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Linh vyc k§ thuat dwgce dé cap

Sang ché dé cap dén protoporphyrinogen oxidaza thu dugc tir sinh vét chua c6
nhan, hodc bién thé ctia n6, va phuong phap tao ra va/hoic ting cudng kha ning chéng

chiu thudc diét co cta ciy trong va/hoic tao st dung enzym nay.
Tinh trang ky thuit cia siang ché

Con duong sinh tdng hop porphyrin hoat dong dé tdng hop chat diép luc va hem
déng vai trod thiét yéu trong qué trinh trao ddi chét ctia cdy, va né diénra & lap luc. Trong
con dudng ndy, protoporphyrinogen IX oxidaza (sau day, dugc goi la PPO; EC:1,3,3,4)
Xuc tac qua trinh oxy héa protoporphyrinogen IX thanh protoporphyrin IX. Sau qua trinh
oxy héa protoporphyrinogen IX thanh protoporphyrin IX, protoporphyrin IX lién két
v6i magié bing Mg-chelataza dé tdng hop chét diép luc, hogc né lién két voi st bang

Fe-chelataza dé tong hop hem.

Do d6, khi hoat tinh PPO duoc e ché, qua trinh tdng hop chét diép luc va hem
duoc te ché va co chét protoporphyrinogen IX bé con dudng sinh tong hop porphyrin
thong thudng, dan dén xuét nhanh protoporphyrinogen IX tir lap luc dén té bao chit, va
su tich lily bao chat protoporphyrin IX do qué trinh oxy héa. Protoporphyrin IX duoc
tich lity tao ra oxy don boi c6 do phéan tng cao (*O2) khi ¢6 mit 4nh sang va phan tir oxy
ma pha hity mang té bao va nhanh chéng dan dén su chét té bao & cy trong. Trén co &
nguyén tic nay, thudc diét co tc ché hoat tinh PPO da dugc phat trién. Cho téi nay, da
¢6 9 ho thudc diét co wrc ché PPO, bao gdm pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol,
N-phenylphtalimit, thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidinedion, va cac thudc diét

c6 khac, dugc phan loai theo cau tric hda hoc cta chung.

Ngoai ra, d¢ ngan ngira anh hudng ctia thudc diét co ndy véi sy sinh truéng cua
cay trong trong khi st dung thude diét co, can tao ra kha nang chong chiu thudc diét co

cho cay trong.

Trong khi d6, tao 12 sinh vat quang hop c6 thé chuyén héa ning lugng 4nh sang
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thanh héa ning ma c6 thé dugc st dung dé tdng hop nhidu hop chit hitu ich khac nhau.
Vi dy, tdo c6 thé ¢b dinh cacbon bang cich quang hop va chuyén héa cacbon dioxit
thanh duong, tinh bdt, lipit, md, hodc cac phan tir sinh hoc khac, do d6 loai bo khi nha
kinh khoi khi quyén. Ngoai ra, tréng trot quy mo 16n tao c6 thé tao ra cac loai co chét
khéc nhau nhu enzym cong nghiép, hop chat tri liéu va protein, dudng chét, chat thuong
mai va chat dét.

Tuy nhién, trong trudng hop tréng trot quy md 16n tao & thiét bi phan (g sinh
hoc hodc & hd dé ho hodc duge bao quanh, sy nhiém tap c6 thé x4y ra bdi sinh vat canh
tranh khong mong mudn, vi duy, tao, nim, ludn tring, hodc dong vét phi du khong mong
mudn.

