, Csrl-1, Csr1-2, SurA hogc SurB chong chiu thubc diét
c¢6 gbc sulfonylure e ché ALS; gen psbA chéng chiu thude diét ¢ e ché hé quang hoa
II; gen CYP76B1 chéng chiu thudc diét cé phenylure; gen HPPDPF W336 chdng chiu
thudc diét co isoxaflutol va gen bxn chéng chiu thudc diét co bromoxynil; va td hop cua

chung, nhung khong bi gi6i han & do.

Phuong an khac d& xuAt thé bién nap cla cay trong va/hodc tao c6 kha nang
chdng chiu thubc diét cd, dugc bién nap véi polynucleotit, hogc dong vo tinh hoic thé
hé con cta nd.

Phuong an khéc dé xuét phuong phép tao ra cly trong hodc tao c6 kha ning
chéng chiu thubc diét co, bao gdm budc bién nap cay trdng va/hogc to voi polynucleotit.

Phuong an khéc d2 xuét phuong phap tao ra hodc tang cuong kha ning chéng
chiu thudc diét c6 cia cy trong va/hodc tao, bao gdm buéde bién nap cay trdong va/hodc
tao véi polynucleotit.

Viéc bién nap c6 thé duoc thuc hién trén t& bao cua tao va/hoic té bao cay trong,
té bao trin, thé san, tru duéi 14 mam, hat giéng, 14 mam, chdi, hodc toan bd cay tréng.

Thé bién nap c6 thé 1a tao, va/hodc té bao cay trong, t& bao tran, thé san, tru dudi

14 mAm, hat giéng, 14 mam, choi, hodc toan bo cdy trong.
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Phuong 4n khac d& xuét phuong phap kidm soat co dai trén dét tréng trot bao

\
A

gom:

bude cung clp cay trdng chira mdt hodc nhiéu polypeptit dugc chon tir nhém
gdm polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2 hoic 4, bién thé polypeptit, polynucleotit
ma héa cia no6, vecto tai td hop chira polynucleotit nay, va té bao tai t6 hop chira vecto

t4i t6 hop cho dAt trong trot; va

budc st dung lidu c6 hiéu qua cua thuoc di€t co e ché protoporphyrinogen

oxidaza cho dét trong trot (hodc cho céy trong).

Theo phuong 4n cu thé, budc st dung liéu c6 hiéu qua cia thudc diét co trc ché
protoporphyrinogen oxidaza cho dAt trong trot c6 thé duoc thuc hién bing cach st dung
3n lugt hodc ddng thdi lidu ¢6 hiéu qua cta hai hogc nhiéu hon hai thubc diét co trc ché

protoporphyrinogen oxidaza.

Theo phuong an khac, cay trdng c6 thé duge thao tic gen dé con chira polypeptit
chéng chiu thude diét c6 thir hai hodc gen ma héa polypeptit nay, va liéu c6 hiéu qua
cua thube diét ¢ e ché protoporphyrinogen oxidaza va thudc diét c6 thi hai c6 thé

duoc st dung 1an lugt hoiic df‘)ng thoi.

Phuong én khac dé& xuét phuong phép loai bo sinh vét thiy sinh khong mong
mudn ra khoi moi trudng nudi trong, bao gdm bude cung cAp tao chira mot hodc nhiéu
loai dugc chon tir nhom gbém polypeptit, bién thé polypeptit, polynucleotit md hoa
polypeptit hodc bién thé polypeptit, vecto tai t6 hop chira polynucleotit, va t€ bao tai to
hop chtra vecto tai t6 hop cho mdi trudng nudi trdng, va bugc st dung 1idu c6 hiéu qua
ctia thude diét c6 e ché protoporphyrinogen oxidaza cho moi trudong nudi trdng.

Giai phap k¥ thuét

Sang ché dé xuét cong nghé tao ra va/hodc tang cuong kha nang chéng chiu
thudc diét co cua cay trong hoic tao.

Trong ban mo ta, ‘tao ra va/hodc tang cuong kha nang chdng chiu thudc diét co
cia cdy trong hodc tdo’ hodc ‘tdng cuong kha ning chéng chiu thudc diét co cta céy
trong hoic tdo’ dugc hiéu 12 tao ra kha nang chdng chiu & ciy trong hodc tdo khong c6
kha ning chéng chiu thudc diét cd, hodc ting cudng kha nang chéng chiu cta ciy trong

hoic tho c6 kha ning chong chiu thudc diét ¢6, hodc nghia rong 12 bao gom ca hai.
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Khi dugc st dung trong ban mo ta, ¢ gém trinh tu,’ ‘vé co ban 1a gém trinh tu,’
ho#ic ‘chtra trinh ty’ dugc sit dung dé mang nghia ca hai truong hop la chra trinh tur
dugc mo ta, hodc nhét thiét phai chira trinh ty nay, va co thé duogc hiéu 13 mang nghia la
chira trinh tu khéc trinh tu dugec md ta va/hodc chia dot bién (bé sung, lam khuyét
va/hodc thay thé axit amin hodc axit nucleic), mién 13 duy tri dugc hoat tinh thuc chét

cta phén tir protein, polypeptit, hodc axit nucleic va thé hién chtrc ning du dinh.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuAt mot hodc nhidu bién thé polypeptit dugc

chon tir nhém gom:

bién thé polypeptit chira, vé& co ban 12 gdm, hodc gbm trinh ty axit amin trong
dd mot hoac nhiéu axit amin dugc chon tir nhom g@)m c4c axit amin tac dong dén su
tuong tac gitta thude diét co e ché PPO va polypeptit ctia PPO, SEQ ID NO: 2 (vi du,
axit amin dugc dinh vi trén vi tri li€n két dugc néu trong SEQ ID NO: 2 twong tac voi
thudc diét co tc ché PPO), lan luot va doc 1ap duge x6a hodc duge thé bang axit amin
khac v6i axit amin ban dau, hodc trinh ty axit amin ¢6 do dé)ng nhét bﬁng 95% hodc cao

hon, 98% hodc cao hon, hodc 99% hodc cao hon véi nd; va

bién thé polypeptit chira, vé co ban 1 gdbm, hodc gbm céc axit amin tc dong dén
su twong tac gilta thudc diét ¢6 e ché PPO va polypeptit ciia PPO, SEQ ID NO: 4 (vi
du, axit amin dugc dinh vi trén vi trf lién két dugc néu trong SEQ ID NO: 4 tuong tac
voi thude diét co tre ché PPO), 14n luot va doc 1ap duoc x6a hodc duge thé béng khéac
axit amin khéc véi axit amin ban d4u & vi tri twong tmg, hodc trinh ty axit amin c6 do

déng nhét béng 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hozic 99% hodc cao hon v6i nod.

Theo phuong an khéc, sang ché @ xuét polynucleotit ma hoéa polypeptit hodc
bién thé polypeptit, vecto tai tb hop chira polynucleotit, va té bao tai t6 hop chira vecto
t4i td hop. Polynucleotit ¢6 thé dugc thiét ké sao cho codon dugc tdi wu hoéa dugc chira
trong té bao can dugc bién nap trong s6 cac codon ma hoa mdi axit amin. Codon dugc
t6i wu hoa co thé dé dang duoc biét v6i ngudi co hiéu biét trung binh v& linh vuc ndy (vi
du, tham khao "http://www. genscript.com/codon-opt.html",
"htp://sg.idtdna.com/CodonOpt" v.v.).

Theo phuong an khéc, séng che dé xuat ché phdm dé tao ra hodc tang cuong kha
ning chong chiu thudc diét ¢ cua cdy trong hodc tao, chira mot hodc nhiéu loai dugc

chon tir nhém gom:
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polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2, polypeptit dugc néu trong SEQ ID
NO: 4, bién thé polypeptits clia n6, va polypeptit c6 trinh ty axit amin ¢6 dd ddng nhat

trinh tu bé‘mg 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc 99% hoéc cao hon véi no;
polynucleotit m& héa polypeptit hodc bién thé polypeptit;
vecto tai tb hop chira polynucleotit; va
té bao tai tb hop chira vecto téi t6 hop.

Vi du, polynucleotit md hoa polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé
chira trinh ty polynucleotit dugc néu trong SEQ IDNO: 1, va polypeptit dugc néu trong
SEQID NO: 4 ¢6 thé chira trinh tu polynucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 3, nhung
khong bi gidi han & do.

Phuong an khac d& xuét thé bién nap cua cay trdng hoic tao c6 kha nang chéng
chiu thudc diét o, dugc bién nap v6i polynucleotit ma hoa polypeptit hodc bién thé
polypeptit. Polynucleotit c6 thé duoc thiét ké sao cho codon dugc t8i wu hoa duge chira
trong té bao cAn duoc bién nap trong 36 cac codon ma hoa mdi axit amin. Codon dugc
t6i wu hoa co thé dé dang dugc biét véi ngudi 6 hidu biét trung binh vé linh vuc nay (vi
du, tham khao "http://www.genscript.com/codon-opt.html",
"hitp://sg.idtdna.com/CodonOpt" v.v.).

Theo phuong an khéc, sang ché de xuat phuong phép tao ra cdy trong hogc tao
¢6 kha ning chong chiu thudc diét ¢4, bao gdm buéc bién nap téo, hodc te bao cy trong,
té bao tran, thé san, tru dudi 14 mam, hat giong, 14 mam, chdi, hodc toan bo cdy trong

v6Gi polynucleotit.

Theo phuong 4n khac, sang che d& xuat phuong phép tao ra hodc tang cuong
kha ning chdng chiu thudc diét co cla cay trong hodc tao, bao gdm budc bi€n nap tao,
hodc cdy trong t€ bao, t€ bao tran, thé sin, tru dudi 14 mam, hat giong, 14 mam, choi,

hodc toan bo cay vdi polynucleotit.
Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon.

Polypeptit c6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2 hoic 4, hodc trinh
tu axit amin c6 do dong nhét trinh ty bang 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc
99% hodc cao hon véi trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2 hodc 4 va bién

thé ctia n6 duge d& xuit trong ban md té 1a protein PPO thu dugc tir sinh vat nhéan so (vi
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du, vi khudn lam), va 12 protein PPO chéng chiu thudc diét cé c6 kha ning chdng chiu
thube diét ¢o tc ché PPO. Cu thé 13, protein PPO thu dugc tr T} hermosynechococcus
elongatus BP-1 dugc d& xuét, va né dugc chi dinh 13 CyPPO10, va trinh ty axit amin
ctia n6 duge thé hién boi SEQ ID NO: 2, va trinh ty nucleotit ctia gen mi héa né dugc
thé hién béi SEQ ID NO: 1. Ngoai ra, PPO thu dugc tir chung Synechococcus sp. JA-3-
3Ab dugc dé xuét, va né dugc chi dinh 1a CyPPO13, va trinh ty axit amin ctia n6 dugc
thé hién boi SEQ ID NO: 4, va trinh ty nucleotit ciia gen ma hoéa né dugc thé hién boi
SEQ ID NO: 3.

Trong ban mo ta, polypeptit va bién thé ctia polypeptit dugc mo ta & trén co thé
dugc biéu hién 1an luot dudi dang protein PPO chéng chiu thudc diét cd hodc bién thé
protein PPO chéng chiu thudc diét co ¢6 kha ning chéng chiu thudc diét co e ché PPO.
Ngoai ra, khi dugc st dung trong ban mb ta, “PPO chdng chiu thubc diét co hoic bién
thé ciia nd” ¢6 thé duge st dung ¢ mang nghia la protein PPO chéng chiu thubc diét co
hoic bién thé protein PPO chdng chiu thudc diét cd & trén, gen ma hoa protein PPO
chéng chiu thudc diét co hodc gen ma hoéa bién thé protein PPO chdng chiu thudc diét

cd, hodc tat ca chung.

Protein PPO thu dugc tur vi khuén lam c6 hoat tinh enzym tdt hon PPO cua ciy
trdng, va céac protein PPO nay co thé dem lai kha nang chbng chiu thube diét co trc ché
PPO va ting cuong kha ndng chéng chiu thudc diét co bang cach chira dot bién axit
amin trong khoang duy tri dugc toan b hoat tinh enzym thuc chét so véi protein PPO
kidu dai. Dot bién axit amin nay c6 thé chira phan thé, phan khuyét, phan bd sung
va/hodc phén dua vao mot hodc nhiéu trong sd céc axit amin dugc chon tir cac géc axit
amin clia céc vi tri twong tac gifta protein PPO va thudc diét co.

Bién thé protein PPO s& dugc mo té chi tiét hon dudi day.

Mot phuong an d8 xuét bién thé polypeptit chira, vé co ban 1a gdbm, hodc gom:

trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhom gém
c4c axit amin tac dong dén su tuong tac gitta thubc diét cd trc ché PPO va polypeptit clia
PPO, SEQ ID NO: 2 (CyPPO10) (vi du, axit amin dugc dinh vi trén vi tri lién két voi
thudc diét co tre ché PPO cuia polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2), l4n luot va doc
1ap dugc x6a hodc duge thé bang axit amin khac ma khac v6i axit amin ban dau (cu thé,

axit amin & vi tri twong Ung cua ki€u dai) hodc
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trinh tu axit amin c6 d0 déng nhét b%mg 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon,

hodc 99% hoic cao hon véi trinh ty axit amin néu trén.

Géc axit amin ctia polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2 dugc x6a hodc dugce
thé béng axit amin khiac ma khac voi axit amin ban dau (cu thé, mot hoic nhiéu axit
amin duogc chon tr nhém gém céc axit amin dugc dinh vi ¢ vi tri li€n Kkét voi thube diét
¢6 trc ché PPO cuia polypeptit dugce néu trong SEQ ID NO: 2) ¢6 thé 1a mot hodc nhidu
axit amin dugc chon tr nhém gém N59 (nghia 12 “N(Asn) & vi tri 597; sur biéu hién cua
cac géc axit amin sau day dugc hiéu theo cting mot cach), S60, R89, F 161, V165, A167,
Q184, P303, V305, F324, 1.327, 1340, F360, va 1408 cua trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 2.

Theo mot phuong an cu thé, bién thé cia polypeptit co thé chira, vé co ban 1a

gom, hodc gdm:

trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiu axit amin dugc chon tir nhém gém
N59, S60, R89, F161, V165, A167, Q184, P303, V305, F324,1.327, 1340, F360, va 1408
¢6 trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2 1an luot va doc 14p dugce x6a hodc
duoc thé biang axit amin dugc chon tir nhém gbm M(Met), V(Val), I(Ile), T(Thr), L(Leuw),
C(Cys), A(Ala), S(Ser), F(Phe), P(Pro), W(Trp), N(Asn), Q(GlIn), G(Gly), Y(Tyr),
D(Asp), E(Glu), R(Arg), H(His), K(Lys), v.v. va khac véi axit amin ban dau & vi tri
tuong tng (vi du, dugc thé bang axit amin dugc chon tir nhém gdm M(Met), V(Val),
I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), S(Ser), R(Arg), W(Trp), G(Gly) v.v. va khac voi

axit amin ban dau & vi tri tuong Gng trong kicu dai), hodc

trinh ty axit amin c6 d0 déng nhét béng 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon,
hodc 99% hodc cao hon véi trinh tu axit amin néu trén.

Vi duy, bién thé ctia polypeptit c6 thé chua, vé co ban 1a gbm, hodc gbm:

trinh ty axit amin chira mot hodc nhidu dot bién axit amin dugc chon tur nhém
¢dm F360M (nghia 12 “gbc axit amin & vi tri 360 dugc thay thé tir F(Phe) thanh M(Met)”’;
su biéu hién cua cac dot bién axit amin sau ddy dugc hiu theo cing mdt cach), F360V,
F3601, F360T, F360L, F360C, A167C, A167L, A1671, P303L, V305L, V305M, V305T,

N59T, S60T, R89A, R8IL, R8IV, F161A, V1658, V165C, Q184G, F324V, L327T,
1340T, 1408R, va 1408 W, trong trinh tur axit amin duogc néu trong SEQ ID NO: 2 hodc
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trinh tu axit amin c6 do déng nhét b%lng 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon,

hodc 99% hoic cao hon vdi trinh ty axit amin néu trén.
Cu thé hon, bién thé cla polypeptit ¢6 thé chira, vé co ban 12 gdm, hodc gdm:

trinh tu axit amin chira mot hodc nhidu dot bién axit amin dugc chon tir nhém
gbm céc dot bién axit amin ctia F360M, F360V, F3601, F360T, F360L, F360C, A167C,
A167L, A1671, P303L, N59T, S60T, R89A, R8IL, R8IV, F161A, V1658, V165C,
Q184G, V305L, V305M, V305T, F324V, 1.327T, I1340T, I408R, I408W,
P303L4+V305L (nghia 12 thé dot bién hodc dot bién chira tat ca sw thay thé cta gbc thir
303 tir P thanh L va su thay thé ciia gde thir 305 tir V thanh L; sy biéu hién ctia hai hogc
nhiéu hon hai dot bién axit amin sau dy dugc hidu theo ciing mot cach), NS9T+F360V,
S60T+V165S+F360M, S60T+V165S+F3601, S60T+I340T+F3601, R89A+F360M,
R89A+F360I, R8IA+F360L, R8IL+F360I, RIIV+F360L, R89A+A167L+F360M,
R89A+V305T+F360M, V165S+F360M, V165S+F3601, V165S+F360L,
V165S+F360V, V165C+F360M, V165C+A167C+F360M, V165C+A167I+F360M,
V165C+A167L+F360M, A167L+F360M, A167L+F360I, A167C+F360M,
A167C+F3601, Al167I1+F360M, V305M+F360M, V305T+F360I, V305L+F360M,
1408R+F360M, hodc 1408 W+F360M, trong trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 2 hodc

trinh ty axit amin c¢6 do déng nhét b%lng 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon,
hodc 99% hodc cao hon véi trinh tur axit amin néu trén.

Phuong an khac d& xuét bién thé polypeptit chira, vé co ban 1a gdm, hodc gbm:

trinh tu axit amin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhom gdm
céc axit amin tac dong dén sy tuong tc gitta thubc diét cd trc ché PPO va polypeptit cia
PPO, SEQ ID NO: 4 (CyPPO13) (vi du, axit amin dugc dinh vi trén vi tri lién két v6i
thubc diét c6 e ché PPO cla polypeptit duge néu trong SEQ ID NO: 4), 1an luot va doc
lap dugc x6a hodc duge thé bang axit amin khac ma khac v6i axit amin ban dau & vi tri

twong tng (cu thé, axit amin & vi trf twong tng cua kicu dai), hodc

trinh tu axit amin c6 do déng nhét bﬁng 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon,

hoidc 99% hoic cao hon v6i trinh ty axit amin néu trén.

Géc axit amin cua polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 4 dugc x6a hodc dugc
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thé b%tng axit amin khac ma khac véi axit amin ban dAu & vi tri twong ung (vi du, mot
hodc nhiéu axit amin dwgc chon tir nhom gém axit amin dugc dinh vi & vi tri lién Kkét
v6i thube diét co e ché PPO ciia polypeptit duge néu trong SEQ ID NO: 3) ¢6 thé 1a
mdt hodc nhidu axit amin duge chon tir nhém gdm R101, F171, V175, A177, G194,
P316, V318, F337, L340, 1353, va F373, ¢6 trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID
NO: 4.

Theo mot phuong an cu thé, bién thé ctia polypeptit co thé chua, vé co ban 1a

gom, hodc gom:

trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc chon tir nhém gém
R101, F171, V175, A177, G194, P316, V318, F337, L340, 1353, va F373, c0 trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4 1an lugt va doc 1ap dugce xo6a hodc duge thé
bang axit amin dugc chon tir nhom gom M(Met), V(Val), I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys),
A(Ala), S(Ser), F(Phe), P(Pro), W(Trp), N(Asn), Q(Gln), G(Gly), Y(Tyr), D(Asp),
E(Glu), R(Arg), H(His), K(Lys), v.v. va khac v6i axit amin ban dau & vi tri trong ung
trong kiéu dai (vi dy, duoc thé b%mg axit amin dugc chon tir nhom gém M(Met), V(Val),
I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), E(Glu), Q(Gln), K(Lys), R(Arg), H(His),

N(Asn), v.v. va khac véi axit amin & vi trf twong Gng trong kicu dai), hodc

trinh tu axit amin c6 do déng nhét b%mg 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon,

hodc 99% hoc cao hon véi trinh tu axit amin néu trén.
Vi du, bién thé ctia polypeptit c6 thé chira, vé co ban la gom, hodc gom:

trinh tu axit amin chira mot hoéc nhidu dot bién axit amin dugc chon tir nhom
gbm F373M, F373V, F3731, F373T, F373L, F373C, F373N, F373H, A177C, A177L,
A1771, P316A, P316L, V318L, V318M, RI101A, F171A, V175C, V175L, GI194E,
G194Q, G194M, G194K, G194R, F337V, L340T, va [353T, trong trinh ty axit amin
duoc néu trong SEQ ID NO: 4 hodc trinh tu axit amin c6 do ddng nhét bang 95% hodc
cao hon, 98% hoic cao hon, hodc 99% hodc cao hon véi trinh tu axit amin nay. Cu thé
hon, bién thé ctia polypeptit c6 thé chira trinh tu axit amin chira mot hodc nhiéu dot bién
axit amin duoc chon tir nhom gdm dot bién axit amin ciia F373M, F373V, F373L F373T,
F373L, F373C, F373N, F373H, Al177C, AlTTL, A1771, P316A, P316L, V318L,
V318M, R101A, F171A, V175C, V175L, G194E, G194Q, G194M, G194K, G194R,
F337V, L340T, 13537, P316L+V318L, P316A+V318L, RI101A+F373M,

-14-



36300

A177C+F373M, A1771+F373M, A177L+F373M, Al177L+F373L, A177L+F373L,
A177L+F373T, A177L+F373V, A177C+F373T, A177C+F373V, V175L+F373M,
G194E+F373M, G194Q+F373M, G194M+F373M, G194K+F373M, G194R+F373M,
hodc V318M+F373M, trong trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 4 hodc

trinh tu axit amin c6 do déng nhét b%mg 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon,

hodc 99% hoic cao hon véi trinh tu axit amin néu trén.

Bién thé polypeptit chira trinh tu axit amin c6 do dong nhét trinh tu (vi du, do
déng nhét trinh tu bé‘mg 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc 99% hodc cao hon)
dugc mo ta trong ban mo ta co6 thé duy tri hoat tinh enzym twong duong v6i hoat tinh
ctia polypeptit ¢6 trinh tw axit amin ma ]a tiéu chuén cia viéc xac dinh do ddng nhét
trinh tu (vi du, protein PPO c¢6 dot bién axit amin dugc mod ta & trén), vi dy, hoat tinh
enzym béng 5% hodc cao hon, 10% hodc cao hon, 20% hoic cao hon, 30% hodc cao
hon, 40% hoic cao hon, 50% hodc cao hon, 60% hoic cao hon, 70% hodc cao hon, 80%
hodc cao hon, 90% hodc cao hon, hodc 95% hoic cao hon so vGi polypeptit co trinh tu
axit amin 13 tiéu chuén & ciy (trong toan b cdy, trong té bao cdy hodc mdi truong nudi
céy té bao, trong md cly, v.v.), & tao, va/hodc in vitro, va c6 chirc nang dé tao ra kha
ning chdng chiu thubc diét c6. Phan mo ta do ddng nhét trinh ty duoc sir dung dé lam
r5 ring bién thé protein hogc bién thé polypeptit PPO chéng chiu thubc diét c6 dugc mod
ta trong ban mo ta ¢6 thé chira tAt ca cac trinh tu dot bién trong pham vi théa man diéu
kién néu trén (duy tri hoat tinh enzym va c6 chtrc nang tao ra kha nang chbng chiu thude
diét co).

Tén ciia cac axit amin dugc sit dung trong phan mo ta dugc sap xEp nhu sau:

Axit amin Ma 3 chit céi M3 1 chit céi
Alanin Ala A
Isoleuxin Ile I
Leuxin Leu L
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Tryptophan Trp \
Valin Val \Y
Aspargin Asn N
Xystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glyxin Gly G
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Serin Ser S
Threonin Thr T
Tyrosin Tyr Y
Axit aspartic Asp D
Axit glutamic Glu E
Arginin Arg R
Histidin His H
Lysin Lys K

Bién thé protein PPO chéng chiu thude diét ¢ c6 thé duy tri hoat tinh enzym
cta protein PPO, va c6 kha nang chéng chiu thudc diét ¢ duge ting cudng so vdi kiéu
dai.

Ngoaira, bién thé protein PPO chéng chiu thubc diét co c6 thé con chua dot bién
¢6 hoat tinh sinh hoc twong duong véi polypeptit chira SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO:
4, hogc trinh ty axit amin c6 dot bién axit amin dugc md ta & trén. Vi du, dot bién bd
sung c6 thé 13 sy thay thé axit amin ma khong lam thay dbi toan bd hoat tinh phéan tu,
va su thay thé axit amin nay thuong 1a da biét trong linh vuc. Theo mot vi du, sy thay
thé bd sung c6 thé 12 su thay thé cac gbc axit amin Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser,
Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, hodc Asp/Gly, nhung khong bi gidi han & do. Trong mot sb
truong hop, bién thé protein PPO chéng chiu thudc diét cd cb thé chiu cai bién boi mot
hodc nhiéu duge chon tir nhém gdm phosphoryl héa, sulfat hoa, axyl hoa, glycosyl hoa,
metyl hoa, farnesyl hoa, v.v. Ngoai ra, bién thé protein PPO chéng chiu thudc diét co co
thé chtra bién thé protein trong d6 do én dinh céu tric ddi véi nhiét, dd pH, v.v. cia
protein dugc tang 1én hodc hoat tinh protein dugc tang 1én boi dot bién va/hoic cai bién

axit amin.

Thuét ngit “dd dong nhét trinh tu” ding dé chi mc dd twong tu so véi kiéu dai
hodc trinh tu axit amin hogc trinh tur nucleotit tham chiéu, va protein bét ky co thé duoc
bao gdm trong pham Vi clia sing ché, mién 1a n6 bao gbm céc gbc axit amin ¢6 d0 dong
nhét bé‘mg 60% hoic cao hon, 65% hodc cao hon, 70% hodc cao hon, 75% hodc cao hon,
80% hodc cao hon, 85% hodc cao hon, 90% hodc cao hon, 95% hodc cao hon, 98% hodc
cao hon, hoic 99% hodc cao hon so véi trinh tu axit amin cua protein PPO chéng chiu
thudc diét co va giit hoat tinh sinh hoc twong duong v6i bién thé protein PPO chbng chiu

thubc diét c6. Cac thé tuong dbng protein nay co thé chira vi tri hoat tinh twong duong
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véi cia protein dich. Viéc so sanh d§ d@)ng nhét c6 thé dugc thuc hién hodc nho sy giup
d& cua chuong trinh so sanh da co6 sin. Do ddng nhit gitta hai hodc nhiéu hon hai trinh
tu c6 thé dugce tinh theo ph?m tram (%) st dung chuong trinh phén tich c6 san truc tuyén.
Viéc sip thang trinh ty d8 so sanh trinh tu ¢6 thé dugc thyc hién bang phwong phap bét
ky thong thuong da dugc biét trong linh vuc lién quan, va vi dy, phuong phép thong
fhudng c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han & d6, GAP, BESTFIT, BLAST, va Clustal
Omega.

Protein PPO chéng chiu thudc diét cé hodc bién thé ctia n6 c6 thé thu dugc bing
céch tach chiét tir tw nhién va tinh sach bang phwong phép da biét 6 trong linh vyc nay.
N6i cach khac, né c6 thé thu duge dudi dang protein tai td hop st dung k¥ thuat tai tb
hop gen. Trong trudng hop st dung k¥ thudt tai t6 hop gen, n6 ¢d thé thu dugc bang quy
trinh thu gom protein PPO chéng chiu thudc diét co hodc bién thé cia no tir t& bao chu,
sau khi dua axit nucleic ma héa protein PPO chbng chiu thudc diét c6 hodc bién thé cla
1n6 vao vecto biéu hién thich hop, va bién nap té bao chi véi vecto nay d& biéu hién
protein dich. Sau khi protein dugc biéu hién trong t& bao chu dugc chon, cac k¥ thuét
tach hoa sinh thong thudng, vi du, xi ly bing chit lam két tia protein (két tha kiéu tao
mudi), ly tim, pha v& bang siéu am, siéu loc, thAm tach, sic ky nhu sdc ky rdy phan ti
(loc gel), séc ky hép phu, sic ky trao ddi ion, sdc ky 4i lyc va k¥ thuét twong tu c6 thé
duogc st dung dé phén 1ap va tinh sach no, va dé tach protein c6 do tinh khiét cao, cac

phuong phap nay ¢ thé dugc st dung két hop.

Phan tir axit nucleic PPO chéng chiu thudc diét co (polynucleotit ma héa protein
PPO hodc bién thé ctia nd) co thé dugc phan 1ap hodc chuén bi béng cach sir dung k¥
thuét sinh hoc phan tir chuén, vi dy, phuong phap tbng hop hoa hoc hodc tai t5 hop, hodc

k¥ thuét c6 ban trén thi trrong co thé dugc st dung.

Theo phuong an cu thé, protein PPO duogc thy 1a c6 kha nang chéng chiu thude
diét c6 rong d6iv4i 9 ho thudc diét co uc ché PPO dai dién dugc phén loai theo cAu tric
hoa hoc cta chung trong hé théng thtt nghiém kha néng chdng chiu thubc diét co su
dung E. coli BT3 thiéu hut PPO (APPO). Ciing dugc thdy 1a chung cling c6 thé duoc
biéu hién trong lap luc cta ciy trdng bang cach sir dung peptit van chuyén (TP). Ngoai
ra, duoc thiy 1a protein PPO ciing c6 thé duge biéu hién & A. thaliana kiéu sinh thai
Columbia bdi vecto biéu hién & cy trong. Mic du cay trdng da bién nap dugc xr ly

bang thudc diét ¢6 e che PPO, su nay mam va sinh truéng ca cay trong van dugc quan
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sat. Ngoai ra, sy di truyén cua tinh trang chong chiu thudc diét cd & trén dén thé hé sau

dugc xac nhan bang nghién ctru di truyén.

Do d6, protein PPO va bién thé ctia n6 duge dé xuét trong ban md ta c6 thé duge
dua vao cdy trong hogc tao, do dé dugc st dung dé ting cuong kha ning chbng chiu

thubc diét co cua cy trong hodc tao.

Thudc diét co trong ban md ta ding d8 chi thanh phan hoat tinh gitp tiéu diét,
kiém so4t, hodc noi cach khéc 1a lam bién ddi bét loi su sinh trudng cia ciy tréng hoic
tdo. Ngoai ra, kha nang chéng chiu thudc diét cé hodc kha ning chdng chiu thudc diét
¢ ¢ nghia 1a ngay sau khi xtr ly thubc diét c6 thuong tiéu diét cay thong thuong hodc
cy kiéu dai hogc thuong trc ché sy sinh truéng clia no, viée c ché su sinh trudng cla
cdy bi lam yéu hogc bi triét tiéu, so v6i cua cdy thong thuong hodc cay kiéu dai, va do
d6, cay tiép tuc sinh trudng. Thubc diét co bao gdm thubc diét co wc ché
protoporphyrinogen oxidaza (PPO) ctia cay trdng hoic tao. Thubc diét co e ché PPO
¢6 thé dugc phan loai thanh pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-
phenylphtalimit, thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidindion, va céac thudc diét cb

khac theo cau trac hoa hoc cuia chung.

Theo phuong an cu thé, thubc diét cé pyrimidindion bao gdm butafenaxil,

saflufenaxil, benzfendizon, va tiafenaxil, nhung khong bi giéi han ¢ do.

Thudc diét cé diphenyl-ete bao gém fomesafen, oxyfluorfen, aclonifen,
axiflofen, bifenox, etoxyfen, lactofen, clometoxyfen, clorintrofen, floglycofen-etyl va

halosafen, nhung khong bi gi¢i han & do.

Thubc diét cé phenylpyrazol bao gdm pyraflufen-etyl va fluazolat, nhung khong
bi giGi han & do.

Thubc diét cé phenylphtalimit bao gébm flumioxazin, cinidon-etyl va

flumiclorac-pentyl, nhung khong bi gi6i han & do.

Thudc diét cd phenyleste bao gdbm phenopylat (2,4-diclophenyl 1-
pyrolidincarboxylat) va chét twong tw cacbamat ciia phenopylat (viduy, chét tuong ty O-
phenylpyrolidino- va piperidinocacbamat (tham khao “Ujjana B. Nandihalli, Mary V.
Duke, Stephen O. Duke, Relationships between molecular properties and biological

activities of O-phenyl pyrrolidino- and piperidinocarbamate herbicides., J. Agric. Food
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Chem., 1992, 40(10):1993-20007)), v.v., nhung khong bi gigi han & d6. Theo mot
phuong an, chét twong tu cacbamat ciia phenopylat co thé 1a mot hodc nhidu chét duoc
chon tir nhém gdm phenyl este cta axit pyrolidin-1-carboxylic (CAS No. 553 79-71-0),
axit 1-pyrolidincarboxylic, 2-clophenyl este (CAS No. 143121-06-6), 4-clophenyl
pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 1759-02-0), axit carbamic, dietyl-, 2,4-diclo-5-(2-
propynyloxy)phenyl este (9CI) (CAS No. 143121-07-7), axit 1-pyrolidincarboxylic,
2,4-diclo-5-hydroxyphenyl — este  (CAS  No. 143121-08-8),  2,4-diclo-5-
(metoxycacbonyl)phenyl pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 133636-94-9), 2,4-diclo-5-
[(propan-2-yloxy)cacbonyl]phenyl pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 133636-96-1), axit
1-piperidincarboxylic, 2,4-diclo-5-(2-propynyloxy)phenyl este (CAS No. 87374-78-5),
2,4-diclo-5-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 87365-63-7),
2,4-diclo-5-(prop-2-yn-1-yloxy)phenyl 4, 4-diflopiperidin-1-carboxylat (CAS No.
138926-22-4), 1-pyrolidincarboxylicaxit, 3,3-diflo-,  2,4-diclo-5-(2-propyn-1-
yloxy)phenyl  este  (CAS No. 143121-10-2),  4-clo-2-flo-5-[(propan-2-
yloxy)cacbonyl]phenyl pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 133636-98-3), v.v.

Thubc diét co thiadiazol bao gém fluthiaxet va thidiazimin, nhung khong bi gidi
han & d6.

Thubdc diét ¢ oxadiazol bao gbm oxadiargyl va oxadiazon, nhung khong bi gidi
han & do6.

Thudc diét cé triazolinon bao gém carfentrazon, sulfentrazon va azafenidin,
nhung khong bi gidi han & do.

Thudc diét cd oxazolidindion bao gbm pentoxazon, nhung khong bi gidi han ¢
do.

Thudc diét cé khac bao gdm pyraclonil, flufenpyr-etyl va profluazol, nhung
khong bi gidi han & do.

Gen PPO chéng chiu thube diét c6 duge d@ xuét trong ban mo ta c6 thé dugc
dwa vao cdy trong hodc tao bang céc phuong phap khic nhau da biét trong linh vuc nay,
va tbt hon 13, béng cach stir dung vecto biéu hién dé bién nap cay tré)ng hodc tao.

Trong truong hop bién nap cay trong, gen khdi d4u thich hop ma co6 thé dugc

bao gdm trong vecto c6 thé 13 gen khdi dAu bat ky thuong duge st dung trong linh vuce
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dé dua gen vao ciy trong. Vi dy, gen khoi dAu c6 thé bao gdbm gen khéi dau SP6, gen
khéi diu T7, gen khoi ddu T3, gen khoi dau PM, gen khoi dau ubiquitin ngd, gen khoi
dau 358 virut kham cai hoa (CaMV), gen khoi d4u nopalin synthaza (nos), gen khéi dau
35S virut kham huyén sdm, gen khai d4u virut hinh que & ciy mia, gen khoi dau virut
dém vang & cay thai lai, gen khéi diu cam g 4nh sang tir cAu trac dudi phan tir nho
cta ribuloza-1,5-bisphosphat carboxylaza (ssRuBisCO), gen khai du triosephosphat
isomeraza (TPI) trong bao tuong cdy laa, gen khoi d4u  anadenin
phosphoribosyltransferaza (APRT) ciia Arabidopsis, gen khéi d4u octopin synthaza, va
gen khéi dau BCB (protein ddng lién két mau xanh), nhung khong bi gi¢i han & do.

Ngoai ra, vecto ¢o thé bao gdm trinh ty tin hiéu poly A gdy ra su polyadenyl hoa
cua dau tan cung 3°, va vi dy, n6 ¢ thé bao gbm diu 3’ NOS thu dugc tir gen nopalin
synthaza clia Agrobacterium tumefaciens, trinh ty két thiic octopin synthaza thu dugc tir
gen octopin synthaza ctia Agrobacterium tumefaciens, d4u 3’ ciia gen Uc ché proteaza I
hodc II cta cay ca chua hodc cay khoai tdy, trinh tu két thic CaMV 35S, trinh tu két
thuc o-amylaza RAmyl A & cdy lua, va trinh tu két thic phaseolin, nhung khong bi gidi

han & do6.

Ngoai ra, gen khoi dAu dac hiéu lap luc, gen khoi dau nhan, gen khoi dAu cu
trac, hodc gen khoi dau cam tmg ¢ thé dugc st dung dé dua gen vao tao lam gen khoi
diu. Gen PPO chdng chiu thudc diét co hodc bién thé cta n6 dugc d& xuét trong ban mo
4 c6 thé duoc thiét ké dé lién két co diéu khién voi 57 UTR hodc 3° UTR, do d6 bicu
hién chirc ning & nhén cla tao. Ngoai ra, vecto con ¢6 thé chira trinh ty diéu hoa phién
ma thich hop dé bién nap tdo. Gen tai td hop tao ra kha ning chéng chiu thude diét co
c6 thé dugc két hop vao hé gen clia nhén hodc hé gen cua lap luc trong tao chu, nhung
khong bi gidi han & do.

Ngoai ra, trong vecto, peptit van chuyén cAn dé nhdm dich dén lap luc co thé
duoc lién két véi dau 5° cta gen PPO dé biéu hién gen PPO chdng chiu thudc diét co
trong lap luc. |

Ngoai ra, mdt cch tuy y, vecto 6 thé con bao gdm gen ma hoa trinh ty dénh
d4u chon loc 1am phan tr chi thi, va vi du vé trinh tu danh d4u chon loc nay co thé bao
gbm céc chét khang sinh (vi dy, neomyxin, carbenixillin, kanamyxin, spectinomyxin,

hygromyxin, bleomyxin, cloramphenicol, v.v.) hodc gen chéng chiu thudc diét co
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(glyphosat, glufosinat, phosphinothricin, v.v.), nhung khong bi gidi han & do.

Ngoai ra, vecto tai t6 hop dé bidu hién & cy trong c6 thé bao gdm vecto hai
thanh phan Agrobacterium, vecto ddng két hop, hodc vecto thong thudng khong c6 ving
T-ADN nhung dugc thiét ké dé duoc biéu hién & cy trong. Trong sb ching, vecto hai
thanh phan ding dé chi vecto chira hai hé théng vecto tach biét chira mot plasmit chiu
trach nhiém phén tan gdm trinh ty bién bén trai (LB) va trinh tu bién bén phai (RB)
trong plasmit Ti (cam ung khéi u), va plasmit khac dé chuyén gen dich, va vecto ¢ thé

bao gdm viung gen khai d4u va trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa @8 biéu hién & cay trdng.

Khi vecto hai thanh phan hodc vecto dbng két hop dugc st dung, chung dé bién
nap vecto tai t6 hop vao cy trdng t6t hon 1a Agrobacterium (bién nap qua trung gian
Agrobacterium). V& mit ndy, Agrobacterium tumefaciens hodc Agrobacterium
rhizogenes cO thé duoc st dung. Ngoai ra, khi vecto khong co vung T-ADN dugc st
dung, phuong phép dién di, bén hat, hip thu qua trung gian polyetylen glycol, v.v. ¢6

thé dugc sir dung dé dua plasmit tai t6 hop vao cay trong.

Cay trong dugc bién nap véi gen bang phuong phap & trén c6 thé dugc biét hoa
lai thanh cdy thong qua sy cam Ung thé sin, sy moc ré, va su thich nghi d4t str dung k§

thuét tiéu chuan da biét trong linh vyc nay.

Cay trong dugc bién nap trong ban mo ta duge hiéu nghia la bao gbm té bao cay
(chtra té bao dugc nudi céy trong huyén phu), té bao trén, thé sin, tru dudi 14 mam, hat

gidng, 14 mam, chdi cling nhu ciy trdng truéng thanh.

Ngoai ra, pham vi cia thé bién nap bao gdm thé bién nap dugc dua vao voi gen
cling nhu dong vo tinh hogc thé hé con clia né (thé hé Ty, thé he Tz, thé hé Ts, thé he T,
thé hé Ts, hodc cac thé hé tiép theo bt ky). Vi du, cay tré)ng duoc bién nap ciing bao
gdm cay trdng c6 tinh trang chbng chiu thudc diét cé duge di truyén khi thé hé con hitu
tinh va vo tinh cua cdy trong dugc bién nap vé6i gen dugc d@& xuit trong ban mo ta. Pham
vi cla sang ché con bao gém tAt ca cac thé dot bién va bién thé thé hién dic diém cua
cdy trong dugc bién nap ban dau, ciing voi tAt ca cac thé lai va san pham dung hop cla
cay trong duge bién nap véi gen dugc d& xuét trong ban md ta. Ngoai ra, pham vi clia
sang ché con bao gém phén cta cay, nhu hat giéng, hoa, than, qua, 14, ré, cu, va/hodc 1é
cu, dugc bit ngudn tir cay trong da bién nap dugc bién nap trude bing phuong phép

theo sang ché, hodc thé hé con cua nd, va bao gdm it nhat mot phan céc t& bao dugc bién
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nap.

Cay trong dugc 4p dung sang ché 13, nhung khong gidi han cu thé & d6, bao gdm
cdy trong mot 14 mam hodc hai 14 mim. Ngoai ra, cdy trdng bao gbm cay than c6 hodc
cay lay gdb. Cay mot 14 mam c6 thd bao gdm cay trdng thudc ho Alismataceae,
Hydrocharitaceae, Juncaginaceae, Scheuchzeriaceae, Potamogetonaceae, Najadaceae,
Zosteraceae, Liliaceae, Haemodoraceae, Agavaceae, Amaryllidaceae, Dioscoreaceae,
Pontederiaceae, Iridaceae, Burmanniaceae, Juncaceae, Commelinaceae, Eriocaulaceae,
Gramineae (Poaceae), Araceae, Lemnaceae, Sparganiaceae, Typhaceae, Cyperaceae,

Musaceae, Zingiberaceae, Cannaceae, Orchidaceae, nhung khong bi gidi han & do.

Cay hai 14 mam c6 thé bao gdm cay trdng thudc ho Diapensiaceae, Clethraceae,
Pyrolaceae, Ericaceae, Myrsinaceae, Primulaceae, Plumbaginaceae, Ebenaceae,
Styracaceae, Symplocaceae, Symplocaceae, Oleaceae, Loganiaceae, Gentianaceae,
Menyanthaceae, ~Apocynaceae, Asclepiadaceae, Rubiaceae, Polemoniaceae,
Convolvulaceae, Boraginaceae, Verbenaceae, [ abiatae, Solanaceae, Scrophulariaceae,
Bignoniaceae, Acanthaceae, Pedaliaceae, Orobanchaceae, Gesneriaceae,
Lentibulariaceae, Phrymaceae, Plantaginaceae, Caprifoliaceae, ~ Adoxaceae,
Valerianaceae, Dipsacaceae, Campanulaceae, Compositae, Myricaceae, Juglandaceae,
Salicaceae, Betulaceae, Fagaceae, Ulmaceae, Moraceae, Urticaceae, Santalaceae,
Loranthaceae, Polygonaceae, Phytolaccaceae, Nyctaginaceae, Aizoaceae, Portulacaceae,
Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Cactaceae, Magnoliaceae,
Illiciaceae,  Lauraceae,  Cercidiphyllaceae, Ranunculaceae,  Berberidaceae,
Lardizabalaceae, Menispermaceae, Nymphaeaceae, Ceratophyllaceae, Cabombaceae,
Saururaceae, Piperaceae, Chloranthaceae, Aristolochiaceae, Actinidiaceae, Theaceae,
Guttiferae, Droseraceae, Papaveraceae, Capparidaceae, Cruciferae, Platanaceae,
Hamamelidaceae, Crassulaceae, Saxifragaceae, Fucommiaceae, Pittosporaceae,
Rosaceae, Leguminosae, Oxalidaceae, Geraniaceae, Tropaeolaceae, Zygophyllaceae,
Linaceae, Euphorbiaceae, Callitrichaceae, Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae,
Polygalaceae, Anacardiaceae, Aceraceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sabiaceae,
Balsaminaceae, Aquifoliaceae, Celastraceae, Staphyleaceae, Buxaceae, Empetraceae,
Rhamnaceae, Vitaceae, Elaeocarpaceae, Tiliaceae, Malvaceae, Sterculiaceae,
Thymelaeaceae,  Elaeagnaceae, Flacourtiaceae,  Violaceae,  Passifloraceae,

Tamaricaceae, Elatinaceae, Begoniaceae, Cucurbitaceae, Lythraceae, Punicaceae,
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Onagraceae, Haloragaceae, Alangiaceae, Cornaceae, Araliaceae, Umbelliferae

(Apiaceae), nhung khong bi gi6i han & do.

Theo phuong an cu thé, cay tréng c6 thé 13 mét hoidc nhiéu cdy dugc chon tu
nhém gdm cay luong thuc nhu cdy lda, cdy laa my, cdy lta mach, cdy ngo, cdy dau
twong, cay khoai tdy, cdy dau do, céy yén mach, va céy lua mién; ciy rau nhu bap cai
Trung Quédc, cii cai, 6t d6, dau tdy, ca chua, dua hau, dua chudt, bép cai, dua 1€, bi ngd,
hanh hoa, cu hanh, va ca tot; cac cay cho muc dich st dung cu thé nhu cdy nhan sam,
cay thubc 14, cay bong, co twoi, ¢6 1am thirc an cho gia stc, cdy vimg, cdy mia, ci cai
duodng, Perilla sp., cdy lac, cdy cai dau, co, va dAu thiu dau cay tréng; cdy @n qua nhu
cly tdo, cdy 18, cy tdo ta, cdy dao, cdy kiwi, cdy nho, cdy ho cam quit, cdy hdng vang,
cAy mén, cdy mo va cdy chudi; cay ldy gd nhu g0 thong, diu co, va bach dan; cdy hoa
nhu cay hoa hdng, hoa lay-on, ciy dbng tién, hoa cAm chuéng, cdy hoa cuc, cdy hoa ly
va ciy hoa tuy-lip; va c6 kho 1am thirc an cho gia stic nhu rom ra, c6 ba 14 do, c6 non
cho meo, cdy linh ling, ¢ roi va co6 luing luu nién, nhung khong bi gidi han 6. Theo
phuong an cu thé, cy trdng c6 thé 12 mdt hodc nhidu duge chon tir nhém gbdm hai 14
mam ciy trong nhu Arabidopsis thaliana, cay khoai tay, cdy ca tim, ciy thudc 14, 6t do,
ca chua, cdy nguu bang, cay tan 0, cay rau diép, cay cat canh, cay rau chan vit, ciy cai
cAu vdng, ciy khoai lang, cdy can tay, ca rot, cin nudc, mui tay, bép cai Trung Qubc,
bép cai, cu cai, dua hiu, dua 1, dua chudt, bi ngo, cay bau, dau tiy, cdy dau tuong, cay
dau xanh, ciy dau tay, va cdy dd; va cdy mot 14 mAm nhu cdy lta, cdy lia my, cdy lua

mach, cdy ngd, cdy lia mién, v.v., nhung khong gidi han & do.

Tao duge 4p dung séng ché 13, nhung khong giéi han cu thé ¢ d6, bao goém tao
nhan so hodc tdo nhan chuén. Vi du, tao co thé 12 khuan lam, tio xanh, tdo do, tdo niu,

rong bién, hodc vi tao.

Khuén lam bao gdm Chroococcales phylum (vi du, Aphanocapsa, Aphanothece,
Chamaesiphon, Chondrocystis, Chroococcus, Chroogloeocystis, Crocosphaera,
Cyanobacterium, Cyanobium, Cyanodictyon, Cyanosarcina, Cyanothece,
Dactylococcopsis,  Gloeocapsa, Gloeothece,  Halothece, Johannesbaptistia,
Merismopedia, Microcystis, Radiocystis, Rhabdoderma, Snowella, Synechococcus,
Synechocystis, Thermosynechococcus, ~Woronichinia), Gloeobacteria  phylum,
Nostocales phylum (vi du, Microchaetaceae, Nostocaceae, Rivulariaceae,

Scytonemataceae), Oscillatoriales phylum (vi dy, Arthronema, Arthrospira, Blennothrix,
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Crinalium, Geitlerinema, Halomicronema, Halospirulina, Hydrocoleum, Jaaginema,
Katagnymene, Komvophoron, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya,
Microcoleus,Oscillatoria, Phormidium, Planktothricoides, Planktothrix, Plectonema,
Pseudanabaena, Pseudophormidium, Schizothrix, Spirulina, Starria, Symploca,
Trichodesmium, Tychonema), Pleurocapsales phylum (vi du, Chroococcidiopsis,
Dermocarpa, Dermocarpella, Myxosarcina, Pleurocapsa, Solentia, Stanieria,
Xenococcus), Prochlorales phylum, hodc Stigonematales phylum (vi du, Capsosira,
Chlorogloeopsis, Fischerella, Hapalosiphon, Mastigocladopsis, Mastigocladus,
Nostochopsis, Stigonema, Symphyonema, Symphonemopsis, Umezakia, Westiellopsis),

V.V.

Lam vi du khac vé tao, Clophyta, Chlamydomonas, Volvacales, Dunaliella,

Scenedesmus, Chlorella, hodc Hematococem ¢ thé duoc lay lam vi duy.

Lam vi du khac vé tdo, Phaeodactylum tricornutum, Amphiprora hyaline,
Amphora spp., Chaetoceros muelleri, Navicula saprophila, Nitzschia communis,
Scenedesmus dimorphus, Scenedesmus obliquus, Tetraselmis suecica, Chlamydomonas
reinhardtii, Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Neochloris oleoabundans,
Synechococcus elongatus, Botryococcus braunii, Gloeobacter violaceus, Synechocystis,
Thermosynechococcus elongatus, Nannochloropsis oculata, Nannochloropsis salina,
Nannochloropsis gaditana, Isochrysis galbana, Botryococcus sudeticus, Euglena gracilis,
Neochloris oleoabundans, Nitzschia palea, Pleurochrysis carterae, Tetraselmis chuii,
Pavlova spp., Aphanocapsa spp., Synechosystis spp., Nannochloris spp., v.v. ¢6 thé
dugc le‘iy ]lam vi du. Tuy nhién, tdo khong bi gi6i han & loai dugc néu & trén, va tao thudc
cac gibng va ho khac nhau c6 thé dugc bao gdm.

Cay trong hoic téo duge dua PPO chdng chiu thudc diét cé hodc bién thé ctia nd
vao duoc dé xuit trong ban mo ta co thé c6 kha nang chéng chiu v6i hai hodc nhiéu hon
hai thuéc diét ¢b e ché PPO.

Do d6, cong nghé duoc dé xuét trong ban mo ta ¢ thé dugc st dung dé kiém
so4t co dai hogc loai bd sinh vét thiy sinh khong mong mubn bang cach st dung hai
hoic nhiéu hon hai loai thude diét c6 te ché PPO 14n luot hodc ddng thoi.

Mot phuong an dé xuit phuong phap kiém soat co dai trén dat trong trot, bao

gdm budc cung cip cho dAt trdng trot cay trdng chtra protein PPO chbng chiu thude diét
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¢d, bién thé ctia nd, hodc gen méi héa n6 duge mo ta & trén, va budc st dung licu luong

¢6 hiéu qua cua thudc diét cd rc ché protoporphyrinogen oxidaza cho dAt trong trot.

Phuong &n khac @2 xuét phuong phép loai bo sinh vét thuy sinh khong mong
mudn ra khoi moi trudng nudi trdng, bao gdm budc cung cAp tao chua protein PPO
chéng chiu thudc diét cd, bién thé ctia no, hoic gen ma hoa nd dugc mo ta & trén cho
mdi truong nudi tréng, va bude st dung lidu lugng co hiéu qua cta thubc diét co trc ché

protoporphyrinogen oxidaza cho méi truong nudi tréng.

Ngoai ra, protein PPO chéng chiu thubc diét co, bién thé cta no, hodc gen ma
hoéa n6 dugc dé xuit trong ban mo ta co thé duoc stt dung két hop voi polypeptit chéng

chiu thubc diét c¢6 tha hai hodc gen mé hoa no.

Do @6, cay trong hoc tao dugc dua PPO chbng chiu thude diét co vao duge dé
xuét trong ban mo ta cd thé ¢6 kha ning chéng chiu hai hodc nhiéu hon hai thubc diét
6 khac nhau v& co ché tic dung. Theo sang ché, hai hodc nhidu hon hai thudc diét co
khéac nhau bao gém thudc diét co e ché PPO, khéac nhau vé co ché tac dung, c6 thé dugc
stt dung 1an luot hodc dﬁ“)ng thoi, do do kiém soat dugc cd dai va/hodc loai bo sinh vat
thuy sinh khong mong mudn. Sau day, thudc diét c6 khéac véi thubc diét c6 irc ché PPO

trong co ché anh hudng duge goi 1a “thude diét co thir hai”.

Mot phuong an dé xuét ché phém dé tao ra hoic ting cuong kha néang chéng
chiu thudc diét co cta cay trff)ng hoic tao, chira protein PPO chéng chiu thudc diét ¢
duoc md ta & trén, bién thé ctia no, hodc gen ma hoa no; va polypeptit chéng chiu thude

diét co thir hai hodc gen ma hda no6.

Phuong an khac dé xuét thé bién nap c6 kha ning chong chiu thude diét co cua
cay trdng hoic tao, hodc dong vo tinh hodc thé hé con ctia no, chira protein PPO chong
chiu thubc diét c6 duge mo ta & trén, bién thé ctia n6, hodic gen ma hoa nd; va polypeptit

chéng chiu thudc diét co thir hai hodc gen ma hoa nd.

Phuong an khéc dé xuét phuong phép tao ra cly trong hodc tdo c6 khi nang
chéng chiu thudc diét co, bao gé)m budc bién nap tdo hodc té bao cay tréng, té bao tran,
thé san, tru dudi 14 mam, hat giéng, 14 mam, chdi, hodc toan bd cdy vdi protein PPO
chéng chiu thudc diét co duge md ta & trén, bién thé ctia nd, hodc gen mi hoa no; va

thubc diét co tht hai chéng chiu polypeptit hodc gen mé héa nd.
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Phuong an khac dé xuét phuwong phap kidm so4t co dai trén dt trong trot, bao
gbm budc cung cip cho dAt trong trot cay trong chira protein PPO chéng chiu thuc diét
cé dugc md ta & trén, bién thé ctia n6, hodc gen ma hoa no; va polypeptit chdng chiu
thubc diét c6 thir hai hodc gen ma hoa no, va bude st dung lidu lugng c6 hiéu qua cua

thubc diét trc ché protoporphyrinogen oxidaza cd cho dAt trong trot.

Phuong én khac @2 xuét phuong phéap loai bo sinh vat thiy sinh khong mong
mudn ra khoi moi trudng nudi trdng, bao gbdm budc cung cép tao chtra protein PPO
chéng chiu thudc diét co, bién thé cua nd, hodc gen ma hoa no; va polypeptit chéng chiu
thudc diét c6 thi hai hodc gen ma héa n6 cho moi truong nudi trdng, va budc st dung
lidu lugng c6 hiéu qua cla thubc diét cd e ché protoporphyrinogen oxidaza cho moi

truong nudi trong.

Vi du, cay trong hogc tdo con bao gbm polypeptit chéng chiu thudc diét co tha
hai hodc gen ma héa no, do d6 c6 kha niang chéng chiu méi va/hodc dugce tdng cuong
v6i thube diét co th hai.