Do d6, cin cong nghé dé thu hoach cay trdng va/hodc tho mong mudn véi quy
md 16n bing cach xir 1y thudc diét c6 & néng dd ma s& tic ché sy sinh trudng cla sinh
vat canh tranh khong c6 kha nang chbng chiu thudc diét co, sau d6 tao ra kha ning chbng
chiu thubc diét co cho cay trdng va/hodc tdo mong mudn.
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c6 nhan va thé dot bién cta né thé hién kha ning chéng chiu thude diét cé chinh véi
thudc diét co e ché protoporphyrinogen oxidaza (PPO), va do d6 d& xuét lidu viéc cung
cép cay trdng va/hoidc tao c6 gen ndy, kha nang chéng chiu thubc diét ¢6 c6 thé duoc

tao ra va/hodc dugc tang cuong hay khong.
Mbt phuong 4n d& xuat bién thé polypeptit chtta, gdm chi yéu 13, hogc gdm:

(1) trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu dugc chon tir nhém gém axit amin
tac dong dén su twong tac gilta thudc diét co e ché PPO va polypeptit cua PPO, SEQ
ID NO: 1 (vi duy, axit amin dugc dinh vi trén vi tri li€n két ctia polypeptit cia SEQ ID
NO: 1 tuong tac voi thudc diét co e ché PPO) duge x6a hodc duge thé 1an lugt doc lap

bang axit amin khéc v6i axit amin ban dau & vi tri tuong mg, hodc

(2) trinh ty axit amin c6 do déng nhét trinh tu 95% hodc cao hon, 98% hoc cao

hon, hodc 99% hoic cao hon véi trinh tu axit amin (1).

Mot hodc nhiéu duge chon tir nhém gém axit amin tac dong dén sy tuong tac
gifta thubc diét cd trc ché PPO va polypeptit ciia PPO, SEQ ID NO: 1, ¢6 thé 1a mot hogc
nhidu duoc chon tir nhém gdm S63, P91, R92, F169, V173, A175, E228, 1.229, P316,
V318, F337, L340, G351, T352, 1353, va Y373, cla trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO:
1.

Phuong 4n khac dé xuét bién thé polypeptit chita, gdm cht yéu 13, hoc gdm:

(1) trinh ty axit amin trong 46 mdt hodc nhiéu duoc chon tir nhém gém axit amin
tac dong dén su tuong tac gitta thudc diét ¢o (e ché PPO va polypeptit cua PPO, SEQ
ID NO: 3 (vi du, axit amin dugc dinh vi trén vi tri li€n két ctia polypeptit ctia SEQ ID
NO: 3 tuong tac véi thudc diét c6 e ché PPO) duge x6a hodc duoc thé 1an lugt doc 1ap

bang axit amin khéc v6i axit amin ban dau & vi tri twong Umg, hodc

(2) trinh ty axit amin c6 d6 déng nhét trinh tw 95% hogc cao hon, 98% hodc cao

hon, hodc 99% hoic cao hon véi trinh tu axit amin (1).

Mot hodic nhiéu loai duoc chon tir nhém gém axit amin tac dong dén su tuong
téc gitta thude diét cé tic ché PPO va polypeptit cia PPO, SEQ ID NO: 3, ¢6 thé 12 mdt
hojc nhidu duoc chon tir nhém gdm N63, S64, S66, P67, P92, R93, F170, S172, G173,
V174, Y175, A176, R190, E230, L231, P318, V320, F339, G340, N341, 1342, 1352,
G353, T354, 1355, Y375, 1424, V458, va R465, clia trinh tu axit amin ctia SEQ ID NO:
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Phuong 4n khéc dé xudt bién thé polypeptit chura, gdm chii yéu 13, hodc gdm:

(1) trinh ty axit amin trong d6 mot hodc nhiéu loai duoc chon tir nhém gém axit
amin tac dong dén su twong tac gitta thudc diét co e ché PPO va polypeptit cua PPO,
SEQ ID NO: 5 (vi du, axit amin dugc dinh vi trén vi trf lién két ciia polypeptit ctia SEQ
ID NO: 5 tuong tac véi thubc diét c6 (e ché PPO), dugc x6a hodc dugce thé 14n luogt doc
1ap bang axit amin khic v6i axit amin ban dau & vi tri tuong tmg, hodc

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

M6t hodc nhiéu loai duge chon tir nhém gém axit amin tac dong dén su tuong
thc gifta thudc diét co tic ché PPO va polypeptit cia PPO, SEQ ID NO: 5, ¢6 thé 1a mot
hoic nhiéu dugc chon tir nhém gdm P84, R85, F156, V160, A162, Q179, P306, V308,
F327,1.330, I343, N362, va F363, cua trinh ty axit amin cia SEQ ID NO: 5.