Vi du, thudc diét co thir hai co thé bao gém thudc diét cé uc ché su phén bao,
thudc diét co uc ché su quang hop, thudc diét cé e ché su téng hop axit amin, thude
diét co tc ché plastit, thudc diét co e ché mang té bao, va/hoidc td hop bat ky cua no,
nhung khong bi giéi han 6. Thubc diét cé thi hai c6 thé duoc 14y vi du boi glyphosat,
glufosinat, dicamba, 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic), thudc diét co e ché ALS
(axetolactat synthaza) (vi du, imidazolidinon, sulfonylure, triazol pyrimidin,
sulphonanilit, pyrimidin thiobenzoat, V.V.), thudc diét c6 trc ché hé quang hoa II, thude
diét c6 gbe phenylure, thubc diét co rc ché plastit, thudc diét cé gbc bromoxynil, va/hodc

t6 hop bat ky cia nd, nhung khong bi gidi han & do.

Vi du, polypeptit chdng chiu thudc diét cé thi hai co thé dugc 14y vi du dudi
dang mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gE‘)m EPSPS chéng chiu thude diét co
glyphosat (5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza chéng chiu glyphosat), GOX
(glyphosat  oxidaza), GAT (glyphosat-N-axetyltransferaza) hoac  glyphosat
decarboxylaza chéng chiu thudc diét cd glyphosat; PAT (phosphinothrixin-N-
axetyltransferaza) chbng chiu thudc diét c6 glufosinat; DMO (dicamba Monooxygenaza)
chéng chiu thudc diét cé dicamba; 2,4-D monooxygenaza hoic AAD (aryloxyalkanoat

dioxygenaza) chéng chiu thudc diét cé 2,4-D; ALS (axetolactat Synthaza), AHAS
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(axetohydroxyaxit synthaza), hodc AtAHASL (Ciu trc duéi phdn to 1on
axetohydroxyaxit synthaza) chéng chiu thudc diét c6 gbc sulfonylure tre ché ALS;
protein D1 hé¢ quang héa Il chéng chiu thudc diét c6 trc ché hé quang hoéa II; cytocrom
P450 chéng chiu thubc diet c¢6 gbc phenylure; HPPD (hydroxylphenylpyruvat
dioxygenaza) chéng chiu thubc diét c6 e ché plastit; nitrilaza chéng chiu thudc diét cd

bromoxynil; va t4 hop bét ky cia nd, nhung khong bi gidi han ¢ do.

Ngoai ra, gen ma hoa polypeptit chdng chiu thudc diét c6 tha hai co thé duoc
léy lam vi du dudi dang mot hodc nhiéu gen dugc chon tir nhom gf)m gen cp4 epsps,
epsps (AG), mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gat4621 chdng chiu thudc diét
c¢d glyphosat; gen bar, pat hodc pat(SYN) chdng chiu thudc diét co glufosinat; gen dmo
chéng chiu thudc diét co dicamba; gen AAD-1 hodc AAD-12 chéng chiu thudc diét co
2.4-D; ALS, GM-HRA, S4-HRA, ZM-HRA, Csrl, Csrl-1, Csrl1-2, SurA hoac SurB
chéng chiu thude diét ¢ gbe sulfonylure tc ché ALS; gen psba chbng chiu thubc diét
¢ e ché hé quang hoa II; gen CYP76BI chéng chiu thudc diét cé phenylure; gen
HPPDPF W336 chéng chiu thudc diét co isoxaflutol; gen bxn chéng chiu thudc diét co
bromoxynil; va t6 hop bét ky cua nd, nhung khong bi gidi han 6.

Hiéu qua c6 loi

Bién thé cta protein PPO chéng chiu thude diét ¢ hodc gen ma héa nd duge dé
xut trong ban mo ta dugc ap dung cho cdy trong hodc tao, do do tao ra va/hodc tang
cuong tinh trang chbng chiu thudc diét c6 tbt hon, va viéc kiém soat chon loc dugce thuc
hién st dung thudc diét co, do do kiém soat co dai hoic loai bo sinh vat thiy sinh mot
céch kinh té.

M6 ta vén tit cdc hinh vé

FIG. 1 1a so db vecto pACBB.

FIG. 2 thé hién mrc sinh truéng t& bao sau khi xu ly tiafenaxil & ndng do OpM
(micromol), 100uM, hodc 400uM, ctia BT3 E. coli thiéu hut PPO 1an luot duge bién
nap véi mau dbi chimg vecto pACBB-eGFP (V), gen PPO1 cua Arabidopsis thaliana
(4. thaliana) (AtPPO1 WT) d& bi tac dong bai PPO, thé dot bién gen PPO1 clia 4.
thaliana (AtPPO1 SLYM) chéng chiu PPO, gen CyPPOI10 (Cyl10 WT), va gen
CyPPO13 (Cy13 WT).
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FIG. 3 13 so dd vecto pET303-CT-His.

FIG. 4 thé hién biéu dd cia vecto tai t6 hop ddi vé6i protein dung hop trong d6
MBP (maltoza lién két protein) va protein PPO dugc dung hop.

FIG. 5 14 so dd vecto pMAL-c2X.

FIG. 6 12 bidu dd mAu th8 hién ciu tric ctia vecto hai thanh phin dé bién nap cay

trong ctia gen CyPPO.

FIG. 7 1a két qua cua thdm tach western thé hién mtc do biéu hién ctia protein
bién thé CyPPO & T2 4. thaliana dugc bién nap véi gen bién thé CyPPO10 (bién thé
F3601 hoic bién thé F360M) hoic bién thé CyPPO13 (bién thé F373M).

FIG. 8 thé hién mirc d0 tén thuong clia thé bién nap 4. thaliana (T3) dugc bién
nap vdi gen kidu dai CyPPO10 hodc CyPPO13 khi dugc xir Iy bang 1uM tiafenaxil. Col-
O c6 nghia 1a 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 9 thé hién mirc 4o tdn thuong cta thé bién nap 4. thaliana (T2) duge bién
nap vdi gen mé hoa bién thé CyPPO10 (F360C, F3601, F360L, F360M, F360V, F360T,
A167C, A167L, A167L+F360M, hodc A167C+F360I) khi dugce xur ly b@”lng tiafenaxil &
ndng d6 1 uM, 5 pM, hodc 25 pM.

FIG. 10 thé hién mirc d6 tdn thuong cta thé bién nap 4. thaliana (T2) duge bién
nap v6i gen ma hoa bién thé CyPPO13 (A177C, F373C, F373L F373M, A177LA+F373L,
hodc A177L+F373I) khi dugc xtt Iy bang tiafenaxil & ndng d6 1 pM hogc 10 pM.

FIG. 11 thé hién muc sinh trudng té bao ctia thé bién nap BT3 E. coli thiéu hut
PPO (APPO) dugc bién nap v6i gen kiéu dai CyPPO10 (dugc chi dinh Ia Cyl10 WT),
hodc cac gen dot bién CyPPO10 khéac nhau, khi duge xir Iy bang tiafenaxil lan luot &
ndng d6 0 uM, 5 pM, 25 pM, 50 pM, 100 uM, va 200 pM.

FIG. 12 thé hién muc sinh truéng t& bao ctia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap v6i Cy10 WT hodc céc gen dot bién CyPPO10 khéac nhau, khi
duoc xtt Iy bing saflufenaxil 1an lugt & ndng d6 0 pM, 5 pM, 25 pM, 50 pM, 100 pM,
va 200 pM.

FIG. 13 thé hién mirc sinh truéng té bao ciia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap voi Cyl0 WT hodc cac gen dot bién CyPPO10 khéc nhau, khi
duoc xir Iy bang fomesafen 1an luot & ndng d6 0 M, 5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 uM va
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200 pM.

FIG. 14 thé hién mirc sinh truéng té bao cia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cy10 WT hodc cac gen dot bién CyPPO10 khéc nhau, khi
duoc xt Iy bang axifluorfen 1an luot & ndng @6 0 uM, 5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 pM
va 200 pM.

FIG. 15 thé hién muc sinh trudng té bao ciia thé bién nap BT3 thieu hut PPO
(APPO) duogc bién nap v6i Cyl0 WT hodc cac gen dot bién CyPPO10 khéc nhau, khi
dwoc xi Iy bing flumioxazin 1an lugt & ndng d6 0 pM, 5 pM, 25 pM, 50 M, 100 uM
va 200 pM.

FIG. 16 thé hién mirc sinh truéng t& bao cia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) duogc bién nap v6i Cy10 WT hodc cac gen dot bién CyPPO10 khéac nhau, khi
duoc xt 1y bang sulfentrazon ]an luot & ndng d6 0 uM, 5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM
va 200 pM.

FIG. 17 thé hién muc sinh truéng té bio cta thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cyl0 WT hodc cac gen dot bién CyPPO10 khac nhau, khi
duogc xir ly bing pentoxazon 13n luot & ndng 46 0 uM, 5 pM, 25 pM, 50 pM, 100 pM
va 200 pM.

FIG. 18 thé hién mac sinh truéng té bao ctia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap v6i Cy10 WT hodc céc gen dot bién CyPPO10 khéac nhau, khi
duoc xt Iy bang pyraflufen-etyl 1an luot & ndng dd 0 pM, 5 pM, 25 pM, 50 pM, 100
pM va 200 pM.

FIG. 19 thé hién muc sinh trudng té bao cta thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap v6i Cy10 WT hodc céc gen dot bién CyPPO10 khéac nhau, khi
duge xu ly bang pyraclonil 1an lugt & ndng d6 0 pM, 5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 pM va
200 pM.

FIG. 20 thé hién muc sinh trudéng té bao ctia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi gen kiéu dai CyPPO13 (dugc chi dinh 12 Cy13 WT), hoac
céc gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi duge xir Iy bing tiafenaxil 1an luot & ndng do

0 uM, 5 pM, 25 pM, va 50 pM.

FIG. 21 thé hién mirc sinh truéng té bao cia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
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(APPO) dugc bién nap v6i Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
duoc xtt 1y bang saflufenaxil 1in Iuot & ndng dd 0 pM, 5 pM, 25 pM, va 50 pM.

FIG. 22 thé hién mutc sinh trudng t& bao ciia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau khi
duoc xit Iy bang fomesafen 13n luot & ndng d6 0 pM, 5 pM, 25 uM, 50 M, 100 pM va
200 pM.

FIG. 23 thé hién mirc sinh truéng té bao cta thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cy13 WT hodc céc gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
duoc xr Iy bang axifluorfen 1an luot & ndng do 0 pM, 5 pM, 25 pM, 50 uM, 100 uM
va 200 pM.

FIG. 24 thé hién muc sinh truéng t& bao cta thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
dwoc xir Iy bang flumioxazin 1an lugt & ndng d6 0 pM, 5 pM, 25 pM, va 50 uM.

FIG. 25 thé hién muc sinh truéng té bao ctia thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap vé6i Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
dwoc xir Iy bang sulfentrazon 1an luot & ndng do 0 uM, 5 pM, 25 uM, 50 uM, 100 pM
va 200 pM.

FIG. 26 thé hién muc sinh truéng té bao cua thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) duoc bién nap v6i Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
dugce xu ly bang pentoxazon 1an luot & ndng d6 0 uM, 5 pM, 25 uM, 50 uM, 100 uM
va 200 pM.

FIG. 27 thé hién muec sinh truéng té bao cla thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap v6i Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
duoc xtt Iy bang pyraflufen-etyl 1in lwot & ndng d6 0 uM, 5 uM, 25 pM, 50 uM, 100
uM va 200 pM.

FIG. 28 thé hién muec sinh truong té bao cla thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
(APPO) dugc bién nap véi Cyl3 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
duoc xit Iy bang pyraclonil 1an luot & ndng dd 0 uM, 5 pM, 25 pM, 50 uM, 100 pM va
200 pM.

FIG. 29 thé hién muc sinh truéng té bao cta thé bién nap BT3 thiéu hut PPO
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(APPO) duogc bién nap véi Cy13 WT hodc cac gen dot bién CyPPO13 khac nhau, khi
duge xi Iy bing oxadiazon 1in luot & ndng do 0 pM, 5 uM, 25 pM, 50 uM, 100 M va
200 pM.

FIG. 30 1a so d6 vecto pET29b.

FIG. 31a dén 31c thé hién két qua nay mam hat gidng cla thé bién nap 4.
thaliana dugce bién nap véi gen kiéu dai CyPPO10 hogc CyPPOI13 hodc thé dot bién gen
ctia n6, & ngay thtr 7 sau khi gieo hat trén moi truong 1/2 MS chira cac thudc diét c6
khac nhau. Col-0 c6 nghia 13 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 32 thé hién mérc d6 tdn thuong cta thé bién nap 4. thaliana (T3) duge bién
nap v6i gen ma héa bién thé CyPPO10 (F360I, F360L, F360M, A167C+F3601,
A167C+E360M, hodc V305M+F360M) khi dugc xtt ly bang 25 uM tiafenaxil hogc 100
uM saflufenaxil. Col-0 c6 nghia 14 A. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 33a thé hién mirc do tdn thwong cta thé bién nap 4. thaliana (Ts) duge bién
nap véi gen ma hoa bién thé CyPPO10 (F3601 hode A167L4F360M), khi duge xu ly

lan lugt b%mg tiafenaxil, saflufenaxil, flumioxazin, hodc sulfentrazon & néng do 50 pM.

FIG. 33b thé hién muc do ton thwong ciia thé bién nap 4. thaliana (Ts) duge bién
nap v&i gen ma hoa bién thé CyPPO13 (A177L+F373L hodc A177L+F3731) khi dugc
xu ly 1an luot béng saflufenaxil, tiafenaxil, flumioxazin, sulfentrazon, oxyfluorfen, hodc
pyraclonil ¢ ndng d6 50 uM. Col-0 c6 nghia 1a 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 34 thé hién mirc 40 tdn thuong cta thé bién nap 4. thaliana (T4) dugc bién
nap v&i CyPPO10 F3601 khi dugc xtt Iy bang 15 uM tiafenaxil hodc 150 pM saflufenaxil.

FIG. 35 thé hién mirc d6 tén thuong clia thé bién nap 4. thaliana (Ts) dugc bién
nap véi CyPPO10 F3601 khi dugc xtt Iy bang 15 uM tiafenaxil hodc 150 pM saflufenaxil.
Col-0 c6 nghia 12 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 36 1a két qua thAm tach western thé hién méc dd biéu hién cua protein
CyPPO10 F3601 & thé bién nap 4. thaliana (T4 hode Ts) dwoc bién nap véi CyPPO10
F3601.

FIG. 37 la so dd vecto hai thanh phan pB2GW7.0.

FIG. 38 thé hién mirc do tén thuong & 14 cta cdy dau twong To duoc bién nap

v6i gen dot bién CyPPO10 A167L+F360M khi duge xir Iy bing 5pM hogc 15uM
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tiafenaxil. Cay dau tuong Kwangan c6 nghia 1a cdy (cay trdng) d4u twong khong chuyén

gen.

FIG. 39 cung cap két qua thadm tach southern thé hién su c6 mit clia gen chuyén

trong cdy dau tuong dugc bién nap CyPPO10 A167L+F360M.

FIG. 40 thé hién kha ning chbng chiu thudc diét cé cua ciy ddu tuong chuyén
gen T1 (CyPPO10 A167L+F360M) 5 ngay sau khi x&r 1y phun tiafenaxil 25pM hodc
saflufenaxil 150pM. Céy dau twong Kwangan c6 nghia la cay (cay trdng) dau twong

khong chuyén gen.

FIG. 41 thé hién muc sinh trudng té bao cia BT3 (APPO) E. coli dugc bién nap
véi gen dot bién cia CyPPO10 khi dugce nudi cAy trong moi truong chia thudc diét co.
MG ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét béng cac vi du. Tuy nhién, céc vi du sau
day chi nham muc dich minh hoa, va sang ché khong duge du dinh gidi han & cac vi du
nay.

Vi du 1. Phan 1ap gen PPO tir sinh vat nhéan so

Gen PPO dugc gom lai st dung co s¢ dit liéu Genbank cua
Thermosynechococcus elongatus BP-1 va Synechococcus sp. JA-3-3Ab, va gen PPO
duge tng hop bang thong tin dugc t61 wu hoa codon dé sang loc tinh khing thudc diét
¢6 hiéu qua & BT3 E. coli. Gen PPO da tong hop dugc khuéch dai dudi cac diéu kién

sau day sir dung doan mdi néu trong bang 1 dé tach dong trén vecto pACBB.

Nim muoi microlit (50ul) hdn hgp phan tng PCR duoc chudn bi bing cach tron
1l khuén (ADN tdng hop ciia timg gen), Spl 10X dém, 1ul hdn hop ANTP (mdi loai
10 mM), 1pul doan mdi xudi (tham khao bang 1; 10uM), 1pl doan moi nguoc (tham khao
bang 1; 10 uM), 40pul DDW, va 1pl Pfu-X (Solgent, 2,5 don vi/pl), va su khuéch dai
dugc thuc hién dudi cac didu kién gdbm 1 chu trinh 94°C trong 4 phut, 25 chu trinh gdm
94°C trong 30 gidy, 56°C trong 30 gidy va 72°C trong 1,5 phit, va 1 chu trinh 72°C
trong 5 pht.

PPO phan lap tir Thermosynechococcus elongatus BP-1 dugc chi dinh 1a
CyPPO10, va PPO phan lap tur ching Synechococcus sp. JA-3-3Ab dugc chi dinh la
CyPPO13, theo thi tu.
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Béang 1
Ching Poan mdi Trinh tu SEQID
NO:
CyPPO10_BamHI | CCCCGGATCCATGATTGAAGTGGATG 8
Thermosynechococc F TGGC
us elongatus
CyPPO10_Xhol R CCCCCTCGAGTGATTGTCCACCAGCG 9
AGGT
CyPPO13_BamHI CCCCGGATCCATGAACCCTGCTACCC 10
Synechococcus sp. F CTGA
JA-3-3Ab CCCCCTCGAG CACCTGTGAT 11
P
CyPPOI3_XhoIR |\ s caAACTGCT

Vi du 2. Kha nang chéng chiu thudc diét cé bsi CyPPO10 va CyPPO13

Kha nang chdng chiu thudc diét c6 bdi CyPPO10 va CyPPO13 duge kiém tra st
dung E. coli thiéu hut PPO.

Sau khi bién nap BT3 E. coli thiéu hut PPO (APPO) véi CyPPOI10 hogc
CyPPO13, BT3 dugc bién nap (APPO) dugc nudi chy trén dia thach LB chira thubc diét
b e ché PPO dé kiém tra mirc @0 sinh trudng cua BT3 duge bién nap (APPO). Ching
BT3 (APPO) thu dugc tir truong Dai hoc Hokkaido (Nhat Ban). Chung BT3 (APPO) bi
thiéu hut PPO kiéu hemG va c6 kha nang chdng chiu kanamyxin (tham khao "Watanabe
et al., Dual targeing of spinach protoporphyrinogen oxidase II to mitochondria and
chloroplasts by alternative use of two in-frame inhibition codon, JBC 2001
276(23):20474-20481; Che et al., Molecular Characterization and Subcellular
Localization of Protoporphyrinogen Oxidase in Spinach Chloroplasts, Plant
Physiol. 2000 Sep;124(1):59-70").

Quy trinh thir nghiém cu thé 1a nhu sau:

Gen CyPPO10 va CyPPO13 dugc tach dong trong vecto pACBB (Plasmit
#32551; Addgene; tham khao FIG. 1).

Cu thé 13, céc san phidm PCR dugc khuéch dai trong vi du 1 duge xir ly bang
enzym gi6i han BamHI va Xhol (New England Biolabs), va dugc ndi bing vecto

pACBB-eGFP ma dugc xt ly bang cung enzym gidi han.

Viéc xtt Iy enzym gi6i han dugc thyc hién & cac diéu kién sau day:
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30ul (microlit) san pham PCR, 0,51 BamHI va Xhol (New England Biolabs)
theo tht tu, 4ul 10X dém, va 5,5pl nude; phan ing enzym gidi han 37 °C, 1 gio

Phan tng ndi dugc thue hién & cac dicu ki¢n sau day:

0,5ul T4 ADN ligaza (RBC), 1pl dém A, 1pl dém B, san pham PCR va vecto
dugc xit Iy biang enzym gidi han, tbng 10pl; 22°C, 30 phut.

Plasmit di tach dong dugc bd sung vao 100ul té bao kha bién BT3 (trudong Dai
hoc Hokkaido; Japan) mdt cach tuong tmg, nho d6 bién nap bang phuong phéap soc nhiét.
E. coli dugc bién nap v6i mdi gen PPO duogc nudi cAy trong mdi trudng thach LB (Luria-

Bertani) chira Cloramphenicol (Duchefa).

Péi v6i mdi trudng nudi cly gibng ctia E. coli da duge bién nap véi gen tuong
tmg, mdi khuén lac don ctia thé bién nap E. coli nhu dugc @2 xult & trén dugc nudi ciy
trong 3ml canh LB chita cloramphenicol qua dém (220 vong/phut, 37°C), va 50 dén
100pl duoc chy chuyén vao 3ml canh LB mdi, va ching dugc nudi cdy cho téi khi do
hép thu (ODs00) nam trong khoang tir 0,5 dén 1, va ching dugc pha loang bang canh LB
dén do hap thu (ODsoo) béng 0,5. Dung dich d4 pha lodng dugc pha lodng theo day 5 1an
nita theo hé sé mot phén mudi v6i canh LB. Sau d6, trén moi truong thach LB (dia petri)
chira tiafenaxil & ndng @6 OpM, 100uM, va 400uM, 10pl mdi dung dich di pha lodng
duogc thém nhoé giot. Moi trudong thach LB dugce u & 37°C, dudi diéu kién 4nh sang, va

mirc d6 (rc ché sy sinh trudng duge quan sat sau 16 dén 20 gio u.

D4 so sanh, cing mot thir nghiém duge thue hién st dung thé bién nap BT3 E.
coli duoc bién nap vé6i vecto pACBB-eGFP (Plasmit #3255 1; Addgene; tham khao FIG.
1) (V; vecto pACBB-eGFP); thé bién nap BT3 E. coli dugc bién nap véi gen PPO1
Arabidopsis thaliana (4. thaliana) kiéu dai (AtPPO1 WT, AtPPO1 kiéu dai; dé bi tac
dong boi PPO) (SEQ ID NO: 6); va thé bién nap BT3 E. coli duoc bién nap vé6i gen
PPO1 dot bién ctia 4. thaliana ma héa cac phén thé axit amin AtPPO1 dot bién (AtPPO1
SLYM, SEQ ID NO: 7) clia Y426M (gbc axit amin thir 426, tyrosin, dugc thé bang
methionin) va S305L (gbc axit amin thtr 305, serin, dugc thé bang leuxin), trén co s&
trinh ty axit amin ciia AtPPOI kiéu dai (SEQ ID NO: 5) (Li et al. Development of
protoporphyrinogen oxidase as an efficient selection marker for agrobacterium

tumefaciens-mediated transformation of maize. Plant physiol. 2003 133:73 6-747).

Két qua thu duge duge thé hién trén FIG. 2. Nhu dugc thé hién trén FIG. 2, trén
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moi trudmng khong chira thubc diét co (tiafenaxil 0 pM), sy sinh truéng cua thé bién nap
BT3 (V) dugc bién nap véi pACBB-eGFP trong d6 gen PPO khong dugc dua vao khong
dugc phuc hoi, va su sinh trudng cla thé bién nap BT3 dugc bién nap vé6i gen kiéu dai
PPO1 4. thaliana d& bi tac dong bdi PPO (AtPPO1 WT), gen dot bién PPO1 A. thaliana
chéng chiu PPO (AtPPO1 SLYM), gen CyPPO10 (Cyl0 WT), hodc gen CyPPO13
(Cy13 WT) dugc khoi phuc, khi mdi gen dugc dua vao co chic nang nhu enzym PPO
trong BT3. Cac két qua nay chirng minh rang ca CyPPO10 va CyPPO13 déu gay ra chirc
ning PPO thong thuong.

Thé bién nap BT3 (AtPPO1 WT) duoc bién nap v6i gen kiéu dai PPO1 4.
thaliana d& bi tac dong béi tiafenaxil, thuong sinh trudng trong mdi truong khong chira
thudc diét co (0pM), nhung khong sinh trudng trong moi trudng chira 100pM tiafenaxil.
Thé bién nap BT3 (AtPPO1 SLYM) dugc bién nap véi gen dot bién PPO1 A. thaliana
ma chdng chiu véi tiafenaxil, bt ddu c6 su (re ché sinh truéng tir 100pM tiafenaxil va
khé sinh truong & 400puM. Thé bién nap BT3 dugc bién nap v6i gen CyPPO10 hodc
CyPPO13 sinh trudng trong moi truong chtra tiafenaxil 100pM & murc d twong tu v6i
ctia mdi trudng khong chira tiafenaxil, va cling sinh treéng tot ngay ca trong moi trudng
chira tiafenaxil 400uM. Tur cac két qua nay, dugc chimg minh rang gen CyPPO10 va
CyPPO13 ¢6 thé c6 kha ning chdng chiu tiafenaxil cao hon dang ké so véi kiéu dai
PPO1 4. thaliana d& bi tac dong bdi tiafenaxil, va kha nang chdng chiu tiafenaxil & mc
tuong tu hodc murc cao so Vi kidu dot bién PPO1 4. thaliana c6 kha nang chéng chiu

tiafenaxil.

Vi du 3. Xac dinh céac géc axit amin PPO tuong tac voi thudc diét co e ché PPO tir
phirc hop PPO va thudc diét c6 tre ché PPO

Pé nghién ctru thong tin chu trtc lién két cua protein PPO va thubc diét co,
tiafenaxil, saflufenaxil, flumioxazin, hodc sulfentrazon dugc st dung dé thr nghiém lam
vi du dai dién cua thudc diét co e ché PPO. Gen ma hoéa protein CyPPO10 duoc tach
dong vao vecto pET29b (Catalog Number: 69872-3; EMD Biosciences; tham khéao FIG.
30) va dugc bidu hién dudi dang protein CyPPO10 sir dung hé E. coli. Protein CyPPO10
d4 biéu hién dugc tinh sach qua sdc ky 4i luc niken, va dugc két tinh v6i thude diét co
tic ché PPO. Sau d6, bing cach sit dung mdy gia tdc buc xa synchrotron, thu dugc dit
liéu nhiu xa tia X c6 d9 phan giai 2.4A cua phirc CyPPO10 va tiafenaxil, saflufenaxil,

flumioxazin, hogc sulfentrazon, d€ xac dinh cau tric ba chiéu cta phirc nay. Thong qua
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quy trinh nay, thong tin vé vi tri dot bién axit amin trong céc protein CyPPO10 tao ra

kha nang chdng chiu thudc diét cd dugc thu thép.

Tir két qua cua viéc phan tich chu tric phirc CyPPO10 va tiafenaxil, dugc két
ludn 14 axit amin ciia N59, S60, R89, F161, V165, A167, Q184, P303, V305,F324,1.327,
1340, F360, va 1408 ctia protein CyPPO10 (SEQ ID NO: 2) duogc trong tac voi tiafenaxil.

St dung thong tin lién két thu duoc tir cdu tric cta phirc CyPPO10-tiafenaxil,
cac gbe axit amin twong tic véi tiafenaxil trong protein CyPPO13 (SEQ ID NO: 4) duoc
xdc dinh bdi phép phan tich do dong nhét trinh ty (NCBI BLAST,
http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/B1ast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=B1astSearc
h&LINK_LOC=blasthome) gifta cdc axit amin cia CyPPO10 (SEQ ID NO: 2) va
CyPPO13.

Két qua 1a, duogc hiéu rﬁng axit amin cua céc vi tri R101, F171, V175, Al177,
G194, P316, V318, F337, L340, I353, va F373 cia protein CyPPO13 (SEQ ID NO: 4)

tuong tac voi tiafenaxil.
Vi dy 4. Tao ra bién thé PPO

Pé tang cuong kha ning chbng chiu thubc diét c6 tc ché PPO cua CyPPO10 va
CyPPO13, ca hai gen déu dugc gy dot bién & céc vi tri axit amin twong tic v6i thudc
diét co, nhu dugc xac dinh trong vi du 3, nho d6 tao ra gen dot bién dé ting khéa ning

chéng chiu thudc diét ¢ trc ché PPO.

Gen PPO d6t bién dugc phan lap va dugce khuéch dai bang PCR & cac diéu kién

sau day sir dung doan mdi clia bang 3:
Vit ligu
Khudn (ADN téng hgp ciia CyPPO10 hogc CyPPO13) 1l
10X dém 5 pl
H3n hop dNTP (10mM mdi hon hop) 1pl
doan mdi xudi (10pM) 1ul
doan mdi nguoc (10pM) 1ul
DDW 40ul
Pfu-X (Solgent, 2,5 don vi/pl) 1pul
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Téng 50ul
Béang 2
Piéu kién PCR
94°C 4 phut
94°C 30 giay 25 chu trinh
56°C 30 gidy
72°C 1,5 phut
72°C 5 phut
4°C 5 phut
Bang 3
Chung DPoan mdi Trinh ty SEQ ID NO:
CyPPO10_Xbal F CCCCTCTAGAATGATTGAAGTGGA 12
Thermosynechococc TGTGGC
us elongatus BP-1 [~ CyPPO10_Xhol | CCCCCTCGAG TGATTGTCCA 13
R CCAGCGAGGT
CCC TCTAGAATG AAC CCT GCT 14
P X
Synechococcus sp. CyPPO13_Xbal F ACC CCT GA
JA-3-3ADb CyPPO13_Xhol CCCCCTCGAG CACCTGTGAT 15
R AACAACTGCT

San phim gen dugc khuéch dai va vecto pET303-CT His (VT0163; Novagen;
tham khao FIG. 3) dugc c4t bang Xbal va Xhol, va sau do, plasmit pET303-CyPPO10
va pET303-CyPPO13 dugc chuin bi tuong tng st dung T4 DNA ligaza (RBC, 3 don
vi/pul).

Gen dot bién ciia CyPPO10 va CyPPO13 dugc chudn bi bang cach thuc hién
PCR & cac diéu kién sau stt dung doan mdi duoc néu trong bang 5 va 6 dudi day, va su

dung CyPPO10 va CyPPO13 dugc tach dong vao vecto pET303-CT His lam khuon.
Vit ligu
Khudn 1pl

10X dém 5pl
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Hdn hop dNTP (10mM mdi hdn hop) 1ul

doan mdi xudi (10uM) 1pl

doan mdi nguge (10uM) 1ul

DDW 40l

Pfu-X (Solgent, 2,5 don vi/ul) 1ul

Tbng 50ul
Béang 4
Diéu kién PCR
94°C 4 phut
94°C 30 gidy 17~25 chu
o °A tl‘inh
56~60°C 30 gidy
72°C 3 phut
72°C 5 phut
4°C 5 phut
Bang 5

Danh sach doan mdi dé tao cAu tric gen dot bién CyPPO13

Dot bién axit
amin cua
CyPPO10

Trinh tu doan mdi (5'-> 3")

F360M

F: GTT TTT ACC TCT ATG ATA GGA GGT GCT ACT (SEQ ID NO: 16)
R: AGC ACC TCC TAT CAT AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 17)

F360V

F: GTT TTT ACC TCT GTT ATA GGA GGT GCT ACT (SEQ ID NO: 18)
R: AGC ACC TCC TAT AAC AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 19)

F360I

F: GTT TTT ACC TCT ATT ATA GGA GGT GCT ACT (SEQ ID NO: 20)
R: AGC ACC TCC TAT AAT AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 21)

F360T

F: GTT TTT ACC TCT ACT ATA GGA GGT GCT ACT (SEQID NO: 22)
R: AGC TCC ACC AAT AGT AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 23)
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F360L F: GTT TTT ACC TCT CTT ATA GGA GGT GCT ACT (SEQ ID NO: 24)
R: AGC TCC ACC AAT AAG AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 25)
F360C F: GTT TTT ACC TCT TGT ATA GGA GGT GCT ACT (SEQ ID NO: 26)
R: AGC TCC ACC AAT ACA AGA GGT AAA AAC CTG (SEQ ID NO: 27)
A167C F: TCAGGAGTGTAC TGT GGAGATCCTCAACAG (SEQ ID NO: 28)
R: TTGAGGATCTCC ACA GTACACTCCTGAAAC (SEQ ID NO: 29)
Al167L F: TCAGGAGTGTAC CTT GGAGATCCTCAACAG (SEQ ID NO: 30)
R: TTGAGGATCTCC AAG GTACACTCCTGAAAC (SEQ ID NO: 31)
P303L+ F: ATACCTTAT CTT ACT CTT GCT TGT GTT GTG (SEQ ID NO: 32)
V305L R: AACACAAGC AAG AGT AAG ATA AGG TAT (SEQ ID NO: 33)
V305M F: CCTTATCCAACT ATG GCTTGTGTTGTGCTT (SEQ ID NO: 34)
R: CACAACACAAGC CAT AGTTGGATAAGGTAT (SEQ ID NO: 35)
N59T F: GAG CTT GGT CCA ACT AGT TTC GCT C (SEQ ID NO: 36)
R: AGCGAAACT AGT TGGACCAAGCTCCCA (SEQ ID NO: 37)
R89A F: CAC CTT CCA GCT TAT ATA TAC TGG AGG GGA (SEQ ID NO: 38)
R: GTA TAT ATA AGC TGG AAG GTG CCT ATC TCC (SEQ ID NO: 39)
V165S F: GTT TCA GGA TCA TAC GCT GGA GAT CCT CAA CAG (SEQ ID NO: 40)
R: TCC AGC GTA TGA TCC TGA AAC AAA TGG TGC CAC (SEQ ID NO: 41)
V305T F: CCTTATCCAACT ACT GCTTGTGTTGTGCTT (SEQ ID NO: 42)
R: CACAACACAAGC AGT AGTTGGATAAGGTAT (SEQ ID NO: 43)
S60T F: GGT CCA AAC ACT TTC GCT CCT ACT CCA GCA CTC (SEQID NO:44)
R: AGG AGC GAA AGT GTT TGG ACC AAG CTC CCA CAC (SEQID NO: 45)
1340T F: CTC GGA ACC ACC TGG TCT TCA TGC TTA TTC CCA (SEQ ID NO: 46)
R: TGA AGA CCA GGT GGT TCC GAG TGT CCT TAT ACC (SEQID NO: 47)
R89L F: CAC CTT CCA CTT TAT ATA TAC TGG AGG GGA (SEQ ID NO: 48)

R: GTA TAT ATA AAG TGG AAG GTG CCT ATC TCC (SEQ ID NO: 49)

-30-




36300

R8OV F: CAC CTT CCA GTT TAT ATA TAC TGG AGG GGA (SEQ ID NO: 50)

R: GTA TAT ATA AAC TGG AAG GTG CCT ATC TCC (SEQ ID NO: 51)
F161A F: AGATTGGTGGCACCAGCAGTTTCAGGAGTGTAC (SEQ ID NO: 52)

R: GTACACTCCTGAAACTGCTGGTGCCACCAATCT (SEQ ID NO: 53)
V165C F: CCATTTGTTTCAGGA TGCTACGCTGGAGATCCT (SEQ ID NO: 54)

R: AGGATCTCCAGCGTAGCATCCTGAAACAAATGG (SEQ ID NO: 55)
Q184G F: TTTAGAAGGATTGCTGGACTTGAGAAGTTGGGA (SEQ ID NO: 56)

R: TCCCAACTTCTCAAGTCCAGCAATCCTTCTAAA (SEQ ID NO: 57)
F324V F: TCAGTTAGACCTGGAGTTGGTGTTTTGGTGCCT (SEQ ID NO: 58)

R: AGGCACCAAAACACCAACTCCAGGTCTAACTGA (SEQ ID NO: 59)
L327T F: CCTGGATTTGGTGTTACCGTGCCTAGAGGACAA (SEQ ID NO: 60)

R: TTGTCCTCTAGGCACGGTAACACCAAATCCAGG (SEQ ID NO: 61)
Al1671 F: TCAGGAGTGTACATTGGAGATCCTCAACAG (SEQ ID NO: 62)

R: TTGAGGATCTCCAATGTACACTCCTGAAAC (SEQ ID NO: 63)
1408R F: AGAAGGGCTCGTCCACAATATATCGTTGGTTAC (SEQ ID NO: 64)

R: TATTGTGGACGAGCCCTTCTCCAAACCTTC (SEQ ID NO: 65)
1408W F: GGTTTGGAGAAGGGCTTGGCCACAATATATCGTTGG (SEQ ID NO: 66)

R: CCAACGATATATTGTGGCCAAGCCCTTCTCCAAACC (SEQ ID NO: 67)

Bang 6

Danh sach doan moi dé tao cAu tric cho gen dot bién CyPPO13

Axit amin
dot bién cua
CyPPO13

Trinh ty doan mdi (5'-> 3"

F373M

F: TCATTTCTCAGT ATG TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 68)
R: AGCACCTCCTAA CAT ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 69)

F373V

F: TCATTTCTCAGT GTT TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 70)
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R: AGCACCTCCTAA AAC ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 71)

F3731 F: TCATTTCTCAGT ATT TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 72)

R: AGCACCTCCTAA AAT ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 73)
F373T F: TCATTTCTCAGT ACT TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 74)

R: AGCACCTCCTAA AGT ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 75)
F373L F: TCATTTCTCAGT CTT TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 76)

R: AGCACCTCCTAA AAG ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 77)
F373C F: TCATTTCTCAGT TGT TTAGGAGGTGCTACA (SEQ ID NO: 78)

R: AGCACCTCCTAA ACA ACTGAGAAATGAGTG (SEQ ID NO: 79)
R101A F: AAGTTGCCAGCATATATCTACTGGGAGGGTGC (SEQ ID NO: 80)

R: AGTAGATATATGCTGGCAACTTTGCATCAGCC (SEQ ID NO: 81)
A177C F: TCA GGA GTT TAT TGT GGA GAT CCT GAT CAA (SEQ ID NO:82)

R: ATC AGG ATC TCC ACA ATA AAC TCC TGA TGT (SEQ ID NO: 83)
Al1TTL F: TCAGGAGTTTAT CTT GGAGATCCTGATCAA (SEQ ID NO: 84)

R: ATCAGGATCTCC AAG ATAAACTCCTGATGT (SEQ ID NO: 85)
A1771 F: GGAGTTTATATTGGAGATCCTGATCAACTTAG (SEQ ID NO: 86)

R: AGGATCTCCAATATAAACTCCTGATGTGAAAG (SEQ ID NO: 87)
P316L+ F: ATA CTC TAT CTT CCT CTT GCT GTT GTG GCT (SEQ ID NO: 88)
V318L R: CAC AAC AGC AAG AGG AAG ATA GAG TAT TTC (SEQ ID NO: 89)
V318L F: TATCCACCTCTTGCTGTTGTGGCTCTTGCATAC (SEQ ID NO: 90)

R: CAACAGCAAGAGGTGGATAGAGTATTTCTGCC (SEQ ID NO: 91)
V318M F: CTC TAT CCA CCT ATG GCT GTT GTG GCT CTT (SEQ ID NO: 92)

R: AGC CAC AAC AGC CAT AGG TGG ATA GAG TAT (SEQ ID NO: 93)
P316A+ F: ATA CTC TAT GCT CCT CTT GCT GTT GTG GCT (SEQ ID NO: 94)
V318L R: CAC AAC AGC AGC AGG AAG ATA GAG TAT TTC (SEQID NO: 95)
F373N F: TTTCTCAGTAACTTAGGAGGTGCTACAGATGC (SEQ ID NO: 96)
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R: CCTCCTAAGTTACTGAGAAATGAGTGATAAC (SEQ ID NO: 97)

F373H

F: TTTCTCAGTCACTTAGGAGGTGCTACAGATGC (SEQ ID NO: 98)
R: CCTCCTAAGTGACTGAGAAATGAGTGATAAC (SEQ ID NO: 99)

G194Q

F: GCTTTTCCTAGGGTGGCTCAGCTCGAAGAGAGATACGG (SEQ ID NO:
100)

R: CCGTATCTCTCTTCGAGCTGAGCCACCCTAGGAAAAGC (SEQ ID NO:
101)

G194K

F- GCTTTTCCTAGGGTGGCTAAACTCGAAGAGAGATACGG (SEQ ID NO:
102)

R: CCGTATCTCTCTTCGAGTTTAGCCACCCTAGGAAAAGC (SEQ ID NO:
103)

G194R

F- GCTTTTCCTAGGGTGGCTCGTCTCGAAGAGAGATACGG (SEQ ID NO:
104)

R: CCGTATCTCTCTTCGAGACGAGCCACCCTAGGAAAAGC (SEQ ID NO:
105)

G194E

F: GCTTTTCCTAGGGTGGCTGAACTCGAAGAGAGATACGG (SEQ ID NO:
106) |

R: CCGTATCTCTCTTCGAGTTCAGCCACCCTAGGAAAAGC (SEQ ID NO:
107)

G194M

F: GCTTTTCCTAGGGTGGCTATGCTCGAAGAGAGATACGG (SEQ ID NO:
108)

R: CCGTATCTCTCTTCGAGCATAGCCACCCTAGGAAAAGC (SEQ ID NO:
109)

F337V

F: CAGCCATTAAGAGGAGTGGGTCATCTCATCCC (SEQ ID NO: 110)
R: GGGATGAGATGACCCACTCCTCTTAATGGCTG (SEQ ID NO: 111)

L340T

F: GAGGATTTGGTCATACCATCCCTAGGTCTCAAG (SEQ ID NO: 112)
R: CTTGAGACCTAGGGATGGTATGACCAAATCCTC (SEQ ID NO: 113)

1353T

F: GAACCTTGGGTACTACCTGGGCTTCATGTTTG (SEQ ID NO: 114)
R: CAAACATGAAGCCCAGGTAGTACCCAAGGTTC (SEQ ID NO: 115)

F171A

F: AGATTGGTGGAGCCTGCTACATCAGGAGTTTAT (SEQ ID NO: 116)
R: ATAAACTCCTGATGTAGCAGGCTCCACCAATCT (SEQID NO: 1 17)
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RI101A F: GATGCAAAGTTGCCAGCTTATATCTACTGGGAG (SEQ ID NO: 118)
R: CTCCCAGTAGATATAAGCTGGCAACTTTGCATC (SEQ ID NO: 119)

V175C F: CCTTTCACATCAGGATGTTATGCTGGAGATCCT (SEQ ID NO: 120)
R: AGGATCTCCAGCATAACATCCTGATGTGAAAGG (SEQ ID NO: 121)

V175L F: ACATCAGGATTGTATGCTGGAGATCCTGATC (SEQ ID NO: 122)
R: TCCAGCATACAATCCTGATGTGAAAGGCTCCAC (SEQ ID NO: 123)

Vi du 5. Kha ning chéng chiu thudc diét cé trc ché PPO ctia PPO va bién thé ctia n6

Dé ting cuong kha nang chbng chiu thude diét ¢6 tc ché PPO ctia CyPPO10 va
CyPPO13, axit amin twong tac voi thubc diét co, nhu dugc xac dinh trong Vi du 3, dugc
gdy dot bién. Sau khi BT3 E. coli (APPO) thiéu hut PPO duoc bién nap véi gen PPO ¢6
dot bién ndy, va sau d6 dugc nudi céy véi thudce diét cé e ché PPO, dé quan sat sy sinh

trudng cua E. coli dd bién nap, nhu sau:

Céc plasmit pET303-CyPPO10 hodc pET303-CyPPO13 tao ra trong vi du 4, va
plasmit chira mdi gen dot bién, dugc bién nap vao té bao kha bién BT3 bang phuong

phéap sdc nhiét, va dugc nudi cdy trong méi truong thach LB chura ampixillin (100 pg/ml).

DPéi véi méi trudng nudi céy hat cua thé bién nap BT3, khuén lac don cua no
duoc nudi cdy trong 3ml canh LB (LPSS) chira ampixillin trong 12 gio hogc 14u hon, va
50~100 pl dung dich nuéi cdy duge nudi cay thém cho t6i khi do hép thu (ODsoo) dat
dén khoang tr 0,5 dén 1. Sau d6, dung dich nudi cdy thu dugc dugc pha lodng bang canh
LB d& didu chinh d6 hap thu (ODsoo) dén 0,5, va dugc pha loang 5 1An nita theo hé sb
mdt phin mudi bang canh LB.

LB (25 g/L), thach Bacto (12 g/L), ampixillin (100 pg/ml) va céac thubc diét co
khac nhau (0~200 pM) duogc trdn, dé tao ra mdi truong chira thubc diét co.

Mudi microlit dung dich da pha loang duge nho giot vao moi truong chira thude
diét cd, va moi truong nay dugc u c6 anh sang trong thoi gian 16-20 gio ¢ nhigt 4o 37°C.
Muc sinh trudng va kha nang chéng chiu thude diét ¢ Grc ché PPO ctia BT3 dugc bién

nap v6i mdi gen dugc danh gia.

Thubc diét cé duge sir dung trong thir nghi¢ém dugc néu trong bang 7 sau day:
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Bang 7
Ho Thudc diét cé
Tiafenaxil
Thubc diét c6 gbe pyrimidindion
Saflufenaxil
Fomesafen
Thubc diét cé goc diphenyl ete
Axifluorfen

Thubc diét c6 gbc N-phenylphtalimit | Flumioxazin

Thubc diét ¢ gbe triazolinon Sulfentrazon
Thube diét co gbe oxazolidinedion Pentoxazon
Thubc diét c6 gbc phenylpyrazol Pyraflufen-etyl
Céc thubc diét cé khac Pyraclonil

Kha nang chdng chiu thudc diét cé dugc danh gia tuong dbi so véi kidu dai

CyPPO, va dugc thé hién trong bang 8 dén 11 sau day va FIG. 11 dén 29:

Bang &

Dot bién CyPPO10 Tiafe’naxil Saflufenaxil Axifluorfen Fome’safen

(Ién Sﬁ) 200 1en dén 200 wM) | (1én dén 200 xM) (1enudl\egzoo

CyPPO10

(kidu dai) ) ) ) ;

F360C ++++ +++ -+ -+

F3601 -+ ++++ -+ -+

F360L ++++ ++++ ++++ -+

F360M -+ +++ +H+ -+

F360V ++++ -+ -+ -+

A167C +++ + 4+ o+
A167L -+ +++ -+ A+
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P303L+V305L NT NT Tt n
V305M ++ + +++ ++++
NT (khoéng dugc kiém tra)
Béang 9
Dot bién Pentoxa’zon Pyraﬂuferll-etyl Pyraclo,nil Flumiox:azin Sulfentra,lzon
CyPPO10 (1én dén (1én dén (1én dén (1én dén (1én dén
200pM) 200uM) 200pM) 2001M) 200uM)
CyPPO10
(kidudai) | ) ) ; i
F360C +H++ -+t ++++ ++++ -+
F360I -+ -+ -+ ++++ H+++
F360L -+ -+ ++++ -+ -+
F360M -+ -+ -+ ot T
F360V ++++ ++++ +H++ NT -+
A167C -+ -+ ++++ + -
A167L -+ -+ -+ ++++ -+
IP:3 03L+V305 I N . NT T
V305M 4+ + +++ NT NT
NT (khong dugce kiém tra)
Bang 10
Dot bién Tiafena,xil Saﬂufen,axil Axiﬂuor’fen Fomesa?en Pentoxa’zon
CyPPO13 (Ién dén (1én den (1én dén (Ién dén (Ién dén
50uM) 50puM) 200uM) 200uM) 200uM)
CyPPO13 (kiéu | ] ] ] ]
dai)
F373C -+ +++ +++ -+ 4+
F3731 4+ -+ +++ +++ -+
F373L FH+++ -+t +++ -+ -+
F373M 4+ +++ +++ ++++ +H++
F373T - ++++ ++++ +++ +H++
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A177C NT + -+ o+ 4+
A177L ++ + -+ -+ -+
V318M NT NT +++ ++ +
P316A+V318L [NT NT I - NT
P316L+V318L [NT NT +++ ++ NT
NT (khong dugce kiém tra)
Bang 11
Pot bién Pyraflufen-etyl Pyraclonil Sulfentrazon Flumioxazin
CyPPO13 (1n dén 200 pM) | (1én dén 200 pM) | (1én dén 200 uM) | (lén dén 50pM)
CyPPO13 - ; _ -
F373C ++ 4+ - .
F3731 ++ R -+ ot
F373L ++ -+ -+ ++++
F373M ++ -+ -+ +++
F373T ++++ -+ + -+
A177C -+t -+ -+ -
A177L - +++ A+ 4t
V318M — - n NT
P316A+V318L |+ i ; NT
P316L+V318L |+ - + NT

NT (khong dugce kiém tra)

Trong céac bang 8 dén 11, muc 4o chéng chiu thudc diét co clia kiéu dai duoc thé

hién bang dau "-", va mirc d§ chong chiu thudc diét cé duoc phan cap bang cach biéu

din mirc dd chéng chiu twong dwong bang dau "-", va néu cao hon, thém dau “+” dén

tdi da 13 “H++++7.

FIG. 11 dén 19 (kiéu dai va bién thé cia CyPPO10) va FIG. 20 dén 29 (kiéu dai

va bién thé cuat CyPPO13) thé hién két qua ctia viéc nudi cly E. coli dugc bién nap véi

gen CyPPO (kiu dai va kidu bién thé), va ndng d6 duge mod ta & phan phia trén 13 nong

d6 cta thude diét co duge xir Iy. Sau cot cia mdi ndng d6 dugc pha lodng lién tiép 5 1an
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theo hé s6 mot phan mudi bing dung dich mdi truong nudi ciy E. coli sang bén phai, va
cOt ngoai cing bén tréi 1a két qua ctia dung dich nubi ciy E. coli OD600=0,5.

Nhu dugc thé hién trong bang 8 dén 11 va trén FIG. 11 dén 29, dugce ching minh
14 tAt ca céc thé bién nap dugc bién nap véi gen dot bién ctia CyPPO10 va CyPPO13 ¢6
muc do chéng chiu thudc diét co béng nhau hodc dugc tang 1én dbi véi cac loai thude
diét c6 khéac nhau, so v6i thé bién nap c6 gen kiéu dai.

Vi du 6: Do hoat tinh enzym va gia tri ICso bé‘lng thudc diét co cia PPO

Hoat tinh enzym cua protein PPO va bién thé protein PPO dugc kiém tra, va thtt
nghiém trc ché boi thudc diét co tc ché PPO dugc thuc hién. Pugc xac nhén 1a protein
PPO c¢6 dd tan trong nudc thip, nhung trong trudong hop dugc biéu hién duéi dang
protein dung hgp voi MBP (protein lién két maltoza) (MBP-PPO), protein PPO c6 thé
duoc biéu hién 4n dinh & dang tan trong nudc. Do do, protein kiéu dai va protein bién
thé duoc biéu hién & dang protein dung hop véi MBP dugc sir dung trong thir nghiém
ndy (tham khao FIG. 4).

Dé biéu hién gen kiéu dai va gen dot bién ciia CyPPO10 va CyPPOI13 (tham
khao Vi du 1 va Vi du 4), cac gen nay dugc dua vao vecto pMAL-c2X (tham khéo FIG.
5) tuong tmg, va sau d6 dugc tach dong vao BL21 (DE3) E. coli (CodonPlus).

E. coli d3 bién nap dugc nudi céy & cac diéu kién sau day dé biéu hién gen PPO
da dua vao:

Cam ung: ODg00=0,2, bd sung IPTG dén ndng do cudi 0,3mM;

Nhiét d6 biéu hién: 23°C, nudi cdy lic 200 vong/phit;

Thoi gian biéu hién: 16 gio;

Quy md nudi cdy: 200ml/binh tam gidc 1000ml.

Su phéan giai té bao va chiét protein dugc thuc hign bang quy trinh sau day a6i
véi céc té bao E. coli dugc nudi cdy:

Pém chibt: dém cot (Tris-Cl 50mM, pH=8,0, NaCl 200mM) Sml dém/g té bao;

Nghién bing song dm: SONICS&MATERIALS VCX130 (130 0at);

15 giay BAT, 10 gidy TAT trong 5 phut trén da lanh;
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Ly tdm du6i diéu kién 4°C trong 20 phut (20.000 x g); va chat ndi bé mit thu

dugc bang ly tAm duge pha loang ¢ ty 1€ 1:6 sit dung dém cot.

Quy trinh tinh sach protein PPO sau dy dugc thuc hién trong phong lanh 4°C.
Nhya amyloza (New England Biolabs) dugc nhdi vao cdt 1,5x15 cm (Cot Bio-Rad
Econo 1,5 x 10 cm, séc ky cot thuy tinh, thé tich tdi da), va san phém chiét protein thu
duoc duge tai 16n cot & te dd dong 0,2 mU/phit. Cot duge rira bang 3 thé tich cot dém,
va lugng protein trong dung dich rira dugc kiém tra. Khi protein khéng con dugc phat
hién théy, viéc ria két thic. Sau d6, protein MBP-PPO dugc gidi hép v6i khoang 2 thé
tich cot cia dém chtra maltoza 20mM. Néng do protein cua mdi chét rira giai dugc xac
dinh va viéc giai hép dugc ding lai khi protein khong con duoc phat hién thay. Mudi
microlit cia mdi phan doan dugc kiém tra dé dinh luong protein va phan tich SDS-
PAGE. Phan doan tinh khiét & mirc 6 cao véi protein PPO dugc 14y cho thir nghiém
hoat tinh enzym.

Hoat tinh enzym cta protein kiéu dai duoc tinh sach va protein bién thé cua

CyPPO10 va CyPPO13 dugc do bang quy trinh sau day.

Trudc tién, co chét cia protein PPO, Protoporphyrinogen IX dugc tong hop.
Quy trinh nay dugc thuc hign trong khoang khong gian trong d6 khi nito duge tao thanh
dong. 6mg protoporphyrin IX dugc hoa tan trong 20% (v/v) EtOH 20ml, va duogc khudy
& didu kién bong tbi trong 30 phut. Dung dich protoporphyrinogen IX thu dugc dugc
dit vao 6ng c6 vit 15ml & lugng 800pl, va dugc phun khi nito trong 5 phit. Thém 1g
hén héng natri vao 6ng nay va thuc hién 14¢c manh trong 2 phut. Nép dugc m& dé xa hét
khi hydro trong bng. Sau d6, dong ndp va 1 trong 3 phut. Dung dich protoporphyrin IX
dugc loc st dung 6ng bom va bd loc mang xenluloza. Thém MOPS [axit 3-(N-
morpholino)propanesulfonic] 2M 0 lugng khoang 300pl vao 600ul dung dich
protoporphyrin IX thu dugc, nho d6 didu chinh d6 pH dén 8,0. Pé xac dinh hoat tinh
enzym cua protein PPO, hdn hop phén tng duoc chudn bi v6i hop phan sau day (trén
co s& 10ml): Tris-Cl 50mM (pH=8,0); NaCl 50mM; Tween 20 0,04% (v/v); glucoza
40mM (0,072 g); 5 don vi glucoza oxidaza (16,6mg); va 10 don vi catalaza (1 ul).

Hai tram microlit (200p1) hon hop phan Gng chira protein PPO dugc tinh sach
dugc dit vao dia 96 15, va dugc 1 so bd trong 30 phut & nhiét do trong phong dé giam

ndng d6 oxy bdi phan tmg cla glucoza oxidaza-catalaza. Dau khodng dugc phéan 16p va

-48-



36300

sau d6 phan tmg dugc bat dAu bing cach bd sung co chét, dung dich protoporphyrin IX,
dén ndng do cudi 1a 50uM. Phan tng dugc tién hanh & nhiét do trong phong trong 30
phiit va sy phat huynh quang ctia protoporphyrin IX dugc do st dung dau doc vi dia
(Sense, Hidex) (budc séng kich thich: 405nm; budc song phéat: 633nm). Pé tinh toan
hoat tinh enzym PPO, dung dich protoporphyrinogen IX dugc gitt ho trong khong khi
d8 oxy hoa dung dich (qua dém). Thém HCI 2,7N vao dung dich nay, va do hép thu &
408nm dugc do. Duong cong chuin dugc tao ra stt dung protoporphyrin IX chuén, va
hoat tinh PPO dugc do bing cach hiéu chinh protoporphyrin IX st dung duong cong
chudn cta protoporphyrin IX.

Hoat tinh enzym cua kiéu dai PPO thu dugc va bién thé duoc thé hién trong bang
12.