Phuong 4n khéc dé xuit polynucleotit ma hoa bién thé polypeptit, hoic polypeptit
cua SEQ ID NO: 1, 3, hodc 5.

Phuong 4n khéac d& xut vecto tai t6 hop chira polynucleotit.
Phuong 4n khéc dé xuét t& bao (duoc bién nap) tai td hop chira vecto téi t hop.

Phuong 4n khac d& xudt ché phdm d8 tao ra hodc tang cudong kha ning chdng

chiu thudc diét ¢ cia cdy trong hoic tdo, chira mét hodc nhiéu duoc chon tir nhém gom:

polypeptit ciia SEQ ID NO: 1, polypeptit ciia SEQ ID NO: 3, polypeptit cua SEQ
ID NO: 5, bién thé ctia polypeptit, va polypeptit ¢é trinh tu axit amin c6 4o ddng nhat
trinh tu 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc 99% hodc cao hon véi polypeptit

hodc bién thé;
polynucleotit ma hoa polypeptit hodc bién thé;
vecto tai tb hop chira polynucleotit; va
t& bao (duoc bién nap) tai t6 hop chira vecto tai td hop.
Thube diét co c6 thé 1a thude diét co Ge ché protoporphyrinogen oxidaza.

Theo phuong 4n cu thé, thudc diét co c6 thé 12 mot hodc nhiéu loai dugc chon tir
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nhém gdém pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-phenylphtalimit, phenyleste,
thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidinedion va céac thudc diét cé khac, nhung
khong bi gidi han & do.

Theo phuong 4n cu thé, thudc diét co c6 thé 1a mot hodc nhiéu loai duge chon tir
nhém gém butafenacil, saflufenacil, benzfendizon, tiafenacil, fomesafen, oxyfluorfen,
aclonifen, acifluorfen, bifenox, etoxyfen, lactofen, chlometoxyfen, chlorintrofen,
fluoroglycofen-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 tw cacbamat ctia phenopylat (vi du,
O-phenylpyrolidino- va chit twong ty piperidinocacbamat (tham chiéu “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 Chem., 1992, 40(10) 1993-20007)), mudi dugc chép nhan

dung trong ndng nghi€p cua no, va t6 hop ciia n6, nhung khdng bi gidi han & do.

Cay trdng c6 nghia 1a sinh vt nhan chuén da bao c6 kha ning quang hop, ¢6 thé
la cay mét 14 mam hoic cdy hai 14 mam, va c6 thé 13 ciy thao moc hodc cay léy gd. Tao
c6 nghia 14 sinh vat don bao c6 kha ndng quang hop, c6 thé 12 tho khong nhan hodc téo
¢6 nhan.

Theo mdt phuong 4n, cay trdng va tao duoc thao tic gen dé con chira polypeptit
6 kha ning chéng chiu thude diét co thtt hai hogc gen ma héa cuia n6, va pham vi lén
hon ctia kha nang chéng chiu thudc diét co véi thudc diét co tht hai co thé duoc tao ra
va/hodc duge ting cudng. Cay trdng va tio dugc thao tac gen d& chira polypeptit c6 kha
ning chng chiu thubc diét co tha hai hodc gen ma hda cia nd co thé duoc chuin bi
bing cach st dung ché pham 8 tao ra va/hoic ting cudng kha ning chéng chiu thube
diét c6 trong d6 con chira polypeptit cé kha nang chéng chiu thudc diét c¢6 thit hai hogc
gen md héa ciia n6. Vi vay, ché phdm @ tao ra vi/hoic ting cudng kha ning chéng chiu
thudc diét c¢o c6 thé con chira polypeptit c6 kha ning chéng chiu thubc diét ¢o thir hai

hodc gen ma hda ctia no.