Trong khi do, céc gid tri hing s Michaelis-Menten (Km) va vén tde tdi da
(Vmax) ctia mdi enzym dugc tinh dé danh gia thong s6 dong hoc cua protein PPO
(CyPPO10 va CyPPO13). Van tbc phan (g ban dau duge do trong d6 van tbc phan (g
ty 18 v6i ndng dd co chét, va luong protoporphyrin IX dugc d& xuét 1a san phim phan
g enzym dugc do bing khoang thoi gian & nhiét d¢ trong phong trong 20 phut. Cac
gi4 tri Km va Vmax dugc tinh bing chuong trinh phén tich dong hoc enzym nho phuong
trinh Michaelis-Menten, va PPO cua ciy trdng dugc st dung 1am nhom dbi chung. Két

qua thu dugc dugc thé hién trong bang 12:

Bang 12
Amaranth
Phan loai CyPPO10 | CyPPO13 | AtPPO1 | “ar" ™
PPOI
Vmax (UM mg protein” phat™) | 949,1x64 | 3414+14 | 134,4+19 57+7

Nhu duge thé hién trong bang 12, CyPPO10 va CyPPO13 c6 kha nang t6t hon
dudi dang enzym PPO so v6i 4. thaliana PPO1 (AtPPO1) va Amaranthus PPOL1.

Néng do ctia thudc diét c6 rc ché PPO ma trc ché hoat tinh enzym PPO dén 50%

(ICso) dugc do cho mdi thudc diét co. Néng do cubi cia mdi thude diét co 1a nhu sau:
0, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000 nM

Gié tri ICso dugc tinh 1a néng do cua thudc diét cé tc ché hoat tinh enzym PPO
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dén 50% trudc khi thém thudc diét cd & ndng do néu trén vao quy trinh do hoat tinh

enzym néu trén.

Gi4 tri ICso cuia cac thude diét cé khac nhau dugc thé hién trong bang 13 sau day.

Bang 13
CyPP
Y , ICso(nM)
010 .z |Hoat tinh|
D6t bién %)
0
SO Tiafenaxil |Saflufenaxil[Fomesafen| Butafenaxil [Flumioxazin[Sulfentrazon
1| WT 100 21 9 15 8 NT NT
2 | F360M 93 115 1500 114 24 NT NT
3 | F3601 67 799 3916 191 268 3323 NT
4 | F360L 59 172 NT NT NT NT NT
5 | F360V 56 307 NT NT NT NT NT
N59T +
6 F360V 62 543 NT NT NT NT NT
R89A +
1
7 F360M 67 931 5000 5000 674 1216 5000
R89A +
1,323 00 5000
8 F3601 38 2,153 5000 5000 3 50 0
R89A +
1,0 NT
9 F360L 30 1,000 NT NT NT ,025
V165S +
N N NT 11 NT
10 F360M 78 435 T T 9
V165S +
N NT NT
11 F360I 63 818 NT NT T
V165S +
N NT NT NT
12 F360L 59 470 NT T
V165S +
N N NT NT NT
13 F360V 52 929 T T
Al167L
14 | + 80 5000 5000 3000 4000 5000 5000
F360M
Al167L
T NT NT NT
15 3601 32 5000 NT N
A167C
16 | + 90 4500 5000 1900 2500 4000 5000
F360M
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17

Al167C
+ F3601

48

4500

36300

NT

NT

NT

NT

NT

18

V305M
+

F360M

87

356

5000

675

121

544

2057

19

V305T
+ F3601

10

276

NT

NT

NT

NT

NT

20

R89A +
V305T
+

F360M

741

NT

NT

NT

NT

NT

21

S60T +
V165S +
F360M

17

2720

NT

NT

NT

NT

NT

22

S60T +
V165S +
F3601

12

3580

NT

NT

NT

NT

NT

23

S60T +
1340T +
F3601

2000

NT

NT

NT

NT

NT

24

R8OV +
F3601I

57

242

NT

NT

NT

NT

NT

25

R8IL +
F3601

51

184

NT

NT

NT

NT

NT

26

A1671+
F360M

85

5000

5000

5000

5000

5000

5000

27

V165C
+

F360M

93

2169

NT

NT

NT

NT

NT

28

V305L
+

F360M

82

262

NT

NT

NT

NT

NT

29

V165C
+

A167C
+

F360M

91

5000

5000

3034

2810

5000

5000

30

V165C
+ Al1671
+

F360M

75

5000

5000

3741

5000

5000

5000

31

V165C
+

83

5000

5000

4277

4820

5000

5000
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Al167L
+
F360M
R89A +
32 f167L 7 5000 NT NT NT NT NT
F360M
33 22068&4_ 5 5000 NT NT NT NT NT
34 E;’O680V1:,4+ 5 5000 NT NT NT NT NT
35 | R8%A 83 104 NT NT NT NT NT
36 | F161A 92 203 NT NT NT NT NT
37 | V165C 99 97 NT NT NT NT NT
38 | A167C 98 86 NT NT NT NT NT
39 | A167L 95 792 NT NT NT NT NT
40 | Q184G 97 79 NT NT NT NT NT
41 | V305M 100 186 NT NT NT NT NT
42 | F324V 59 140 NT NT NT NT NT
43 | L327T 84 214 NT NT NT NT NT
44 | 1340T 19 216 NT NT NT NT NT
45 | F360T 85 5000 NT NT NT NT NT
CyPP
013
1| WT 100 28 36 30 37 NT NT
2 | F373M 98 56 481 77 18 NT NT
3 | F3731 83 135 1480 NT NT NT NT
4 | F373L 82 141 1470 NT NT NT NT
5| F373C 86 212 NT NT NT NT NT
6 | F373V 83 339 NT NT NT NT NT
7 | F373T 81 818 NT NT NT NT NT
8 | F373H 26 114 NT NT NT NT NT
9 | F373N 40 40 NT NT NT NT NT
R101A
10 | + 55 615 5000 NT NT 573 NT
F373M
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11

A177C
+

F373M

77

336

36300

4500

NT

NT

NT

NT

12

Al771+
F373M

75

261

4700

NT

NT

NT

NT

13

A177L
+

F373M

75

1122

5000

690

2500

5000

5000

14

A177L
+ F3731

66

1630

5000

315

5000

5000

5000

15

Al177L
+ F373L

68

5000

5000

464

5000

5000

5000

16

V175L
+

F373M

93

203

1375

NT

NT

NT

NT

17

V3IigM
+

F373M

72

386

1924

NT

NT

NT

NT

18

A177L
+F373T

62

4700

5000

3000

4000

5000

5000

19

Al177L
+ F373V

49

5000

5000

1229

5000

5000

5000

20

A171C
+F373T

80

3900

NT

NT

NT

NT

NT

21

Al177C
+F373V

56

3200

NT

NT

NT

NT

NT

22

G194E
+

F373M

32

64

261

NT

NT

66

NT

23

G194Q
+

F373M

37

24

265

NT

NT

5.2

NT

24

G194M
+

F373M

43

20

475

NT

NT

53

NT

25

G194K

+

F373M

41

95

224

NT

NT

128

NT

26

G194R
+

F373M

35

67

218

NT

NT

81

NT

27

R101A

87

139

NT

NT

NT

NT

NT
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28 | F171A 70 70 NT NT NT NT NT
29 | V175C 94 57 NT NT NT NT NT
30 | A177C 98 113 NT NT NT NT NT
31| A177L 97 211 NT NT NT NT NT
32 | V318M 81 211 NT NT NT NT NT
33 | F337V 88 158 NT NT NT NT NT
34 | L340T 83 443 NT NT NT NT NT
35| I353T 62 280 NT NT NT NT NT

NT (khéng duge kiém tra)

Nhu dugc thé hién trong bang 13, bién thé protein CyPPO c6 gia tri ICso dugc
tang nhiéu hon, so véi protein CyPPO kidu dai. Céc két qua nay ching minh rang cic
dot bién axit amin & vi tri nhét dinh cua protein PPO c6 thé dan dén lam ting kha ning
chéng chiu thudc diét co. Mic du céac dir liéu nay cho chira rang bién thé protein CyPPO
¢6 hoat tinh enzym giam so véi kidu dai, c6 thé 1a do cac didu kién tao nép glp protein
khac nhau, va/hoic tinh ky nude cia PPO tai td hop so v6i PPO tu nhién. Trong khi cac
PPO tu nhién ky nudc va dinh vi & mang cta lap luc trong cy trong, cac PPO tai t6 hop
duoc tao ra trong E.coli 1a wa nuéc chira MBP lam dbi tac dung hop. Do d6, khi bién
thd PPO duoc két hop thich hop va dinh vi trong mang lap luc clia cdy trong, hoat tinh

enzym s& khong bi anh huong 1on.

Vidu 7. Tao thé bién nap 4. thaliana bang cach sit dung CyPPO va bién thé ctia nd va

thir nghiém chéng chiu thudc diét ¢ trc ché PPO
7-1. Tao cAu triic vecto bién nap 4. thaliana va bién nap 4. thaliana

A. thaliana dugc bién nap véi vecto hai thanh phﬁn c6 ORF cua trinh ty danh
d4u chon loc, gen bar (chéng chiu glufosinat), va cla mdi gen mi hoa cia CyPPO10
hoic bién thé CyPPO13. Céy trong chuyén gen dugc kidm tra kha nang chdng chiu chéo
dbi véi glufosinat va thudc diét cd tc ché PPO. Gen bar ciing dugc st dung dé kiém tra
xem liéu gen chuyén c6 duge di truyén 6n dinh qua cac thé hé khong. Gen khdi dau

NOS va trinh tu két thac E9 duoc st dung dé biéu hién gen bar.

P& bidu hién CyPPO10, bién thé CyPPO10, CyPPOI13 va bien thé CyPPO13,
tuong ung & cay trong, gen khdi dAu CaMV35S va trinh tu két thic NOS dugc st dung.
Gen ma héa cia CyPPO10, bién thé CyPPO10, CyPPO13 va bién thé CyPPO13 dugc
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tach dong sir dung enzym gi¢i han Xhol va BamHI Pé xé4c dinh protein biéu hién, thé
hemagglutinin (HA) dugc dung hgp voi vung d4u tan cung 3’ st dung enzym gi6i han
BamHI va Sacl. Trinh tu két thiic NOS dugc chén vao sau thé HA, nho d6 két thac qué
trinh phién ma cta gen PPO. Ngoai ra, d& van chuyén protein dén lap luc, peptit van
chuyén (TP) ciia gen AtPPO1 (SEQ ID NO: 10) duogc chén vao trude dau 5° clia gen da
chén st dung enzym gi6i han Xbal va Xhol. Ving peptit van chuyén dugc chén vao
vecto duoc thé hién boi SEQ ID NO: 27 va trinh tu thé HA da chén duoc thé hién boi
SEQ ID NO: 28. Biéu dd bién nap cay trong v6i vecto hai thanh phan dugc thé hién trén
FIG. 6.

MBJi vecto dugc tao cAu tric & trén duge dua vao t& bao kha bién GV3101 cua
Agrobacterium tumefaciens bang phuong phép két cip dong-rd dong. Pé chuan bi cac
t& bao kha bién Agrobacterium GV3101, ching Agrobacterium GV3101 duge cay hat
trong Sml mdi truong LB dudi didu kién 30°C va 200 vong/phit trong 12 giv. Moi
truong nudi chy dugc chy vao 200ml mdi truong LB, va sau do dugc nudi ciy & 200
vong/phut trong 3~4 gio & 30°C, va dugc ly tam & 3000 xg trong 20 phut ¢ 4°C. Vién
pellet dugc rira bing nudc cAt vo tring, va dugc tao huyén pht lai trong 20ml mdi truong
LB. Céac phan 200ul dugc cap dong dot ngdt bang nito 16ng dugc bao quan trong ti

dong séu.

Mbi Agrobacterium duogc bién nap dugc nudi ciy trong moi trudng khing sinh
(thach LB chira spectinomyxin) va dugc sang loc. Khuén lac d sang loc dugc nudi céy
16ng trong canh LB. Sau khi Agrobacterium dugc thu hoach tir mdi truong nudi ciy, n6
duoc tao huyén phu lai trong sucroza 5% (W/v), dung dich Silwet L-77 0,05% (v/v)
(Momentive performance material company) & do hép thu (ODeoo) 14 0,8. Bing phuong
phap nhing Floral, 4. thaliana kiéu dai kiéu sinh thai Col-0 dugc bién nap, va sau do

hat gidng (T1) dugc thu hoach 1~2 thang sau.

Gen bar trong vecto hai thanh phan duge sir dung dé sang loc thé bién nap c4
thé. Hat gidng Ti thu dugc dugc gieo trong mdi trudomg 1/2 MS (2,25 g/L mudi MS, 10
g/L sucroza, 7 g/L thach agar) duoc bd sung glufosinat 25pM, va céy trdng séng s6t
duoc chon sau 7 ngay gieo, va trong lai vao dat.

P4 kidm tra kha ning chéng chiu thudc diét c6 trc ché PPO clia cdy trdng chuyén

gen, cay trdng 4 tudn tudi dugc phun déu vé6i 100 ml dung dich tiafenaxil 1pM (0,05%
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Silwet L-77) v6i mdi dién tich 40 x 60 cm (0,24 m?). Trong khi A. thaliana kiéu dai
(kidu sinh thai Col-0; kidu sinh thai Columbia-0) chét hoan toan trong vong 7 ngdy sau
xtr 1y, mbi thé bién nap cho thiy khong co tdn thwong nao véi viée xir Iy thudc diét o
tic ché PPO.

Hat gidng T dugc thu hoach tir cay trdng sdng sé6t dugc gieo vao mdi truong
1/2MS (2,25 g/L mubi MS, 10 g/L sucroza, 7 g/L thach agar) dugc bd sung glufosinat

25uM, va sau 1 tuln, cdy trong sbng sét duoc trdng lai vao dét.

P& x4c nhan s6 luong ban sao clia moi dong, ty 1€ chia tach dugc ki€ém tra véi

hat giéng Ta.

Kha ning chdng chiu tiafenaxil ciia thé bién nap 4 tudn tudi dugc x4c nhan bing
cach phun 100ml dung dich tiafenaxil (tiafenaxil 1pM, 5uM, 10pM hodc 25uM +0,05%
Silwet 1-77) v6i mdi dién tich 40 x 60 cm (0,24 m?). Hat gidng T duge thu hoach tir
cy trong T> chdng chiu tiafenaxil.

Céc hat gibng dugc chon trong mdi trudng 1/2 MS chtra glufosinat 25uM, va
cac dong trong do t4t ca cac c4 thé chdng chiu glufosinat dugc danh gia la cac dong dong
nhét.

7-2. Sy ndy mam hat gidng

Kha nang chéng chiu thube diét ¢6 clia thé bién nap 4. thaliana dugc dua gen
kiéu dai ho#c gen bién thé ciia CyPPO10 va CyPPO13 vao dugc xac nhan.

Hat gibng thé hé T3 clia mdi thé bién nap duoc gieo trong moi truong 1/2 MS
chira thue diét c6. Hat giéng kiéu sinh théi Col-0 (Arabidopsis kiéu dai) duge sir dung
lam ddi ching. Loai thube diét co va ndng do 1 nhu sau:

FIG. 3la: gufosinat 25pM (PPT), tiafenaxil 70nM, saflufenaxil 100nM,

glufosinat 25uM + tiafenaxil 70nM, hodc glufosinat 25uM + tiafenaxil 30nM +
saflufenaxil 40nM;

FIG. 31b va 3lc: glufosinat 25uM (PPT), tiafenaxil 0,1 uM hodc 1pM,
saflufenaxil 0,3uM hozc 3uM, flumioxazin 0,1uM hodc 1uM, pyraclonil 0,5uM hodc
5uM, hodc sulfentrazon 1pM hodc 10uM.

Két qua clia sy nay mAam hat gidng trong 7 ngay sau khi gieo duoc thé hién trén

FIG. 31a, 31b, va 31c. Trén céc FIG. 31a dén 31c, 10-3 ding dé chi CyPPO10 kiéu dai,
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10FM-4-7 chi dong chuyén gen CyPPO10 F360M, 10FL-1-9 chi dong chuyén gen
CyPPO10 F360L, 10FC-3-5 chi dong chuyén gen CyPPO10 F360C, 10AC-5-4 chi dong
chuyén gen CyPPOI10 A167C, 13-1 chi CyPPO13 kiéu dai, 13FM-3-1 chi dong
CyPPO13 F373M chuyén gen, 13FC-1-1 chi dong CyPPO13 F373C chuyén gen, 13FI-
2-1 chi dong CyPPO13 F3731 chuyén gen, 13AC-1-3 chi dong CyPPO13 A177C chuyén
gen, CyPPO13_ALFL chi dong CyPPOI3 A17714F373L chuyén gen, va
CyPPO13_ALFI chi dong CyPPO13 A177L+F3731 chuyén gen, theo thir tu.

Nhu dugc thé hién trén cac FIG. 31a dén 31c, trong khi A. thaliana kiéu dai
(kiéu sinh théi Col-0) nay mam trong moi trudng 1/2 MS khong chira thudc diét cd, nd
khong nay mam trong mdi truong 1/2 MS chira thube diét c¢d. Do d6, thir nghiém nay
mam trén mdi trudng chira thudc diét c6 1a hitu ich dé danh gia kha nang chéng chiu

thube diét co.

Trong khi d6, cac dong A. thaliana Ts dugc bién nap trong do6 gen kiéu dai
CyPPOI10, gen thé dot bién CyPPO10 (F360M, F3601, F360L, F360C, A167C), gen
kidu dai CyPPO13 hoidc gen thé dot bién CyPPO13 (F373M, F373C, F373L, A177C,
A177L+F373L, A177L+F3731) nay mam trong moi trudong chira thube diét co (chta
glufosinat 25uM, glufosinat 25uM + tiafenaxil 70nM, hodc glufosinat 25pM +
tiafenaxil 30nM + saflufenaxil 40nM). Cac két qua nay chi ra rang gen bar (gen chéng
chiu glufosinat) va gen CyPPO (gen chéng chiu thude diét ¢ trc ché PPO) c6 chire ning

nhu tinh trang chdng chiu thube diét ¢ dong thoi va doc 14p trong cay trong chuyén gen.

Nhu duge thé hién trén Fig. 31a dén 31c, trong moi trudong chira céc loai thude
diét cé tc ché PPO khéac nhau va & cac néng dd khac nhau, 4. thaliana dugc bién nap
thudng nay mam va sdng sot, trong khi Col-0 thuong khdng nay mam. Két qua nay chi
ra ring A. thaliana dugc bién nap tao ra kha ning chbng chiu hogc gitr lai kha ning
chéng chiu dugc ting cudng voi cac thubc diét co trc ché PPO khac nhau béi gen da

chén cua thé bién nap.
7.3. Kiém tra su biéu hién protein PPO trong 4. thaliana dugc dua gen CyPPO vao (T2)

M3i su biéu hién protein duoc kidm tra trong thé bién nap A. thaliana (T2) trong
{6 gen ma héa CyPPO10, bién thé CyPPO10 (F3601 hodc F360M), CyPPO13, hodc bién
thé CyPPO13 (F373M) dugc chén, theo thir tu.

L4 cta thé bién nap A. thaliana bon tuan tudi dugc nghién bang nito 16ng, va
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protein dugc chiét bang cach bd sung dém chiét protein (Tris-Cl 0,05M pH=7.,5, NaCl
0,1M, EDTA 0,01M, Triton X-100 1%, 1mM DTT). Sau do, thdm tach western duoc
thuc hién st dung khéng thé khang HA (Santa cruz). Protein dugc biéu hién trong thé
bién nap dugc phat hién s dung thé HA. DPé so sanh luong protein da tai, lugng chu
trac dudi phan ti 16n RuBisCO dugc xac nhén bang cach nhudm xanh Coomassie. Hai

dong doc lap v6i mbi bién thé duoc kiém tra, va Col-0 duge st dung 1am d6i chimg.

Két qua duogc thé hién trén FIG.7. T4t ca cac thé bién nap 4. thaliana dugce dua
gen bién thé CyPPO10 (bién thé F3601 hojc bién thé F360M) hogc bién thé CyPPO13
(bién thé F373M) vao déu biéu hién thanh cong protein PPO.

7-4. Kiém tra kha ning chéng chiu thudc diét co ctia 4. thaliana duge bién nap (T2 hodc
T3)

Kha ning chéng chiu thubc diét c6 duge kiém tra véi thé bién nap A. thaliana
(T2 hoidc T3) trong d6 gen ma héa CyPPO10, bién thé CyPPO10 (F360C, F3601, F360L,
F360M, F360V, F360T, A167C, Al67L, Al67L+F360M, A167C+F360M,
A167C+F3601, hodc V305M+F360M), CyPPO13, hogc bién thé CyPPO13 (A177C,
F373C, F3731, F373M, A177L+F3731, hodc A177L+F373L) dugc dua vao theo thir tu.

Sau khi xit 1y thé bién nap CyPPO10 hogc CyPPO13 (T3) & lugng 100 ml moi
dién tich 40 X 60 cm (0,24 m?) bing dung dich tiafenaxil (tiafenaxil 1uM + 0,05% (v/v)
Silwet L-77), muc do tén thuong cla ciy trdng duge dénh giad & ngay 7. Dé so sanh,
cling mot thir nghiém dugc thyuc hién sir dung A. thaliana kiéu dai (kidu sinh thdi Col-
0).

Két qua duge thé hién trén FIG. 8.

Ngoai ra, sau khi xtr ly bing 100 ml dung dich tiafenaxil (tiafenaxil 1 pM, 5 uM,
10 uM, hogc 25 uM + 0,05% (v/v) Silwet L-77) v6i mdi dién tich 40 X 60 cm (0,24 m?)
cho thé bién nap (T2) v6i gen ma hoa bién thé CyPPO10 (F360C, F3601, F360L, F360M,
F360V, F360T, A167C, A167L, A167L+F360M, hodc A167C+F360I) hodc bién thé
CyPPO13 (A177C, F373C, F3731, F373M, A177L+F3731, hoic A177L+F373L), mic
d6 tén thuong clia ciy trong duogc danh gia & ngay 7.

Két qua duoc thé hién trén FIG.9 (thé bién nap T2 duge dua gen bién thé
CyPPO10 vao) va FIG. 10 (thé bién nap T» duoc dua gen bién thé CyPPO13 vao).
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Ngoai ra, mirc do tén thuwong (chi sb ton thuong) cta mdi dong sau khi xt 1y

tiafenaxil trén FIG. 8 dén 10 dugc thé hién trong bang 14 sau day lam chi 5.
Bang 14

Chi s6 tén thuong T (mirc d6 ton thuong)

Dong s6 | Tiafenaxil Chi s0 ténb’;zﬁong trung
Col-0 1 uM 5
CyPPO10

Kiéu dai 1 uM 0,5
F360C 3 1 uM 0,3

5 uM 0,9

F3601 7 1 uM 0
5uM 0,1

F360L 3 1 uM 0
5uM 0,3

F360M 4 1 uM 0,1

5 uM 0,3

F360V 4 1 uM 0

5 uM 0,3
F360T 3 1 uM 2,6
A167C 3 1 uM 0
Al167L 3 1 uM 0,2
A167L+F360M 12 25 uM 2
A167C+F3601 19 25 uM 2

CyPPO13

Kiéu dai 1 pM 0,5
A177C 1 1 uM 0
F373C 2 1 uM 0,1
F3731 2 1 uM 0,1
F373M 2 1 M 0
A177L+F3731 9 10 pM 1,5
A177L+F373L 7 10 pM 0
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Sau khi xr Iy bang dung dich tiafenaxil (tiafenaxil 25uM + 0,05% (v/v) Silwet

L-77) hodc dung dich saflufenaxil (saflufenaxil 100pM + 0,05% (v/v) Silwet L-77) &

Jugng 100ml véi mdi dién tich 40 X 60 cm (0,24 m?) cho thé bién nap (T3) trong d6 gen
m3 héa bién thé CyPPO10 (F360I, F360L, F360M, A167C+F3601, A167C+F360M,

hoic V305M+F360M) dugc dua vao, muc d6 tdn thuong cua ciy tréng dugc danh gia

& ngay 7.

Két qua cia thé bién nap T3 dugc dua gen ma hoa bién thé CyPPO10 vao duge

thé hién trén FIG. 32.

Ngoai ra, muc do tén thuong (chi sb tdn thuong) béi viée xtr ly tiafenaxil hoac

saflufenaxil cho thé bién nap 4. thaliana dugc dua gen dot bién CyPPO10 véo dugc thé

hién trong bang 15 sau day dudi dang chi 5.

Bang 15

Chi sb ton thwong T3 (mirc 49 tbn thuong)

Dong | .. | cni s6 ton | Chi 56 ton
x Tiafenaxil thuong Saflufenaxil | thuong

50 trung binh trung binh

Col-0 25 uyM 5| 100 uM 5

CyPPO10 F3601 7-2 25 uM 1 100 uM 1,1

10-2 100 pM 0
F360M 4-7 25 uM 2
F360L 3-2 25 uM 1
A167C+F3601 1-4 25 uM 2
A167C+F360M | 4-5 25 uM 2
V305M+F360M | 6-5 25 uM 2

Bang 14 va 15 thé hién gia tri trung binh ctia mtrc do ton thuong cta cac ca thé

dugc thir nghiém (10 dén 20 c4 thé) theo céc tiéu chuin ctia bang 16 sau day.

Bang 16

Dinh nghia mtrc do tdn thuong
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Chisb tbn | Triéu chung
thuong
I 0 Khong c6 ton thuong I
1 Cubi 14 bi khd hodic chay xém it hon 20%
2 Hon 20% va it hon 30% cdy trong bi chay xém
2,5 Hon 30% va it hon 50% cay trdng bi chay xém
3 Hon 50% va it hon 70% cdy trong bi chay xém
4 Hon 70% c4y trong bi chdy xém
5 Toan bo cay bi kho va chét

Mitc dd chéng chiu thé bién nap 4. thaliana (T3) dugc dua gen dot bién
CyPPO10 (F360I hodc A167L+F360M) hodc gen dot bién CyPPO13 (A177L+F373L
hoic A177L+F3731) vao dugc xac nhin ¢ ngay thtt 7 sau khi xu ly tiafenaxil,
saflufenaxil, flumioxazin, hodc sulfentrazon (50 pM mdi loai). Dé so sanh, 4. thaliana
kidu dai hodc thd bién nap 4. thaliana PPO1 SLYM (AtPPO1 SLYM, S305L+Y426M)
(T3) da dugc biét vé kha ning chbng chiu thubc diét co tc ché PPO dugc thir nghiém &
cung diéu kién.

Trong thir nghiém kha nang chbng chiu cac thudc diét ¢d khac nhau, 100ml ndng
d6 50uM ciia mdi thudc diét co duge phun déu cho mdi dién tich 40 x 60 cm (0,24 m?).
Phan t& lugng (MW) cua tiafenaxil, saflufenaxil, flumioxazin va sulfentrazon 1an luot
12 511,87, 500,85, 354,34 va 387,18. Liéu xtt Iy duoc chuyén hoa trong tng v6i 106,7
g ai/ha tiafenaxil, 104,4 g ai/ha saflufenaxil, 73,8 g ai/ha flumioxazin va 80,7 g ai/ha

sulfentrazon.
Két qua dugc thé hién trén FIG. 33a va 33b.

Ngoai ra, mtrc d tdn thuong (chi s6 tén thuong) cua thé bién nap duogc thé hién

trén FIG. 33 va bang 17 1am chi sé.
Béang 17

Chi s6 tdn thuong T3 (mutc do tdn thuong)
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Cyl10 FI [;tigl(\)/ll Cyl10 ALFM
Tiafenaxil 1 4 1
Saflufenaxil 0 0-1 0-1
Flumioxazin 0-1 4-5 1
Sulfentrazon 0-1 0-1 1

Trén FIG. 33a va bang 17, Cy10 FI, AtPPO1 SLYM, Cy10 ALFM 14n luot biéu
didn thé bién nap cia CyPPO10 F3601, S305L+Y426M cua AtPPOI (d6i chimg), va
CyPPO10 A167L+F360M.

Trén FIG. 33b, Col-0, Cy13 ALFL va Cy13 ALFI lan luot biéu dién kiéu dai,
thé bién nap ctia CyPPO13 A177L+F373L va CyPPO13 A177L+F373L

Nhu dugc thé hién trén FIG. 33a, thé bién nap cua gen thé dot bién c6 kha ning
chéng chiu ngang bang ho#c 16n hon AtPPO1 SLYM. Dugc chirmg minh la tat ca trong
s6 CyPPO10 FI va CyPPO10 ALFM tao ra mic chdng chiu cao hon dbi voi cac thude
diét ¢ khac nhau so voi AtPPO1 SLYM.

Nhu dugc thé hién trong bang 14 va FIG 8, gin nhu tat ca thé bién nap vai kiéu
dai CyPPO10, gen bién thé ctia no, kiéu dai CyPPO13, hodc gen bién thé ctia n6 phat
trién sau khi xir 1y tiafenaxil 1uM trong khi kiéu dai 4. thaliana (Col-0) bi chét.

Ngoai ra, nhur dugc thé hién trong bang 15 va 17, FIG 9 dén 10, va FIG 32 dén
33, thé bibn nap A. thaliana dugc dua gen bién thé CyPPO10 hogc CyPPO13 vao khong
¢6 hodc c6 murc ton thuong it sau khi xt Iy v6i hon 5 uM tiafenaxil. Két qua chira rang
kha nang chéng chiu thubc diét c¢6 ctia 4. thaliana dugce tao ra va/hodc duoc tang cuong

bang cach dwa CyPPO10, CyPPO13, hodc gen dot bién ctia chung vao.

Puogc chirng minh 12 kha nang chéng chiu thude diét co duoc duy tri dén thé he
T, dén Ts, chi ra ring kha nang chéng chiu thudc diét co duge truyén 6n dinh ngay ca
khi thé hé tién trién.

Tir két qua nay, cac bién thé CyPPO dugc mong doi la tao ra kha nang chéng

chiu thudc diét co e ché PPO khac nhau cho cay trong khéc cling nhu 4. thaliana.
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7-5. X4c nhan d6 6n dinh gen chuyén qua céc thé hé

Trong vi du ndy, viéc céc gen dugc dua vao 4. thaliana cb dugc di truyén on
dinh qua céc thé hé hay khong dugc x4c nhén.

Thé bién nap T céc dong 7-2, 10-2, va 10-5 dugc bién nap voi CyPPO10 F3601
duoc phat trién tiép dén thé hé T4, Ts, va do d6 kha ning chdng chiu tiafenaxil hodc
saflufenaxil va sy biéu hién cua gen duge dua vao & thé hé T4 va Ts cia mdi dong duge
xac nhan.

Chiét protein

Protein dugc chiét tir cdy trong clia mdi thé hé. Sau khi nghién cay gidng st
dung nito 1éng, dém chiét protein (Tris-Cl 0,05 M pH=7.5, NaCl 0,1M, EDTA 0,01M,
Triton X-100 1%, DTT 1mM) duoc bd sung va protein tbng duoc chiét. Sau khi protein
dugc chiét duoc chuyén dén mang PVDF sau dién di, thAm tach western duoc thuc hién
sir dung khéng thé khang HA (Santacruz).

X4c nhan kha ning chdng chiu thudc diét co

Mot tram mililit dung dich thudc diét co chira tiafenaxil 15pM hodc saflufenaxil
150uM dugc phun déu trong dién tich 40 x 60 cm (0,24 m?) 1én A. thaliana 4 tudn sau
khi trdng lai. Mirc d0 tdn thuong boi thubc diét co duge quan sat & ngay 7 sau khi xur ly.

Két qua ctia kha ning chéng chiu thudc diét ¢6 duogc thé hién trén FIG. 34 (T4)
va FIG. 35 (Ts), va muc do ton thwong (chi s6 tén thuong) cta thé bién nap béi thude
diét cé dugce thé hién trong bang 18.

Bang 18

Chi s tén thuong T4 va Ts (mirc d9 ton thuong)

CyPPO10 F360I

T4 Ts

Tiafenaxil 0,5 0,5
Saflufenaxil 0 1

Trong khi déi chiing am (Col-0; kiéu dai 4. thaliana) d& bi tic dong bdi viée xir

Iy thudc diét co, thé bién nap Ts va Ts 4. thaliana cia CyPPO10 F3601 ¢ kha ning
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chéng chiu.

Ngoai ra, phan tich tham tach western di v6i su biéu hién gen chuyén dugc thé
hién trén FIG. 36. Protein CyPPO10 F360I duoc phét hién & ca thé hg Ty va Ts cia thé

bién nap.

Do d6, duoc ching minh 13 kha nang chéng chiu thudc diét co béng cach dua

bién thé CyPPO10 vao duoc di truyén dn dinh va duy tri qua céc thé hé T4 va Ts.

Vidu 8. Tao cAu truc thé bién nap cay du trong st dung CyPPO va bién thé ctia né va

thir nghiém kha ndng chéng chiu thubc diét ¢6 trc ché PPO

8-1. Vecto tai td hop dbi véi viéc bién nap cdy dau tuong va tao cAu tric thé bién nap

ciy dau tuong str dung vecto nay

Vecto dé bién nap cdy dau tuong 8 tao ra kha nang chéng chiu tiafenaxil bang

cach biéu hién gen CyPPO10 A167L+F360M dugc tao chu trc.

Cu thé 13, gen CyPPO10 A167L+F360M két hop véi peptit van chuyén ctia gen
PPO1 A. thaliana duoc khuéch dai bang PCR st dung vecto dung dé bién nap 4.
thaliana (tham khao FIG. 6) lam khudn. San pham khuéch dai duoc tach dong sir dung
bd kit tach dong pENTR Directional TOPO (Invitrogen), va dugc bién nap vao té bao
kha bién DHS5 alpha (Invitrogen). Sau d6, gen dugc tach dong dugc chuyén vao vecto,
vecto hai thanh phin pB2GW7.0 (FIG. 37) dé bién nap cay trong, st dung bd Kit
Gateway LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen). Sau khi trdn vecto pENTR/D-TOPO
trong d6 gen CyPPO10 A167L+F360M dugc tach dong, dém TE, va hdn hop enzym
LR Clonaza II, n6 dugc 0 & 25°C trong 1 gid. Sau khi thém dung dich Proteinase K
(Invitrogen) vao hdn hop phan tmg, hdn hop duge G trong 10 phut & 37°C, va duoc bién
nap vao té bao kha bién DHS5 alpha.

Agrobacterium EHA105 dugc bién nap dién t& v6i vecto hai thanh phﬁn da dugc
tao cAu trac nhu & trén.

Cay dau tuong Kwangan duge str dung 8 tao cAu tric cho thé bién nap ciy dau
tuong.

Sau khi loai b6 16p v6 hat ra khoi hat gidng cdy dau twong, tru dudi 14 mam dugc
ct va lam bi thuong 7-8 1an bang dao phiu thuét (ludi #11). Khoang 50 méu md ciy

duoc tron v6i A. tumefaciens EHA105 duoc bién nap (Hood et al., New Agrobacterium
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helper plasmids for gene transfer to plant (EHA105). Trans Res. 1993 2:208-218), va
hdn hop duge nghién bing séng 4m trong 20 gidy va sau d6 dugc u trong 30 phat dé
cly. N6 duge dit 1én CCM (mdi truong ddng nubi ciy; 0,32 g/L Gamborg B5, 4,26 g/L.
MES, 30 g/L sucroza, 0,7% thach agar). Sau d6, né dugc ddng nudi cdy trong budng
sinh truéng (25°C, 18 gidr sang/6 gidy tdi) trong 5 ngay.

Sau d6, n6 duge rira trong 10 phit trong 1/2 SIM 16ng (mdi truong cam ng chdi;
3,2 g/L Gamborg B5, 1,67 mg/L BA, MES 3 mM, 0,8% (w/v) thach agar, 3% (W/v)
sucroza, 250 mg/L cefotaxime, 50 mg/L vancomyxin, 100 mg/L ticarxillin, pH=5,6) va
dugc dit 1én SIM khong c6 cac chét khang sinh va dugc nudi ciy trong budng sinh

trudng (25°C, 18 gid sang/6 gidr t6i) trong 2 tuan,

MO ciy cam ting chdi dugc trong lai trén SIM-1 (méi truong SIM duge bd sung 10 mg/L
DL-phosphinothrixin, pH=5,6).

Choi bi nau duge tréng lai trén SEM (mdi truong kéo dai chdi; 4,4 g/L mubdi MS,
MES 3 mM, 0,5 mg/L GA3, 50 mg/L Asparagin, 100 mg/L axit pyroglutamic, 0,1 mg/L
IAA, 1 mg/L zeatin, sucroza 3% (w/v), thach agar 0,8% (w/v), 250 mg/L cefotaxim, 50
mg/L vancomyxin, 100 mg/L ticarxillin, 5 mg/L. DL-phosphinothrixin, pH=5,6). Chdi
sau khi kéo dai dén chiéu cao hon 4cm dugc chuyén 1én RIM (mdi truong cam Ung 1é;
4,4 g/l mudi MS, MES 3mM, sucroza 3%, thach agar 0,8%, 50 mg/L cefotaxim, 50
mg/L vancomyxin, 50 mg/L ticarxillin, 25 mg/L asparagin, 25 mg/L axit pyroglutamic,
pH=5,6).

Khi r& moc d?ly du, cay tréng duoc chuyén dén dht nén (Bioplug No. 2,
Farmhannong) dugc tron v6i vermiculit & ty 18 2:1 (v/v). Sau 10 ngay, 14 dugc son bing

100 mg/L DL-phosphinothrixin.
8-2. Kiém tra kha ning chdng chiu thudc diét cd cia cay dau tuong duge bién nap

Nam micromol hodc 15uM tiafenaxil duge son 1én 14 cua dong sb 2 clia cay dau
tuong dugce bién nap CyPPO10 A167L+F360M (thé hé To) va cdy dau twong khong
dugc bién nap (Kwangan; cdy dau tuong kiéu dai, dbi chimg) 2~3 1An bing chdi co.
Dung dich tiafenaxil chira 0,05% (v/v) Silwet L-77 lam chit hoat dong bé miit.

Nhu duge thé hién trén FIG. 38, Kwangan (céy dau tuong khong duoc bién nap)

¢6 ton thwong nghiém trong 7 ngay sau khi xur ly 5uM tiafenaxil, nhung cdy déu tuong
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duge bién nap CyPPO10 A167L+F360M cho thiy khong c6 su tdn thuong ngay ca sau
khi xtr Iy bang tiafenaxil 15puM.

Trong khi d6, tiafenaxil hodc saflufenaxil duge xir ly véi thé hé T; cua thé bién
nap CyPPO10 A167L+F360M dong s6 2 & giai doan V2~3. 100 ml tiafenaxil 25pM
hoic saflufenaxil 150uM dugc phun déu 1én dién tich 40 X 60 cm (0,24m?), va mirc 4o
tdn thwong duoc dénh gia 5 ngay sau khi phun.

Trén FIG. 40, cdy dau tuong Kwangan dugc st dung lam d6i chimg. So véi miu
d6i chimg, cdy dau twong bién nap CyPPO10 A167L+F360M (10ALFM) cho thy
khong co tdn thuvong nao ngay ca sau khi xtt Iy v6i ndng do twong dbi cao cua tiafenaxil

hoic saflufenaxil.
8-3. X4c nhan sb luong gen dugc cheén trong cdy dau tuong dugc bién nap

ADN bd gen dugc chiét trong 250mg md 14 ctia dong sé 2 hodc 23 dugc bién
nap CyPPO10 A167L+F360M, dé phan tich sb luong ban sao clia gen chuyén.

ADN bd gen dugce chiét st dung phuong phap dém CTAB. Sau khi nghién mo
14 st dung cbi va chay trong nito 1ong, 1,25ml dém phan lap ADN (2% (w/v) CTAB,
NaCl 1,5M, EDTA 25mM, 0,2% (v/v) beta-mercaptoetanol, Tris-Cl1 100mM (pH=8,0))
dugc bd sung va 14c xody. Sau khi gia nhiét § 60°C trong 1 gio, 1 thé tich cloroform:rugu
isoamylic (24:1) dugc bd sung va duge tron bang cach dao. Sau khi ly tam & 7000 xg
trong 10 phut & 4°C, chét ndi bé mit dugc chuyén dén bng méi va 2,5 thé tich etanol
duoc tron. Sau khi ly tdm & 5000 xg trong 5 phut ¢ 4°C, chit ndi bé mit duge bo di va
vién pellet dugc hoa tan bang dém TE (LPSS). Sau khi bd sung 20pg/ml RNaza A
(Bioneer), n6 duge 1 ¢ 37°C trong 30 phut. Sau khi bd sung 1 thé tich phenol:cloroform
(1:1), n6 duoc tron va duge ly tAm & 10.000 xg trong 10 phut & 4°C. Chéat nbi bé mat
duogc chuyén dén 6ng mai, va sau do 1 thé tich cloroform:rugu isoamylic (24:1) dugc
bd sung va dugc tron. Sau khi ly tam & 10.000 xg trong 10 phut & 4°C, chét ndi bé mit
duoc chuyén dén bng méi va 01 thé tich NaOAc (pH=5,2) va 2 thé tich etanol dugc bd
sung va dugc tron. Sau khi ly tm ¢ 5000 xg trong 5 phut & 4°C, n6 dugc rira bang 70%
etanol. Sau khi 1am kho bang khong khi, ADN b gen dugc hoa tan bang lugng dém TE
thich hop.

10~40 pg ADN da chiét dugc phén rd qua dém sir dung EcoRI (Enzynomics).
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Sau do, sau khi dién di 0,8% (w/v) gel Agaroza (50 V), gel dugce xtr ly nhu sau:
1) khtt purin: HCI 0,25N, 3¢ 15 phut

2) lam bién tinh: NaOH 0,5M, NaCl 1,5M, lic 30 phut

3) trung hoa: Tris 0,5M (pH=7.5), NaCl 1,5M, 15¢ 20 phut

Sau d6, cac doan ADN dugc chuyén dén mang nitroxenluloza st dung phuong
phép chuyén mao dan, lién két chéo dugc thuc hién sit dung UV Crosslinker (UVC-508;
ULTRA LUM Inc.).

Bude lai duge thuc hién theo phuwong phép sau ddy: mang nitroxenluloza dugc
nhiing trong dung dich DIG Easyhybridization (Roche), va dugc t ¢ 42°C trong 3 gio.
Sau d6, dung dich dugc bé di, dugc thé bé'mg dung dich DIG Easyhybridization mai voi
doan do dugc danh d4u DIG, va duoc u trong thoi gian tir 16 dén 18 gio & 42°C.

Doan db (doan dd CyPPO8-M dugc danh déu DIG) duge dénh diu bang phin
trng PCR nhu sau:

PCR doan do

Gen bar duoc danh ddu DIG duge khuéch dai sir dung DIG dUTP (Jena

bioscience), va doan moi dugc st dung sau d6 1a nhu sau:

Doan mdi xudi cho doan do bar: 5'- TTC CGT ACC GAG CCG CAG GA-3'
(SEQ ID NO: 124)

DPoan mdi nguoc cho doan do bar: 5'- CGT TGG GCA GCC CGA TGA CA-3'
(SEQ ID NO: 125)

PCR: st dung kit Solgent e-Taq

Piéu kién: 95°C trong 5 phut, 35 chu trinh gbm 94°C trong 30 gidy, 60°C trong
30 gidy, va 72°C trong 30 gidy, va 72°C trong 2 phut

Sau khi lai, mang dugc rira trong dém rira do nghiém ngat thap (2X SSC, SDS
0,1%) va dém rira d0 nghiém ngdt cao (0,5X SSC, SDS 0,1%). Tin hi¢u thdm tach

Southern dugc phat hién nhu sau:
1) lac trong 30 phut sau khi bd sung dém phong bé (Roche) vao mang

2) lic trong 30 phut sau khi bd sung khang thé DIG (cdc manh Fab khing

-67-



36300

digoxigenin-AP, Roche)
3) lac trong 15 phit trong dém rira (Roche)
4) lic trong 3 phut sau khi bd sung dém phat hién (Roche)
5) Sau khi sir dung CDP-Star (Roche) cho mang, phat trién vét trén mang tia x.

DP&i voi d6i chimg 4m, ADN bd gen cta cdy ddu twong khong dugc bién nap
Kwangan dugc st dung dé thAm tach southern.

Trén FIG. 39, sb luong cic dai thé hién trén mang c6 nghia 1a s6 lugng gen
chuyén. Vi mot dai dugc quan sét trong thé bién nap CyPPO10 A167L+F360M dong s6
2 hodc dong sb 23, duoc x4c dinh 13 mdi cay trdng chuyén gen c6 mot ban sao gen
chuyén duy nhét.

Vi du 9: Thir nghiém hoat tinh ctia gen dot bién c6 dd dong nhét trinh tu v&i bién thé
PPO
PCR tao 16i ngiu nhién dugc thyuc hién & céc diéu kién sau day sir dung plasmit

CyPPO (vecto pACBB) lam khudn, nh& d6 gy ra cac dot bién ngAu nhién trong CyPPO:

Khu6n 0,5 pl
10X dém 5l
MnCl; 10 mM 1,5 ul
dNTP 5l
e-Taq (Solgent Inc.) 1 ul
doan mdi xudi (100 M) 0,5 ul
doan mdi ngugc (100 pM) 0,5 pl
DDW 36 ul
Tong 50 pl

10X dém: Tris-Cl 100 mM, pH=8,3; KC1 500mM, MgCl; 70mM, 0,1% (w/v)

gelatin

dNTP: dATP 10mM, dGTP 10mM, dCTP 100mM, dTTP 100mM
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94°C 3 phut; (94°C 30 gidy, 57°C 30 gidy, 72°C 1,5 phut, 72°C 5 phut) 35 chu
trinh

Trinh tu doan mdi:

CyPPO10 BamHI F

cceeggatcc ATGATTGAAGTGGATGTGGCTA (SEQ ID NO: 126)

CyPPO10_XhoI R

cceectcgagTGATTGTCCACCAGCGAGGTAAG (SEQ ID NO: 127)

CyPPO13 BamHIF

cceeggatccATGAACCCTGCTACCCCTGAAC (SEQ ID NO: 128)

CyPPO13_Xhol R

cccectegagCACCTGTGATAACAACTGCTGAG (SEQ ID NO: 129)

San phdm PCR tao 18i ngdu nhién thu duoc duoc chay di¢n di trong gel agaroza
va sau do6 lam sach gel, va vecto pACBB va san pham PCR dugc phén rd bang enzym
gi¢i han BamHI va Xhol. Vecto va san pham PCR d4 dugc phan ra dugc chay dién di
trong gel agaroza dugc 1am sach, va thuc hién bude ndi. San phém ndi duoc bién nap
vao té bao kha bién BT3, va gen CyPPO dot bién tir cac khuén lac BT3 dang phat trién
dugc doc trinh ty. BT3 dugc xac nhén 1a c6 gen CyPPO dot bién duoc céy diém trén dia
LB chua cac ndng d6 khac nhau (0pM, 50pM, 100pM, va 200uM) cla tiafenaxil hodc
saflufenaxil, nho d6 kiém tra su sinh trudng cta E. coli, va thir nghiém mirc chéng chiu
thudc diét .

Trong s cac dong vo tinh dugc gdy dot bién, dong vo tinh c6 cac dot bién sau
day duogc st dung cho thir nghiém kha néang chéng chiu thudc diét co nay:

CyPPO10m-6: chtra 9 dot bién axit amin (E225G, G258S, Q266L, T336l,
V356F, F360M, A364D, R406G, W419R); trinh ty axit nucleic— SEQ ID NO: 130, trinh
tu axit amin — SEQ ID NO: 131 (d0 ddng nhét trinh tu 98% Vi trinh ty axit amin cta
CyPPO10 kiéu dai)

Té bao BT3 duoc bién nap véi gen dot bién ctia CyPPO10 dugc nudi céy trong

mdi trudong chira thudc diét co, va ty 1é tc ché sy sinh trudng té bao dugc do. Trén FIG.

41, 'AfPPO1 WT' dimg d& chi PPO1 kiu dai ctia 4. thaliana, 'AtPPO1 SLYM' chi thé
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d6t bién PPO1 (Y426M+S305L) cua 4. thaliana,'CyPPO10 WT' chi CyPPO10 kiéu dai,
va 'CyPPO10m-6' chi CyPPO10 dugc gay dot bién nhu duoc md ta & trén, theo thi ty.

Nhu duge thé hién trén FIG. 41, té bao duoc bién nap véi dot bién CyPPO10 c6
d6 ddng nhét trinh tu bang 98% hoic cao hon so véi trinh tu ctia kidu dai CyPPO10 thé
hién khé nang phat trién té bao twong duong véi clia cac té bao c6 CyPPO10 kiéu dai,
ngay ca ¢ truong hop moi truong chira ndng dd cao (1én dén 200uM) cla tiafenaxil hogic
saflufenaxil. Két qua nay chirg minh rang thé dot bién CyPPO10 c6 do dbng nhét trinh
tr bing 98% hodc cao hon ¢6 thé van giit kha ning chéng chiu thubc diét co (kha ning

phét trién trong moi trudng thube diét c6 chira) ciia kiéu dai.
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YEU CAU BAO HQ
1. Polypeptit chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2, hodc trinh tur axit
amin c6 d6 ddng nhét trinh tu bang 95% hoic cao hon véi trinh ty axit amin nay, trong
d6 it nhat mot trinh tu duge chon tr nhém gém N59, S60, R89, F161, V165, A167,
Q184, P303, V305, F324, 1.327, 1340, F360, va 1408 cua trinh ty axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 2 dc 14p dugc x6a hodc duge thé bing axit amin dugc chon tir nhém
gdbm M(Met), V(Val), I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), S(Ser), F(Phe), P(Pro),
W(Trp), N(Asn), Q(Gln), G(Gly), Y(Tyr), D(Asp), E(Glu), R(Arg), H(His), va K(Lys),

va khac véi axit amin ban dau & vi tri tuwong Ung.

2. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit chtra trinh tyr axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 2, hoic trinh ty axit amin ¢6 do déng nhét trinh tu bé‘mg 95% hodc cao hon

vé6i trinh ty axit amin nay,

trong d6 it nhat mot trinh ty dugc chon tir nhém gdm N59, $60, R89, F161, V165, A167,
Q184, P303, V305, F324, 1327, 1340, F360, va 1408 cua trinh tu axit amin dugc néu
trong SEQ ID NO: 2 ddc 14p dugc thé béng axit amin dugc chon tir nhém g?)m M(Met),
V(Val), I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), S(Ser), R(Arg), W(Trp), va G(Gly).

3. Polypeptit theo diém 1, trong d6 polypeptit chtra trinh tyr axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 2, hodc trinh ty axit amin c6 do déng nhét trinh tu b%lng 95% hodc cao hon

v6i trinh tu axit amin nay,

trong d6 trinh ty axit amin dugc bién dbi boi it nhit mot dot bién axit amin duoc chon
tir nhom gdm F360M, F360V, F3601, F360T, F360L, F360C, A167C, A167L, A1671,
P303L, V305L, V305M, V305T, N59T, S60T, R89A, R8IL, R8IV, F161A, V1658,
V165C, Q184G, F324V, L327T, I340T, 1408R, va [408W.

4. Polypeptit theo diém 3, trong d6 polypeptit chtra trinh tu axit amin dugc néu trong
SEQ ID NO: 2, hodc trinh ty axit amin ¢ d ddng nhét trinh tu bing 95% hoic cao hon
v6i trinh tu axit amin nay,

trong do trinh ty axit amin dugc bién ddi boi dot bién axit amin gém F360M, F360V,
F3601, F360T, F360L, F360C, A167C, A167L, P303L, N59T, S60T, R89A, R8IL,

R8OV, F161A, V165S, V165C, A1671, Q184G, V305L, V305M, V305T, F324V,
L.327T, 1340T, 1408R, 1408 W, P303L+V305L, N59T+F360V, S60T+V165S+F360M,
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S60T+V165S+F3601, S60T+I340T+F3601, R8IA+F360M, R89A+F360I,
R89A+F360L, R89L+F3601, R89V+F360I, R89A+A167L+F360M,
R89A+V305T+F360M, V165S+F360M, V165S+F3601, V165S+F360L,
V165S8+F360V, V165C+F360M, V165C+A167C+F360M, V165C+A167I+F360M,
V165C+A167L+F360M, A167L+F360M, A167L+F360I, A167C+F360M,
A167C+F3601, A167I1+F360M, V305M+F360M, V305T+F360L V305L+F360M,
[408R+F360M, hodc 1408 W+F360M.

5. Polynucleotit ma hoa polypeptit theo diém 1.
6. Vecto tai td hop chira polynucleotit theo diém 5.
7. Té bao tai tb hop chira vecto tai t6 hop theo diém 6.

8. Ché phdm @ tao ra hodc tang cudong kha nang chéng chiu thudc diét co clia cdy trong
hoic tao, chira it nhit mot thanh phan dugc chon tir nhom gdm polypeptit theo diém 1;
polynucleotit ma hoa polypeptit nay; vecto tai t6 hop chira polynucleotit nay; va té bao

tai td hop chira vecto tai t6 hop nay.

9. Ché phém theo diém 8, trong do thudc diét cd 1a thude diét co trc ché

protoporphyrinogen oxidaza.

10. Ché pham theo diém 9, trong do thube diét c6 1a it nhat mt loai dugc chon tir nhém
gdbm pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-phenylphtalimit, phenyleste,
thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidindion, pyraclonil, flufenpyr-etyl va

profluazol.

11.Ché phém theo diém 10, trong d6 thubc diét co la it nhit mot loai duge chon tir nhom
gém butafenaxil, saflufenaxil, benzfendizon, tiafenaxil, fomesafen, oxyfluorfen,
aclonifen, axifluorfen, bifenox, etoxyfen, lactofen, chlometoxyfen, chlorintrofen,
floglycofen-etyl, halosafen, pyraflufen-etyl, fluazolat, flumioxazin, cinidon-etyl,
flumiclorac-pentyl, fluthiacet, thidiazimin, oxadiargyl, oxadiazon, carfentrazon,
sulfentrazon, azafenidin, pentoxazon, pyraclonil, flufenpyr-etyl, profluazol, phenopylat,
chit tvong tu cacbamat clia phenopylat, va mudi duoc chip nhan dung trong ndng
nghiép cua no.

12. Thé bién nap cta cay trdng hodc téo c6 kha niang chéng chiu thube diét co, hodc

dong vo tinh hodc thé hé con cua nd, chira polypeptit duge néu trong SEQ ID NO: 2,
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polypeptit theo diém 1, ho#c polynucleotit ma hoa polypeptit nay.

13. Thé bién nap, dong v6 tinh hodc thé hé con clia n6 theo diém 12, trong d6 thé bién
nap 1a té bao cdy, t€ bao tran, thé sén, tru dudi 14 mam, hat giong, 14 mam, choi, hodc

toan bd cdy.

14. Phuong phap tao ra cay trdng hotc tdo ¢ kha ning chéng chiu thudc diét co, phwong
phép bao gdm buédc bién nap tao hoic té bao cdy, té bao tran, thé sin, tru dudi 14 mam,
hat gibng, 14 mam, chdi, hodc toan bd cay, véi polypeptit duoc néu trong SEQ ID NO:
2, polypeptit theo diém 1, hoic polynucleotit ma hoa polypeptit nay.

15. Phuong phép tao ra hodc ting cuong kha nang chéng chiu thudc diét cé cua ciy
trdng hoic tao, phuong phap bao gbm budc bién nap to hodc té bao cdy, t& bao tran,
thé sin, try dudi 14 mAm, hat gidng, 14 mam, chdi, hoic toan bd cay, véi polypeptit duoc
néu trong SEQ ID NO: 2, polypeptit theo diém 1, hodc polynucleotit ma héa polypeptit

nay.

16. Phuong phép kiém soét c6 dai trén dAt trdng trot, phuong phap bao gbm buéc cung
cap cdy trdng chira polypeptit dugc néu trong SEQ ID NO: 2, polypeptit theo diém 1,
hoic polynucleotit ma hoa polypeptit nay cho dat trong trot, va st dung lidu luong c6

hi€u qué cua thudc diét ¢6 e ché protoporphyrinogen oxidaza cho d4t trdng trot.

17. Phuong phép theo diém 16, trong d6 bude sir dung lidu luong c6 hiéu qua cta thudc
diét ¢6 tre ché protoporphyrinogen oxidaza cho dAt trdng trot dugc thuc hién bang cach
sir dung 14n lugt hodc dong thoi lidu lugng co6 hidu qua cua hai hodc nhiéu hon hai loai

thudc diét co e ché protoporphyrinogen oxidaza.