Theo phuong 4n cu thé, thudc diét co thi hai c6 thé bao gém thudc diét co tc ché

phan bao, thube diét cd trc ché quang hop, thudc diét cé e ché tdng hop axit amin, thude
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diét ¢o tic ché plastit, va thudc diét co tre ché mang té bao, nhung khong bi gi6i han &
do.

Theo phuong 4n cu thé, thudc diét co thtt hai c6 thé duoc 14y vi du béi glyphosat,
glufosinat, dicamba, 2,4-D (2,4-Diclophenoxyaxetic axit), isoxaflutol, thudc diét co tc
ché ALS (axetolactat synthaza), thudc diét ¢ e ché hé théng quang hoa I, thubc diét
cd gbe phenylure, thude diét co gbc bromoxynil, va t6 hop ctia n6, nhung khong bi gidi

han & do.

Theo phuong 4n cu thé, thubc diét co thir hai ¢6 thé duoc 1y vi du boi mot hode
nhiéu loai dugc chon tir nhém gdbm EPSPS (5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
khang glyphosat), GOX (glyphosat oxidaza), GAT (glyphosat-N-axetyltransferaza)
hodc glyphosat decarboxylaza) chéng chiu thubc diét 6 glyphosat; PAT
(phosphinothricin-N-axetyltransferaza) chéng chiu thubc diét co glufosinat; DMO
(dicamba monooxyaza) chéng chiu thudc diét cd dicamba; 2,4-D monooxyaza hodc
AAD (aryloxyalkanoat dioxyaza) chéng chiu thudc diét ¢62,4-D; ALS (axetolactat
Synthaza), AHAS (axetohydroxyaxit synthaza), hodc athahasl (axetohydroxyaxit
synthaza cAu tric duéi phén tir 16n) chéng chiu thude diét co gc sulfonylure e ché
ALS; hé thdng quang héa II protein D1 chéng chiu thudc diét co trc ché hé théng quang
héa II; cytocrom P450 chéng chiu thudc diét co gbe phenylure; HPPD chéng chiu thube
diét co we ché plastit (hydorxylphenylpyruvat dioxyaza); nitrilaza chéng chiu thubc diét

6 bromoxynil; va t6 hop ciia nd, nhung khong bi gi6i han & do.

Ngoai ra, gen ma hoa polypeptit chéng chiu thubc diét co thit hai c6 thé duoc lay
vi du bdi mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém gen chéng chiu thube diét co
glyphosat cp4 epsps, mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gat4621; gen chéng chiu
thubc diét co glufosinat bar, pat hodc pat (SYN); gen chéng chiu thubc diét co dicamba
dmo; gen chéng chiu thubc diét o 2,4-D AAD-1, AAD-12; ALS, GM-HRA, S4-HRA,
ZM-HRA, Csrl, Csrl-1, Csrl-2, SurA hodc SurB chéng chiu thubc diét co géc
sulfonylure tic ché ALS; gen chéng chiu thube diét co tc ché hé thdng quang héa 11
psbA; gen chéng chiu thudc diét cé phenylure CYP76B1; gen chéng chiu thubc diét co
isoxaflutol HPPDPF W336 va gen chdng chiu thudc diét cd bromoxynil bxn; va t6 hop

ctia n6, nhung khong bi giéi han ¢ do.

Phuong 4n khéc d& xuét thé bién nap ctia cdy trong va/hodc tdo ¢6 kha ndng chong
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chju thubc diét co, duge bién nap véi polynucleotit, hodc dong vd tinh hodc thé hé con
cta no.