18. Phuong phép theo diém 16, trong do cay trdng con chira polypeptit chdng chiu thudc
diét co thu hai hodc gen ma héa polypeptit nay, va bude sir dung liéu luong c6 hiéu qua
ctia thude diét co tc ché protoporphyrinogen oxidaza cho d4t trong trot dugc thyc hién
bang cach st dung lidu luong c6 hiéu qua cua thudc diét co tc ché protoporphyrinogen

oxidaza va thubc diét cé tht hai 1an lugt hodc déng thoi.

19. Phuong phap loai bo sinh vt thiy sinh khong mong mudn ra khéi moi trudng nudi

trdng, phuong phap nay bao gbm buéc:

cung cip tao chira polypeptit duoc néu trong SEQ ID NO: 2, polypeptit theo

didm 1 hoac polynucleotit ma hoa polypeptit nay cho méi truong nudi trong, va
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st dung liéu luong c6 hiéu qua cta thude diét c¢6 e ché protoporphyrinogen

oxidaza cho mdi trudng nudi trong.

20. Phuong phép theo diém 15, trong d6 cay trdng hoic tdo con chira polypeptit chéng
chiu thudc diét cé thir hai hogc gen ma hoa polypeptit nay, va kha nang chéng chiu thude

diét c6 thtr hai dugc tao ra hodc dugc ting cuong.

21. Phuong phéap theo diém 20, trong d6 thubc diét cé thir hai dugc chon tir nhém gbm
glyphosat, glufosinat, dicamba, 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic), isoxaflutole, thudc
diét co tc ché ALS (axetolactat synthaza), thudc diét co tc ché hé quang hoa II, thude

diét co gbe phenylure, thudc diét cd gbc bromoxynil, va céc két hop ctia chung.

22. Phuong phéap theo diém 20, trong d6 polypeptit chéng chiu thudc diét c6 thu hai 1a

it nhat mot chit dugc chon tir nhom gém:

EPSPS chéng chiu thudc diét co glyphosat (5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
chéng chiu glyphosat), GOX (glyphosat oxidaza), GAT (glyphosat-N-axetyltransferaza)
hoic glyphosat decarboxylaza;

PAT chéng chiu thubc diét co glufosinat (phosphinothrixin-N-axetyltransferaza);
DMO chéng chiu thudc diét co dicamba (dicamba monooxygenaza);

2,4-D monooxygenaza hodc AAD (aryloxyalkanoat dioxygenaza) chéng chiu thude diét
o 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic);

ALS (axetolactat synthaza), AHAS (axetohydroxyaxit synthaza) hodc AtAHASL (ciu
trac dudi phan t& 16n axetohydroxyaxit synthaza) chéng chiu thubc diét co gbc

sulfonylure ¢ ché ALS (axetolactat synthaza);

protein D1 hé quang héa Il chdng chiu thude diét ¢6 e ché hé quang héa II;
xytocrom P450 chéng chiu thudc diét cé phenylure;

HPPD (hydroxyphenylpyruvat dioxygenaza) chéng chiu thubc diét co e ché plastit;
nitrilaza chéng chiu thudc diét co bromoxynil; va

cac két hop ctia ching.

23. Phuong phép theo diém 20, trong d6 gen ma hoa polypeptit chbng chiu thudc diét

o thit hai 12 it nhit mot gen dugc chon tir nhom gbm:
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gen cp4 epsps, epsps (AG), mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gat4621 chéng
chiu thubc diét co glyphosat;

gen bar hodc pat chéng chiu thude diét c6 glufosinat;

gen dmo chéng chiu thudc diét co dicamba;

gen AAD-1 hodc AAD-12 chéng chiu thudc diét ¢ 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic);
gen HPPDPF W336 chéng chiu thudc diét cé isoxaflutol;

gen ALS, Csrl, Csrl-1, Csrl-2, GM-HRA, S4-HRA, Zm-HRA, SurA hogc SurB chéng

chiu thudc diét cé sulfonylure;

gen psbA chéng chiu thudc diét ¢ Grc ché hé quang hoa II;
gen CYP76 Bl chbng chiu thudc diét cé phenylure;

gen bxn chéng chiu thubc diét cé bromoxynil; va

céc két hop ctia chung.
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polypeptit nay va phuong phap kiém soat co dai

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 1
atgattgaag
agattacaga
ggaggtaata
ttcgctcecta
atcagaggag
gagccaacta
agagctgcac
gttgattctt
tttgtttcag
aggattgctc
aggcaacagc
ggtagtttta
ccacttcatt
ttaaggagtg
caaactgctg

ccttatccaa

agacctggat

OPP20173139KR

131

1404
ADN
Trinh ty nhén

Polynucleotit

tggatgtggce
ggagtgctcc
tcactacaca
ctccagcact
ataggcacct
ggcctettge
tcggagcttt
tctttagaag
gagtgtacgc
aacttgagaa
ctccacagcc
gggagggtcet
tgcaaacacc
gtgaacagac
aacttgttgce
ctgttgcttg

ttggtgtttt

KR 10-2016-0075358
2016-06-16

KopatentIn 2.0

tao

ma hdéa CyPPO10

tattgttggt
tcattattct
agctgctgaa
cttacagttg
tccaagatat
tttggcaaca
aggttttgtg
gcatcttgga
tggagatcct
gttgggaggt
aaaacctcca
cgctgcatta
tgttgaagct
ttggcacgct
accattccag
tgttgtgctt

ggtgcctaga

ggtggtctta
ggagttcttc
ggatttgtgt
attgctgaag
atatactgga
tcaaatcttt
cctccatatc
caagaagttg
caacagcttt
tcattgatcg
gctcaagtgce
cctagagcta
attacccctg
agatcagttg
cctgctatcg
gcttaccctg

ggacaaggta

-76-

gtggattgtc
ttgaggcttc
gggagcttgg
ttggactcca
ggggagaact
tgagtccttg
ttggatctgg
ctgagagatt
ctgctgetgce
ctggagcact
agatgagacc
tcgcacaaca
agccaaaagg
tgttggctac
ctagagcttt

ctggattggg

taaggacact

agtggcttgg
tgatagactt
tccaaacagt
ttctgagtta
ttatcctttyg
gggaaaggtt
agatgaaagt
ggtggcacca
tgcttttaga
cagattaaga
tggagaactc
gttgaaggca
aggttatctc
tccagcatac
ggctaccata
tagatcagtt

cggaaccatt

Polypeptit bién thé cua protoporphyrlnogen oxidaza, ché phdm tao ra
va/hodc tang cudng kha ndng chéng chiu thubc diét cd cua cay trdng chtta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

960

1020



tggtcttcat
ataggaggtg
gtgcaacagg
atgaaggttt
caggtgacac
ggagttgcat
tacctcgctg
<210> 2
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400> 2
Met Ile Glu
1

Ser Val Ala

gcttattcce
ctactgatcc
atctcacaag
ggagaagggc
acgctcttac

tgggagatag

acaaagaact
tgatcttgca
gcttcttgat
tattccacaa
ccagactcct

agtggaacac

36300

cctgctggtt
tcattgagag
cttcctgctg
tatatcgttg
ggtctcttct

ggaaatagga

gtggacaatc ataa

467
PRT
Trinh ty nhan

tao

CyPPO10

Val Asp Val Ala

5

Trp Arg Leu Gln

20

Leu Glu
35

Leu

Ala Glu Gly

50
Pro Ala Leu
65

Ile Arg Gly

Leu Tyr Pro

1

Leu Ser
115

Leu

Phe Val Pro

130

Phe
145

Arg Arg
Phe

Val Ser

Ala Ala Phe

Ala Ser Asp Arg

40

Phe Val Trp Glu

55

Leu Gln Leu Ile

70

Asp Arg His Leu
85

Thr

Leu Glu Pro

00
Pro Trp Gly
120
Pro Tyr Leu Gly
135
His Leu Gly Gln
150

Gly Val Tyr Ala
165

Arg Arg Ile Ala

Ile Val Gly Gly
10

Arg Ser Ala Pro
25

Leu Gly Gly Asn
45

Leu Gly Pro Asn
60

Ala Glu Val Gly
75

Pro Arg Tyr Ile
90

Arg Pro Leu Ala

105

Lys Val Arg Ala Ala Leu

125

Ser Gly Asp Glu
140

Glu Val Ala Glu
155

Gly Asp Pro Gln
170

Gln Leu Glu Lys

-77-

ggcaggtttt
aagaggctat
caaaggcaag
gttaccctca
tatgttcaaa

ctgctgctgce

Leu Ser

15

Gly

His Ser

30

Tyr

Ile Thr Thr

Ser Phe Ala

Ser
80

Leu His

Tyr Trp

95

Arg

Leu Ala Thr

110

Gly Ala

Ser Val Asp

Val
160

Arg Leu

Gln Leu Ser

175

Leu Gly Gly

tacctctttc

tgttgaacaa

actcttgggt

acagtggcaa

ctacgctgag

tgtggctgct

1404

Gly Leu

Val

Gly

Gln Ala

Pro Thr

Glu Leu

Gly Glu

Ser Asn

Leu Gly

Ser Phe
Ala Pro
Ala

Ala

Ser Leu

1080

1140

1200

1260

1320

1380



36300

180 185 190

Ile Ala Gly Ala Leu Arg Leu Arg Arg Gln Gln Pro Pro Gln Pro Lys
195 200 205

Pro Pro Ala Gln Val Gln Met Arg Pro Gly Glu Leu Gly Ser Phe Arg
210 215 220

Glu Gly Leu Ala Ala Leu Pro Arg Ala Ile Ala Gln Gln Leu Lys Ala
225 230 235 240

Pro Leu His Leu Gln Thr Pro Val Glu Ala Ile Thr Pro Glu Pro Lys
245 250 255

Gly Gly Tyr Leu Leu Arg Ser Gly Glu Gln Thr Trp His Ala Arg Ser
260 265 270

val Val Leu Ala Thr Pro Ala Tyr Gln Thr Ala Glu Leu Val Ala Pro
275 280 285

Phe Gln Pro Ala Ile Ala Arg Ala Leu Ala Thr Ile Pro Tyr Pro Thr
290 295 300

val Ala Cys Val Val Leu Ala Tyr Pro Ala Gly Leu Gly Arg Ser Val
305 310 315 320

Arg Pro Gly Phe Gly Val Leu val Pro Arg Gly Gln Gly Ile Arg Thr
325 330 335

Leu Gly Thr Ile Trp Ser Ser Cys Leu Phe Pro Gln Arg Thr Pro Ala
340 345 350

Gly Trp Gln Val Phe Thr Ser Phe Ile Gly Gly Ala Thr Asp Pro Asp
355 360 365

Leu Ala Ser Leu Arg Glu Glu Ala Ile Val Glu Gln Val Gln Gln Asp
370 375 380

Leu Thr Arg Leu Leu Asp Leu Pro Ala Ala Lys Ala Arg Leu Leu Gly
385 390 395 400

Met Lys Val Trp Arg Arg Ala Ile Pro Gln Tyr Ile Val Gly Tyr Pro
405 410 415

Gln Gln Trp Gln Gln Val Thr His Ala Leu Thr Gln Thr Pro Gly Leu
420 425 430

Phe Leu Cys Ser Asn Tyr Ala Glu Gly Val Ala Leu Gly Asp Arg Val
435 440 445

Glu His Gly Asn Arg Thr Ala Ala Ala Val Ala Ala Tyr Leu Ala Gly
450 455 460

Gly Gln Ser
465

<210> 3
<211> 1458
<212> ADN

-78-



<213>
<220>
<223>
<400> 3
atgaaccctg
tctggattga
caagcagttc
aaggatggat
aacctcattg
agatatatct
ggatctaggc
gttcctccac
tctgaagttyg
gatcaactta
tcattattcg
atccagcctc
cctgaagctc
ttgaaaagag
gttgctgcta
gagttgaacc
gtggctcttyg
atccctaggt
gaaagagcac
gcattggcaa
caaatagctc
cttggagaga
attgctcaag
tacttggatg
ttgttatcac

<210> 4
<211>

Trinh ty nhan

Polynucleotit

ctacccctga
ccttggcettg
ttttggctga
atagatggga
cagaagttgg
actgggaggyg
tcttatcagt
ctccaggtca
ctgagagatt
gtgcagttgc
ctggtgctct
cacctaaaag
ttgcacaaaa
caggagagct
gacaagttgt
cacctgcttc
catacccaca
ctcaaggact
ctcaaggtta
gaaggagagg
acgcagagct
ggttgtggcee
ttcaggctca
gagtggcact

aggtgtaa

485

tao

36300

ma héa CyPPO13

acctttgaat
gagactccaa
agcatcttca
agagggtcct
attaactgat
tgctcttttg
tggaggtaaa
tgaagagact
ggtggagcect
agcttttcct
tcaagctctt
gggacaactt
gttgggagat
ttattgggtt
gctcgcttta
tcagcttttg
agaggctctc
tagaaccttg
tcactcattt
tattcctccet
ttctcaggtt
tagagctata
cttggcatct

cggagattgce

gctgaagttg
cagggtctta
agggtgggag
aatagtttta
caacttgtgt
ccagttcctce
cttagagctt
gtgagacaat
ttcacatcag
agggtggctg
aggcaaagac
ggtaatttga
tctctcagat
ggtttcgaaa
cctgcatacg
gcagaaatac
cctcagceccat
ggtactatat
ctcagtttct
atccctgcectce
ctcttaacca
ccacaataca

caaacccctg

gttagaaggg

-79-

ttgtgattgg

gtgctagagg

gttgtattag

ctccaacacc

tggctgatgce

tttcacctgc

tgcagggact

ttttcagaag

gagtttatgc

gtctcgaaga

cacagcctag

gacagggact

taggttggag

ctccagaggg

aagcagctgc

tctatccacc

taagaggatt

gggcttcatg

taggaggtgc

tcagtccaga

ggagagctga

cacttggaca

gtatttgggt

cagaggcact

tgctggaatt
aggttctcca
tacccagtct
tgctctctta
aaagttgcca
tgctgetttg
tttgggtttt
gcagcttgga
tggagatcct
gagatacgga
tccagcagct
ccaacagtta
agctttgcaa
atcaaggtgg
actcttacaa
tgttgctgtt
tggtcatctc
tttgttcect
tacagatgct
agagagagca
accagtgtat
taggcagaga
ttgcgctaat

cgctcagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458



<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 4
Met Asn Pro Ala Thr Pro

1

Gly

Leu

Ser

Arg

65

Asn

Ala

Pro

Gly

Pro

145

Ser

Ala

Ala

CyPPO13

5

Ala Gly Ile Ser Gly

20

Ser Ala Arg Gly Gly

35

Ser Arg Val Gly Gly

50

55

Trp Glu Glu Gly Pro

70

Leu Ile Ala Glu Val

85

Lys Leu Pro Arg Tyr

100

Leu Ser Pro Ala Ala

115

Trinh tyu nhédn tao

Glu

Leu

Ser

40

Asn

Gly

36300

Pro Leu Asn Ala
10

Glu

Thr Leu Ala Trp Arg

25

Pro Gln Ala Val
45

Ile Ser Thr Gln
60

Ser Phe Thr Pro
75

Leu Thr Asp Gln
90

30

Leu

Ser

Thr

Leu

Ile Tyr Trp Glu Gly Ala

105

110

Ala Leu Gly Ser Arg Leu

120

125

Lys Leu Arg Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Phe

130

135

140

Gly His Glu Glu Thr Val Arg Gln Phe Phe Arg

150

155

Glu Val Ala Glu Arg Leu Val Glu Pro Phe

Gly Asp Pro Asp Gln Leu Ser Ala

180

165

Gly Leu Glu Glu Arg Tyr

195

200

Ala Leu Arg Gln Arg Pro Gln

210

215

Pro Lys Arg Gly Gln Leu Gly

225

230

Pro Glu Ala Leu Ala Gln Lys

245

170

185

Gly Ser Leu Phe
205

Pro Ser Pro Ala
220

Asn Leu Arg Gln
235

Leu Gly Asp Ser
250

Arg Ala Leu Gln Leu Lys Arg Ala Gly Glu Leu

260

265

Glu Thr Pro Glu Gly Ser Arg Trp Val Ala Ala

-80-

Thr

Val Ala Ala

190

Ala

Ala

Gly

Leu

Tyr

270

Arg

Val

15

Leu

Leu

Lys

Pro

Val

95

Leu

Leu

Val

Arg

Ser

175

Phe

Val

Gln

Ala

Asp

Ala

80

Leu

Leu

Ser

Pro

Gln

160

Gly

Pro

Gly Ala

Ile

Gln

Leu Gln

Arg
255

240

Leu

Trp Val

Gln Val

Val

Gln

Glu

Gly

Leu

Ala

Pro

vVal

Pro

Leu

Val

Arg

Leu

Pro

Gln

Gly

Gly

Val

Ile

Gly

Ala

Tyr

Leu

Asp

Val

Gly

Pro

Gly

Tyr

Val

Gln

Pro

Leu

Trp

Phe

Leu



36300

275 280 285

Ala Leu Pro Ala Tyr Glu Ala Ala Ala Leu Leu Gln
290 295 300

Pro Ala Ser Gln Leu Leu Ala Glu Ile Leu Tyr Pro
305 310 315

val Ala Leu Ala Tyr Pro Gln Glu Ala Leu Pro Gln
325 330

Phe Gly His Leu Ile Pro Arg Ser Gln Gly Leu Arg
340 345 350

Ile Trp Ala Ser Cys Leu Phe Pro Glu Arg Ala Pro
355 360 365

Ser Phe Leu Ser Phe Leu Gly Gly Ala Thr Asp Ala
370 375 380

Arg Arg Gly Ile Pro Pro Ile Pro Ala Leu Ser Pro
385 390 395

Gln Ile Ala His Ala Glu Leu Ser Gln Val Leu Leu
405 410

Glu Pro Val Tyr Leu Gly Glu Arg Leu Trp Pro Arg
420 425 430

Tyr Thr Leu Gly His Arg Gln Arg Ile Ala Gln Val
435 440 445

Ala Ser Gln Thr Pro Gly Ile Trp Val Cys Ala Asn
450 455 460

val Ala Leu Gly Asp Cys Val Arg Arg Ala Glu Ala
465 470 475

Leu Leu Ser Gln Val
485

<210> 5

<211> 537

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>
<221> PEPTIT
<222> (1)..(537)

<223> AtPPO1l kidu dai

<400> 5

Glu Leu

Pro Val
320

Pro Leu
335

Thr Leu

Gln Gly

Ala Leu

Glu Glu

400

Thr Arg

415

Ala Ile

Gln Ala

Tyr Leu

Leu Ala
480

Asn

Ala

Arg

Gly

Tyr

Ala

Arg

Arg

Pro

His

Asp

Gln

Pro

vVal

Gly

Thr

His

Arg

Ala

Ala

Gln

Leu

Gly

Gln

Met Glu Leu Ser Leu Leu Arg Pro Thr Thr Gln Ser Leu Leu Pro Ser

1 5 10

15

Phe Ser Lys Pro Asn Leu Arg Leu Asn Val Tyr Lys Pro Leu Arg Leu

20 25 30

-81-



Arg Cys Ser Val Ala Gly

35 40
Gly Gly Gly Gly Thr Thr

50 55

Gly
65

Ile Ser Gly Leu Cys
70

Ile

Ala Ala Pro Asn Leu
85

Asp Ile

Gly Asn Ile Ile Thr Arg

100

Glu

Asn Ser Phe Gln Pro
115

Ser
120

Pro

Ser Gly Leu Lys Asp Asp Leu

130 135

Phe
145

Val Leu Trp Asn Gly
150

Lys

Asp Leu Pro Phe Phe Asp Leu

165

Gly Phe Gly Ala Leu Gly Ile
180

Ser Val Glu Glu Phe Val Arg

195 200

Arg Leu Ile Glu Pro Phe Cys
210 215

Lys Leu Ser Met Lys Ala Ala
225 230

Asn Gly Gly Ser Ile Ile Gly
245

Lys Asn Ala Pro Lys Ala Glu
260

Gly Gln Thr Val Gly Ser Phe
275 280

Ala Ile Ser Ala Arg Leu Gly
290 295

Ser
305

Gly Ile Thr Lys Leu Glu
310
Thr Pro Asp Gly Leu Val Ser
325

Val
340

36300

Gly Pro Thr Val Gly Ser Ser

45

Ile Thr Thr Asp Cys Val Ile

60

Ala Gln Ala Leu Ala
75

Val Thr
90

Glu Ala Lys

Glu Asn
105

Gly Phe Leu
110

Met Leu Thr
125

Asp Pro

Val Leu Gly Asp Pro

140

Leu Arg Pro Val Pro
155

Met Ser Ile Gly Gly
170

Arg Pro Ser Pro Pro
185 190

Arg Asn Leu Gly Asp
205

Ser Gly Val Tyr Ala
220

Phe Gly Lys Val Trp
235

Gly Thr Phe Lys Ala
250

Arg Asp Pro Arg Leu
265 270

Arg Lys Gly Leu Arg
285

Ser Lys Val Lys Leu
300

Ser Gly Gly Tyr Asn
315

Val Gln Ser Lys Ser
330

345 350

-82-

Lys

Val

Thr Lys

80

Asp
95

Arg

Trp Glu

Met Val

Thr Ala

Ser Lys

160
Lys Ile
175

Gly Arg

Glu Val
Gly Asp

Leu
240

Lys

Ile
255

Gln

Pro Lys

Met Leu

Ser Trp

Leu Thr

320

vVal Val
335

Pro Ser His Val Ala Ser Gly Leu Leu Arg Pro Leu Ser

Ile

Gly

His

Val

Glu

Val

Pro

Leu

Arg

Glu

Phe

Pro

Glu

Glu

Pro

Pro

Lys

Tyr

Met

Glu

Glu

Gly

Pro

Gly

Gly

Asp

Arg

Thr

Ala

Glu

Glu

Ser

Gln

Arg

Gln

Glu

Leu

Glu

Thr

Ser



Ala Ala Asn Ala Leu Ser Lys

355

Ser Ile Ser Tyr Pro Lys Glu

370

Gly Glu Leu Lys Gly Phe

385

Glu Thr Leu Gly Thr Ile

Pro Pro Gly Arg Ile Leu
420

Thr Gly Ile Leu Ser Lys

435

Arg Asp Leu Arg Lys Met Leu

450

Lys Leu Gly Val Arg Val Trp

465

Gly His Phe Asp Ile Leu Asp

Gly Tyr Glu Gly Leu Phe Leu Gly Gly Asn
500

Leu Gly Arg Cys Val Glu Gly Ala Tyr Glu

515

360

375

390

405

Gly

Tyr

36300

365
380

395

Ser Ser Ser Leu Phe Pro

410

Leu Leu
425

Ser Glu

440

Ile

455

470

485

Pro

Gln Ala

Thr Ala Lys

Asn Tyr Ile Gly Gly

Gly Glu Leu Val Glu

445

Lys Pro Asn

460

Ile
475

Ser

490

505

520

Tyr

Thr
525

Asn Phe Met Ser Arg Tyr Ala Tyr Lys

530 535
<210> 6
<211> 1614
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana
<220>
<221> gen
<222> (1)..(1614)
<223>  AtPPOl kiéu dai
<400> 6
atggagttat ctcttctccg tccgacgact
aatctccgat taaatgttta taagcctctt
accgtcggat cttcaaaaat cgaaggcgga
attgtcggcg gaggtattag tggtctttge
gatgctgctc cgaatttaat tgtgaccgag
actcgtgaag agaatggttt tctctgggaa

caatcgcttc
agactccgtt
ggaggcacca
atcgctcagg
gctaaggatc

gaaggtccca

-83-

Leu Tyr Tyr Pro Pro Val Ala

Ala Ile Arg Thr Glu Cys Leu

Gln Leu His Pro Arg Thr Gln

400

Asn
415

Ser
430

Ala

Ser Thr Asp

Pro Gln Phe
480

Ser Leu Thr
495

Val Ala Gly
510

Ala Ile Glu

ttccgtcegtt
gttcagtggc
ccatcacgac
cgcttgctac
gtgttggagg

atagttttca

Ala Val

Ile Asp

Gly Val

Arg Ala

Thr Asn

Val Asp

Pro Leu

Leu Val

Ser Ser

Val Ala

Val Asn

ttcgaagccc
cggtggacca
ggattgtgtg
taagcatcct
caacattatc

accgtctgat

60

120

180

240

300

360



cctatgctca
actgcgccaa
gacttaccgt
cttggcattc
aacctcggtg
ggtgatcctt
aatggtggaa
aaggcagaac
aagggacttc
tcttggaagc
actccagatg
gttgcaagtg
tattacccac
tgtttgatag
gaaacattag
attttgctgt
ggtgagttag
accgatccac
ggtcactttg
ctatttttgg
tatgaaaccg
<210> 7
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400> 7
Met Glu
1

ctatggtggt
ggtttgtgtt
tctttgattt
gaccgtcacc
atgaggtttt
caaaactgag
gcataatagg
gagacccgcg
gaatgttgce
tctcaggtat
gtttagtttc
gtctcttgcg
cagttgcagc
atggtgaact
gaactatcta
tgaactacat
tggaagcagt
ttaaattagg
atatccttga
gtggcaatta

cgattgaggt

537
PRT
Trinh tu nhén tao

5

agatagtggt
gtggaatggg
gatgagtatt
tccaggtcgt
tgagcgcctg
catgaaagca
tggtactttt
cctgccaaaa
agaagcaata
cactaagctg
cgtgcagagc
ccctcectttet
agtatctatc
aaagggtttt
cagctcctca
tggcgggtcet
tgacagagat
agttagggta
cacggctaaa
cgtcgcectggt

caacaacttc

AtPPOl kiéu do6t bién

36300

ttgaaggatg
aaattgaggc
ggtgggaaga
gaagaatctg
attgaaccgt
gcgtttggga
aaggcaattc
ccacagggcc
tctgcaagat
gagagcggag
aaaagtgttg
gaatctgctg
tcgtacccga
gggcaattgce
ctctttccaa
acaaacaccg
ttgaggaaaa
tggcctcaag
tcatctctaa
gtagccttag

atgtcacggt

10

atttggtgtt
cggttccatc
ttagagctgg
tggaggagtt
tttgttcagg
aggtttggaa
aggagaggaa
aaacagttgg
taggtagcaa
gatacaactt
taatgacggt
caaatgcact
aagaagcaat
atccacgcac
atcgcgcacc
gaattctgtc
tgctaattaa
ccattcctca
cgtcttcggg
gccggtgtgt

acgcttacaa

15

gggagatcct

gaagctaaca

ttttggtgca

tgtacggcgt

tgtttatgct

actagagcaa

aaacgctccc

ttctttcagg

agttaagttg

aacatatgag

gccatctcat

ctcaaaacta

ccgaacagaa

gcaaggagtt

gcccggaaga

caagtctgaa

gcctaattcg

gtttctagtt

ctacgaaggg

agaaggcgca

gtaa

Leu Ser Leu Leu Arg Pro Thr Thr Gln Ser Leu Leu Pro Ser

Phe Ser Lys Pro Asn Leu Arg Leu Asn Val Tyr Lys Pro Leu Arg Leu

20

25

30

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1614



36300

Arg Cys Ser Val Ala Gly Gly Pro Thr Val Gly Ser

35 40

45

Gly Gly Gly Gly Thr Thr Ile Thr Thr Asp Cys Val

50 55

60

Gly Ile Ser Gly Leu Cys Ile Ala Gln Ala Leu Ala

65 70

75

Asp Ala Ala Pro Asn Leu Ile Val Thr Glu Ala Lys

85

90

Gly Asn Ile Ile Thr Arg Glu Glu Asn Gly Phe Leu

100

Pro Asn Ser Phe Gln Pro Ser
115 120

Ser Gly Leu Lys Asp Asp Leu
130 135

Phe Val Leu Trp Asn Gly Lys
145 150

Asp Leu Pro Phe Phe Asp Leu Met Ser Ile
170

165

Gly Phe Gly Ala Leu Gly Ile Arg Pro Ser

180

Ser Val Glu Glu Phe Val Arg Arg Asn Leu

195 200

105

110

Asp Pro Met Leu Thr

125

Val Leu Gly Asp Pro

Leu Arg Pro

185

155

140

205

Val Pro

Gly Gly

Pro Pro

190

Gly Asp

Arg Leu Ile Glu Pro Phe Cys Ser Gly Val Tyr Ala

210 215

220

Lys Leu Ser Met Lys Ala Ala Phe Gly Lys Val Trp

225 230

235

Asn Gly Gly Ser Ile Ile Gly Gly Thr Phe Lys Ala

245

250

Lys Asn Ala Pro Lys Ala Glu Arg Asp Pro Arg Leu

260

Gly Gln Thr Val Gly Ser Phe
275 280

Ala Ile Ser Ala Arg Leu Gly
290 295

Leu Gly Ile Thr Lys Leu Glu
305 310

Thr Pro Asp Gly Leu Val Ser
325

265

270

Arg Lys Gly Leu Arg

285

Ser Lys Val Lys Leu

300

Ser Gly Gly Tyr Asn

315

Val Gln Ser Lys Ser

330

Ser Lys

Ile Val

Thr Lys
80

Asp Arg
95

Trp Glu

Met Val

Thr Ala

Ser Lys
160

Lys Ile
175

Gly Arg

Glu Val

Gly Asp

Lys Leu
240

Ile Gln
255

Pro Lys

Met Leu

Ser Trp

Leu Thr

320

Val Val
335

val Pro Ser His Val Ala Ser Gly Leu Leu Arg Pro Leu Ser

340

345

-85-

350

Ile

Gly

His

Val

Glu

Val

Pro

Leu

Arg

Glu

Phe

Pro

Glu

Glu

Pro

Pro

Lys

Tyr

Met

Glu

Glu

Gly

Pro

Gly

Gly

Asp

Arg

Thr

Ala

Glu

Glu

Ser

Gln

Arg

Gln

Glu

Leu

Glu

Thr

Ser



Ala Ala Asn Ala Leu Ser
355

Ser Ile Ser Tyr Pro Lys

370 375

Gly Glu Leu Lys Gly Phe
385 390

Glu Thr Leu Gly Thr Ile
405

Pro Pro Gly Arg Ile Leu
420

Thr Gly Ile Leu Ser Lys
435

Arg Asp Leu Arg Lys Met

450 455

Lys Leu Gly Val Arg Val
465 470

Gly His Phe Asp Ile Leu
485

Lys

360

Glu

Gly

Tyr

Leu

Ser

440

Leu

Trp

Asp

36300

Leu Tyr Tyr Pro Pro Val Ala
365

Ala Ile Arg Thr Glu Cys Leu
380

Gln Leu His Pro Arg Thr Gln
395 400

Ser Ser Ser Leu Phe Pro Asn
410 415

Leu Asn Met Ile Gly Gly Ser

425 430

Glu Gly Glu Leu Val Glu Ala
445

Ile Lys Pro Asn Ser Thr Asp
460

Pro Gln Ala Ile Pro Gln Phe
475 480

Thr Ala Lys Ser Ser Leu Thr
490 495

Gly Tyr Glu Gly Leu Phe Leu Gly Gly Asn Tyr Val Ala Gly

500

505 510

Leu Gly Arg Cys Val Glu Gly Ala Tyr Glu Thr Ala Ile Glu

515

520

525

Asn Phe Met Ser Arg Tyr Ala Tyr Lys

530 535
<210> 8
<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> doan mdi F dbi voi CyPPOl0Oco_BamHI

<400> 8

ccccggatcc atgattgaag tggatgtggce

<210> 9
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> doan mdi R dbi véi CyPPOlOco_Xhol

<400> 9

-86-

Ala

Ile

Gly

Arg

Thr

Val

Pro

Leu

Ser

Val

Val

vVal

Asp

Val

Ala

Asn

Asp

Leu

Val

Ser

Ala

Asn

30



36300

cccectegag tgattgtcca ccagcegaggt 30
<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  doan mdi F dbi véi CyPPOl3co_BamHI

<400> 10

ccccggatce atgaaccctg ctaccectga 30
<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> doan mdi R dbéi véi CyPPOl3co_Xhol

<400> 11

cccectegag cacctgtgat aacaactgct 30
<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223> doan mdi F dbi vdéi CyPPOlOco_Xbal

<400> 12

cccctctaga atgattgaag tggatgtgge 30
<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  doan mdi R &bi véi CyPPOlOco_Xhol

<400> 13

ccccctcgag tgattgtcca ccagcgaggt

<210>
<211>
<212>
<213>

30

14

29

ADN

Trinh ty nhan tao

-87-



36300

<220>
<223> doan mdi F dbi véi CyPPO13co_Xbal

<400> 14
ccctctagaa tgaaccctgc tacccectga

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> doan mdi R dbéi voi CyPPOl3co_Xhol

<400> 15
ccccctecgag cacctgtgat aacaactgct

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> doan mdi F dbi véi CyPPO10_F360M

<400> 16
gtttttacct ctatgatagg aggtgctact

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> doan mdi R a@bi véi CyPPOL0_F360M

<400> 17
agcacctcct atcatagagg taaaaacctg

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223>  doan mdi F @bi voi CyPPO10_F360V
<400> 18

gtttttacct ctgttatagg aggtgctact

-88-



36300

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> doan mdi R dbéi vdéi CyPPOLO_F360V

<400> 19

agcacctcct ataacagagg taaaaacctg 30
<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_F360I

<400> 20

gtttttacct ctattatagg aggtgctact 30
<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> doan mdi R dbi voi CyPPOL0_F360I

<400> 21

agcacctcct ataatagagg taaaaacctg 30
<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> doan mdi F dbi voi CyPPO10_F360T

<400> 22

gtttttacct ctactatagg aggtgctact 30
<210> 23

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_F360T

-89-



36300

<400> 23
agctccacca atagtagagg taaaaacctg

<210> 24

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_F360L

<400> 24
gtttttacct ctcttatagg aggtgctact

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  doan mdi R dbi voi CyPPO10_F360L

<400> 25
agctccacca ataagagagg taaaaacctg

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao
<220>

<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_F360C

<400> 26
gtttttacct cttgtatagg aggtgctact

<210> 27

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223>  doan mdi R dbi voi CyPPO10_F360C

<400> 27
agctccacca atacaagagg taaaaacctg

<210> 28
<211> 30
<212> ADN

-90-
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36300

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_Al67C

<400> 28
tcaggagtgt actgtggaga tcctcaacag

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi voi CyPPO10_Al67C

<400> 29
ttgaggatct ccacagtaca ctcctgaaac

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi voi CyPPO10_Al67L

<400> 30
tcaggagtgt accttggaga tcctcaacag

<210> 31

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_Al67L

<400> 31
ttgaggatct ccaaggtaca ctcctgaaac

<210> 32

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdi F dbéi véi CyPPO10_P303L+V305L

<400> 32
ataccttatc ttactcttge ttgtgttgtg

-01-

30

30

30

30

30



36300

<210> 33

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi R d@bi véi CyPPO10_P303L+V305L

<400> 33

aacacaagca agagtaagat aaggtat 27
<210> 34

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F d6i voi CyPPO10_V305M

<400> 34

ccttatccaa ctatggcttg tgttgtgett 30
<210> 35

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_V305M

<400> 35

cacaacacaa gccatagttg gataaggtat 30
<210> 36

<211> 25

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi F dbi voi CyPPOL0_N59T

<400> 36

gagcttggtc caactagttt cgctc 25
<210> 37

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

-92-



36300

<223>  doan mdi R dbi véi CyPPOL0_N59T

<400> 37
agcgaaacta gttggaccaa gctccca

<210> 38

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_R8IA

<400> 38
caccttccag cttatatata ctggagggga

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi voi CyPPO10_R89A

<400> 39
gtatatataa gctggaaggt gcctatctce

<210> 40

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_V165S

<400> 40
gtttcaggat catacgctgg agatcctcaa cag

<210> 41

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhdn tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_V165S

<400> 41
tccagcgtat gatcctgaaa caaatggtgc cac

<210> 42

-03-
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36300

<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO10_V30ST

<400> 42
ccttatccaa ctactgcttg tgttgtgcett

<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi R d@bi véi CyPPO10_V30ST

<400> 43
cacaacacaa gcagtagttg gataaggtat

<210> 44

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi F dbi voi CyPPO10_S60T

<400> 44
ggtccaaaca ctttcgetce tactccagca ctc

<210> 45

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_S60T

<400> 45
aggagcgaaa gtgtttggac caagctccca cac

<210> 46

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F @bi voi CyPPO10_I340T

-94-
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30

33

33



<400>

36300

46

ctcggaacca cctggtcttc atgcettattc cca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

33

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi R dbi véi CyPPO10_I340T

47

tgaagaccag gtggttccga gtgtccttat acc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48

30

ADN

Trinh ty nhén tao

doan mdi F dbi véi CyPPO10_R8BIL

48

caccttccac tttatatata ctggagggga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

30

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi R dbi véi CyPPOL0O_R8IL

49

gtatatataa agtggaaggt gcctatctcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

50

30

ADN

Trinh tu nhé&n tao

doan mdi F dbi voi CyPPO10_R89V

50

caccttccag tttatatata ctggagggga

<210>
<211>
<212>
<213>

51

30

ADN

Trinh tu nhédn tao

-05-
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36300

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_R89V

<400> 51
gtatatataa actggaaggt gcctatctcc

<210> 52

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  doan mdi F déi voi CyPPO10_FI161A

<400> 52
agattggtgg caccagcagt ttcaggagtg tac

<210> 53

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> doan mdi R dbi voéi CyPPOLO_F161A

<400> 53
gtacactcct gaaactgctg gtgccaccaa tct

<210> 54

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> doan mdi F dbi véi CyPPO10_V165C

<400> 54
ccatttgttt caggatgcta cgctggagat cct

<210> 55

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi R dbi véi CyPPO10_V165C

<400> 55
aggatctcca gcgtagcatc ctgaaacaaa tgg

-96-
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36300

56

33

ADN

Trinh ty nhé&n tao

doan mdi F dbi voi CyPPO10_Q184G

56

tttagaagga ttgctggact tgagaagttg gga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57

33

ADN

Trinh ty nhén tao

doan mdi R dbéi véi CyPPO10_0Q184G

57

tcccaacttc tcaagtccag caatccttct aaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58

33

ADN

Trinh ty nhé&n tao

doan mdi F dbi véi CyPPOL0_F324V

58

tcagttagac ctggagttgg tgttttggtg cct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59

33

ADN

Trinh ty nhén tao

doan mdi R abi véi CyPPOLO_F324V

59

aggcaccaaa acaccaactc caggtctaac tga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

60

33

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi F dbéi véi CyPPO10_L327T

-97-

33

33

33

33



<400>

36300

60

cctggatttg gtgttaccgt gcctagagga caa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

61
33
ADN
Trinh ty nhdn tao

doan mdi R dbi véi CyPPO10_L327T

61

ttgtcctcta ggcacggtaa caccaaatcc agg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62

30

ADN

Trinh tu nhén tao

doan mdi F @bi voi CyPPO10_Al671

62

tcaggagtgt acattggaga tcctcaacag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

30

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi R a@bi voi CyPPO10_Al671

63

ttgaggatct ccaatgtaca ctcctgaaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64

33

ADN

Trinh ty nhan tao

doan mdi F abi voi CyPPO10_TI408R

64

agaagggctc gtccacaata tatcgttggt tac

<210>
<211>

65
30

-08-
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33
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33



36300

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi R déi véi CyPPO10_TI408R

<400> 65

tattgtggac gagcccttct ccaaaccttc 30
<210> 66

<211> 36

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F db6i voi CyPPO10_I408W

<400> 66

ggtttggaga agggcttggc cacaatatat cgttgg 36
<210> 67

<211> 36

<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223>  doan mdi R déi véi CyPPO10_T408W

<400> 67

ccaacgatat attgtggcca agcccttctc caaacc 36
<210> 68

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi F déi véi CyPPO13_F373M

<400> 68

tcatttctca gtatgttagg aggtgctaca 30
<210> 69

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> doan mdi R dbi voéi CyPPO13_F373M

<400> 69

-990-



36300

agcacctcct aacatactga gaaatgagtg

<210> 70

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  doan mdi F dbi véi CyPPO13_F373V

<400> 70
tcatttctca gtgttttagg aggtgctaca

<210> 71

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  doan mdi R d&bi véi CyPPO13_F373V

<400> 71
agcacctcct aaaacactga gaaatgagtg

<210> 72

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi voi CyPPO13_F3731

<400> 72
tcatttctca gtattttagg aggtgctaca

<210> 73

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mdi R dbi véi CyPPO13 _F373I

<400> 73
agcacctcct aaaatactga gaaatgagtg

<210> 74

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

-100-



36300

<220>
<223>  Doan mdi F dbéi véi CyPPO13_F373T

<400> 74
tcatttctca gtactttagg aggtgctaca

<210> 75

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_F373T

<400> 75
agcacctcct aaagtactga gaaatgagtg

<210> 76

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Dboan mdi F dbi voi CyPPO13_F373L

<400> 76
tcatttctca gtcttttagg aggtgctaca

<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi R @bi véi CyPPO13_F373L

<400> 77
agcacctcct aaaagactga gaaatgagtg

<210> 78

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Dboan mdi F @bi véi CyPPO13_F373C
<400> 78

tcatttctca gttgtttagg aggtgctaca

-101-



36300

<210> 79

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> Poan mdi R dbi voi CyPPO13_F373C

<400> 79

agcacctcct aaacaactga gaaatgagtg 30
<210> 80

<211> 32

<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi voi CyPPO13_RIO1A

<400> 80

aagttgccag catatatcta ctgggagggt gc 32
<210> 81

<211> 32

<212> ADN
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223>  Doan mdi R dbéi voi CyPPO13_RIO1A

<400> 81

agtagatata tgctggcaac tttgcatcag cc 32
<210> 82

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbéi voi CyPPO13_Al77C

<400> 82

tcaggagttt attgtggaga tcctgatcaa 30
<210> 83

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Poan mdi R dbi véi CyPPO13_Al77C

-102-



36300

<400> 83
atcaggatct ccacaataaa ctcctgatgt

<210> 84

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F déi véi CyPPO13_Al77L

<400> 84
tcaggagttt atcttggaga tcctgatcaa

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Dboan mdi R déi véi CyPPO13_Al77L

<400> 85
atcaggatct ccaagataaa ctcctgatgt

<210> 86

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223>  Doan mdi F déi véi CyPPO13_ALTTI

<400> 86
ggagtttata ttggagatcc tgatcaactt ag

<210> 87

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_AlT77I

<400> 877
aggatctcca atataaactc ctgatgtgaa ag

<210> 88
<211> 30
<212> ADN

-103-
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36300

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Doan mdi F dbi véi CyPPO13_P316L+V318L

<400> 88
atactctatc ttcctcttge tgttgtggct

<210> 89

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_P316L+V318L

<400> 89
cacaacagca agaggaagat agagtatttc

<210> 90

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_V318L

<400> 90
tatccacctc ttgctgttgt ggctcttgca tac

<210> 91

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223>  Poan mdi R dbi vdéi CyPPO13_V318L

<400> 91
caacagcaag aggtggatag agtatttctg cc

<210> 92

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Poan mdi F dbi véi CyPPO13_V318M

<400> 92
ctctatccac ctatggctgt tgtggctett

-104-
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36300

<210> 93

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_V318M

<400> 93

agccacaaca gccataggtg gatagagtat 30
<210> 94

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_P316A+V318L

<400> 94

atactctatg ctcctecttge tgttgtgget 30
<210> 95

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>

<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_P316A+V31S8L

<400> 95

cacaacagca gcaggaagat agagtatttc 30
<210> 96

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Doan mdi F dbi véi CyPPO13_F373N

<400> 96

tttctcagta acttaggagg tgctacagat gc 32
<210> 97

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
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<223>  Doan mdi R dbéi véi CyPPO13_F373N

<400> 97
cctcctaagt tactgagaaa tgagtgataa ¢

<210> 98

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao
<220>

<223>  Dboan mdi F dbi voi CyPPO13_F373H

<400> 98
tttctcagtc acttaggagg tgctacagat gc

<210> 99

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> poan mdi R dbéi voi CyPPO13_F373H

<400> 99
cctcctaagt gactgagaaa tgagtgataa ¢

<210> 100

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>  DPoan mdi F déi véi CyPPO13_G1940

<400> 100
gcttttecta gggtggctca gctcgaagag agatacgg

<210> 101

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Ppoan mdi R dbi véi CyPPO13_G194Q

<400> 101
ccgtatctct cttcgagcetg agccacccta ggaaaagc

<210> 102

-106-
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<211> 38
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_G194K

<400> 102
gcttttccta gggtggctaa actcgaagag agatacgg

<210> 103

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Dboan mdi R dbi véi CyPPO13_G194K

<400> 103
ccgtatctet cttcgagttt agccacccta ggaaaagce

<210> 104

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_Gl94R

<400> 104
gcttttccta gggtggctcg tctcgaagag agatacgg

<210> 105

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_GI94R

<400> 105
ccgtatctct cttcgagacg agccacccta ggaaaagc

<210> 106

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Doan mdi F d6i véi CyPPO13_GI94E
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<400> 106
gcttttccta gggtggctga actcgaagag agatacgg

<210> 107

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Dboan mdi R dbi véi CyPPO13_GIl94E

<400> 107
ccgtatctct cttcgagttc agccacccta ggaaaagce

<210> 108

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>
<223> Doan mdi F dbi véi CyPPO13_Gl94M

<400> 108
gcttttccta gggtggctat gctcgaagag agatacgg

<210> 109

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_G1l94M

<400> 109
ccgtatctct cttcgagcat agccacccta ggaaaagc

<210> 110

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_F337V

<400> 110
cagccattaa gaggagtggg tcatctcatc cc

<210> 111

<211> 32
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao

-108-
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<220>
<223>  Doan mdi R dbéi voi CyPPO13_F337V

<400> 111
gggatgagat gacccactcc tcttaatggc tg

<210> 112
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_L340T

<400> 112
gaggatttgg tcataccatc cctaggtctc aag

<210> 113

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mdi R dbi véi CyPPO13_L340T

<400> 113
cttgagacct agggatggta tgaccaaatc ctc

<210> 114

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Poan mdi F déi véi CyPPO13_TI353T

<400> 114
gaaccttggg tactacctgg gcttcatgtt tg

<210> 115
<211> 32
<212> ADN
<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223>  DPoan mdi R dbi voi CyPPO13_I353T

<400> 115
caaacatgaa gcccaggtag tacccaaggt tc

-109-
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<210> 116

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Doan mdi F dbi véi CyPPO13_FI171A

<400> 116
agattggtgg agcctgctac atcaggagtt tat

<210> 117

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223>  Doan mdi R d@bi voi CyPPO13_F171A

<400> 117
ataaactcct gatgtagcag gctccaccaa tct

<210> 118

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Poan mdi F dbi voi CyPPO13_R1O1A

<400> 118
gatgcaaagt tgccagctta tatctactgg gag

<210> 119
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223>  Poan mdi R dbi voi CyPPO13_RI1O1A

<400> 119
ctcccagtag atataagctg gcaactttgc atc

<210> 120
<211> 33
<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Poan mdi F abi véi CyPPO13_V175C
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<400> 120

cctttcacat caggatgtta tgctggagat cct 33
<210> 121

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  Doan mdi R dbi véi CyPPO13_V175C

<400> 121

aggatctcca gcataacatc ctgatgtgaa agg 33
<210> 122

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>

<223>  Doan mdi F dbi véi CyPPO13_VI175L

<400> 122

acatcaggat tgtatgctgg agatcctgat c 31
<210> 123

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223>  Poan mdi R dbi véi CyPPO13_V175L

<400> 123

tccagcatac aatcctgatg tgaaaggctc cac 33
<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Forward doan mdi dbi véi bar probe

<400> 124

ttcecgtaccg agccgcagga 20
<210> 125

<211> 20
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<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220> )

<223> Reverse doan mdi dbi voi bar probe

<400> 125

cgttgggcag cccgatgaca 20
<210> 126

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> Vi tri gisi han cta CyPPO10_BamHIF

<400> 126

ccccggatcc atgattgaag tggatgtggc ta 32
<210> 127

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Vi tri gidi han cua CyPPO10_ XhoIR

<400> 127

ccccctcgag tgattgtcca ccagcgaggt aag 33
<210> 128

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Vi tri gidéi han cua CyPPO13 BamHIF

<400> 128

ccceggatcc atgaaccctg ctacccctga ac 32
<210> 129

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Vi tri giéi han cta CyPPO13_XholIR

<400> 129

-112-



ccccctegag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
atgattgaag
agattacaga
ggaggtaata
ttcgctcecta
atcagaggag
gagccaacta
agagctgcac
gttgattctt
tttgtttcag
aggattgctc
aggcaacagc
ggtagtttta
ccacttcatt
ttaaggagtg
caaactgctg
ccttatccaa
agacctggat
tggtcttcat
ataggaggtg
gtgcaacagg
atgaaggttt
caggtgacac
ggagttgcat

tacctcgctg

cacctgtgat

130
1404
ADN
Trinh tu nhan

trinh tu axit

130

tggatgtggce
ggagtgctcc
tcactacaca
ctccagcact
ataggcacct
ggcctcttge
tcggagcettt
tctttagaag
gagtgtacgc
aacttgagaa
ctccacagcc
gggggggtct
tgcaaacacc
gtgaactgac
aacttgttgce
ctgttgcttg
ttggtgtttt
gcttattcce
atactgatcc
atctcacaag
ggagaggggc
acgctcttac

tgggggatag

gtggacaatc

aacaactgct

tao

36300

gag

nucleic cua CyPPO10m-6

tattgttggt
tcattattct
agctgctgaa
cttacagttg
tccaagatat
tttggcaaca
aggttttgtg
gcatcttgga
tggagatcct
gttgggaggt
aaaacctcca
cgctgcatta
tgttgaagct
ttggcacgct
accattccag
tgttgtgctt
ggtgcctaga
acaaaggact
tgatcttgca
gcttcttgat
tattccacaa
ccagactcct
agtggaacac

atga

ggtggtctta
ggagttcttc
ggatttgtgt
attgctgaag
atatactgga
tcaaatcttt
cctccatatc
caagaagttg
caacagcttt
tcattgatcg
gctcaagtgc
cctagagcca
attacccctg
agatcagttg
cctgctatcg
gcttaccctg
ggacaaggta
cctgctggtt
tcattgagag
cttcctgctg
tatatcgttg
ggtctcttet

ggaaatagga

-113-

gtggattgtc
ttgaggcttc
gggagcttgg
ttggactcca
ggggagaact
tgagtccttg
ttggatctgg
ctgagagatt
ctgctgctge
ctggagcact
agatgagacc
tcgcacaaca
agccaaaagg
tgttggctac
ctagagcttt
ctggattggg
taaggatact
ggcaggcttt
aagaggccat
caaaggcaag
gttaccctca
tatgttcaaa

ctgctgctge

agtggcttgg

tgatagactt

tccaaacagt

ttctgagtta

ttatcctttg

gggaaaggtt

agatgaaagt

ggtggcacca

tgcttttaga

cagattaaga

tggagaactc

gttgaaggca

aagttatctc

tccagcatac

ggctaccata

tagatcagtt

cggaaccatt

tacctctatg

tgttgaacaa

actcttgggt

acagaggcaa

ctacgcagag

tgtggctget

1404

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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<210> 131
<211> 467
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> CyPPO10m-6

<400> 131
Met Ile Glu Val Asp Val Ala Ile Val Gly Gly Gly
1 5 10

Ser val Ala Trp Arg Leu Gln Arg Ser Ala Pro His
20 25 30

Leu Leu Glu Ala Ser Asp Arg Leu Gly Gly Asn Ile
35 40 45

Ala Glu Gly Phe Val Trp Glu Leu Gly Pro Asn Ser
50 55 60

Pro Ala Leu Leu Gln Leu Ile Ala Glu Val Gly Leu
65 70 75

Ile Arg Gly Asp Arg His Leu Pro Arg Tyr Ile Tyr
85 90

Leu Tyr Pro Leu Glu Pro Thr Arg Pro Leu Ala Leu
100 105 110

Leu Leu Ser Pro Trp Gly Lys Val Arg Ala Ala Leu
115 120 125

Phe Val Pro Pro Tyr Leu Gly Ser Gly Asp Glu Ser
130 135 140

Phe Arg Arg His Leu Gly Gln Glu Val Ala Glu Arg
145 150 155

Phe Val Ser Gly Val Tyr Ala Gly Asp Pro Gln Gln
165 170

Ala Ala Phe Arg Arg Ile Ala Gln Leu Glu Lys Leu
180 185 190

Ile Ala Gly Ala Leu Arg Leu Arg Arg Gln Gln Pro
195 200 205

Pro Pro Ala Gln Val Gln Met Arg Pro Gly Glu Leu
210 215 220

Gly Gly Leu Ala Ala Leu Pro Arg Ala Ile Ala Gln
225 230 235

Pro Leu His Leu Gln Thr Pro Val Glu Ala Ile Thr
245 250

-114-

Leu Ser
15

Tyr Ser

Thr Thr

Phe Ala

His Ser
80

Trp Arg
95

Ala Thr

Gly Ala

Val Asp

Leu Val
160

Leu Ser
175

Gly Gly

Pro Gln

Gly Ser

Gln Leu

240

Pro Glu
255

Gly

Gly

Gln

Pro

Glu

Gly

Ser

Leu

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

Phe

Lys

Pro

Leu

Val

Ala

Thr

Leu

Glu

Asn

Gly

Phe

Pro

Ala

Leu

Lys

Arg

Ala

Lys
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Gly Ser Tyr Leu Leu Arg Ser Gly Glu Leu Thr Trp
260 265 270

Val Val Leu Ala Thr Pro Ala Tyr Gln Thr Ala Glu
275 280 285

Phe Gln Pro Ala Ile Ala Arg Ala Leu Ala Thr Ile
290 295 300

Val Ala Cys Val Val Leu Ala Tyr Pro Ala Gly Leu
305 310 315

Arg Pro Gly Phe Gly Val Leu Val Pro Arg Gly Gln
325 330

Leu Gly Thr Ile Trp Ser Ser Cys Leu Phe Pro Gln
340 345 350

Gly Trp Gln Ala Phe Thr Ser Met Ile Gly Gly Asp
355 360 365

Leu Ala Ser Leu Arg Glu Glu Ala Ile Val Glu Gln
370 375 380

Leu Thr Arg Leu Leu Asp Leu Pro Ala Ala Lys Ala
385 390 395

Met Lys Val Trp Arg Gly Ala Ile Pro Gln Tyr Ile
405 410

Gln Gln Arg Gln Gln Val Thr His Ala Leu Thr Gln
420 425 430

Phe Leu Cys Ser Asn Tyr Ala Glu Gly Val Ala Leu
435 440 445

Glu His Gly Asn Arg Thr Ala Ala Ala Val Ala Ala
450 455 460

Gly Gln Ser
465

-115-

His Ala

Leu Val

Pro Tyr

Gly Arg

320

Gly Ile
335

Arg Thr

Thr Asp

Val Gln

Arg Leu

400
Val Gly
415
Thr Pro

Gly Asp

Tyr Leu

Arg

Ala

Pro

Ser

Arg

Pro

Pro

Gln

Leu

Tyr

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

Thr

Val

Ile

Ala

Asp

Asp

Gly

Pro

Leu

vVal

Gly
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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[Fig. 12]
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[Fig. 13]
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[Fig. 14]
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[Fig. 15]
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[Fig. 16]
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[Fig. 17]
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[Fig. 18]
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[Fig. 19]
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[Fig. 20]
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[Fig. 22]
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[Fig. 23]
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[Fig. 24]
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[Fig. 25]
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[Fig. 26]
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[Fig. 27]
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[Fig. 28]
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[Fig. 29]
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[Fig. 30]
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[Fig. 31al
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[Fig. 31b]
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[Fig. 31c]
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[Fig. 32]
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[Fig. 33al

Cy10_FI AtPPO1_SLYM Cy10_ALFM

Tiafenaxil

Saflufenaxil

Flumioxzazin §

Sulfentrazon

32/41

-147-



36300

[Fig. 33b]
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[Fig. 34]
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[Fig. 35]
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[Fig. 36]
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[Fig. 38]
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[Fig. 39]
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[Fig. 40]
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[Fig. 41]
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