Phuong 4n khac dé xuét phuong phép chuén bi cay tréng chuyén gen hoic tdo
chuyén gen c6 kha ning chéng chiu thude diét cd, bao gdm budc bién nap cdy trdng

va/hodc tao vai polynucleotit.

Phwong 4n khac d& xudt phuong phap tao ra hodc ting cuong kha ning chéng
chiu thudc diét co cta cay tréng va/hodc tao, bao gém bude bién nap cay trdng va/hoic

tao véi polynucleotit hodc gen ma héa cta no.

Viéc bién nap c6 thé dugc thuc hién trén tao, va/hodc cdy trong te bao, t€ bao

trén, thé san, tru dudi 14 mam, hat gidng, 14 mam, choi, hodc toan bd cay.

Thé bién nap c6 thé 1a tdo, va/hodc ciy trong t€ bao, t€ bao tran, the san, try dudi

14 mam, hat giong, 14 mam, choi, hodc toan b cay.

Phuong 4n khac d& xudt phuong phép kiém soét co dai trén dit trdng trot bao

gom:

bude cung cip cho dét trong trot cay trdng chira mot hodc nhiéu dugc chon tir
nhém gdm polypeptit cia SEQ ID NO: 1, 3, hodc 5, hodc bién thé polypeptit,
polynucleotit m& hoa ctia no, vecto tai t5 hop chtra polynucleotit, va té bao tai t6 hop

chira vecto téi t6 hop; va

bude st dung lidu lugng cé higu qua thudc diét co e ché protoporphyrinogen

oxidaza cho dét trong trot (hodc cay trdng).

Theo phuong 4n cu thé, budc sir dung lidu lugng ¢6 hiu qua thude diét co tc ché
protoporphyrinogen oxidaza cho d4t trdng trot ¢6 thé dugc thyc hién bing cach str dung
liéu lwong c6 higu qua hai hodc nhiéu hon hai thudc diét co tic ché protoporphyrinogen
oxidaza 14n luot hodic ddng thoi.

Theo phuong an khac, cay trdng c6 thé duge thao téc gen dé con chira polypeptit
chéng chiu thudc diét cé tht hai hodc gen mé hda polypeptit nay, va lidu lugng c6 hidu
qua ctia thude diét cd e ché protoporphyrinogen oxidaza va thubc diét co thir hai c6 thé

duoc st dung 14n luot hodc dong thoi.

Phuong 4n khéc dé xut phuong phép loai bo sinh vat thily sinh khong mong
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muén khoi mdi trudmg nudi tréng, bao gdm budc cung cAp mdi trudng nudi trdng c6 tao
chira mdt hodc nhidu duge chon tir nhém gdm polypeptit, bién thé polypeptit,
polynucleotit mad héa polypeptit hodc bién thé polypeptit, vecto tai t5 hop chua
polynucleotit, va t& bao tai td hop chtra vecto tai t6 hop, va budce sir dung lidu lugng co

hiéu qua thudc diét cé tic ché protoporphyrinogen oxidaza cho mdi trudng nudi trong.
Giai phap k¥ thuat
Sang ché dé xuat cong nghé tao ra va/hoic ting cuong kha nang chéng chiu thuée

diét ¢o cta ciy trong hodc tdo.

Khi duoc str dung trong ban md ta, ‘tao ra va/hodc ting cudng kha nang chéng
chiu thudc diét co ctia cay tréng hoic tdo’ hodc ‘tang cuong kha ning chéng chiu thube
diét cd ctia cay tréng hodc tao’ dugc hiéu 13 tao ra kha ning chéng chiu & cay trdng hoic
tao ma khong cé kha ning chéng chiu thubc diét co, hodc ting cudng kha ning chéng
chiu ctia cay trdng hoic tao ma c6 kha ning chéng chiu thudc diét co, ho#ic nghia chinh

bao gdm ca hai.

Khi dugc str dung trong ban mo ta, ‘gém trinh tu,” ¢ gém chu yéu 12 trinh tu,” hodc
‘chira trinh tu’ dugc st dung dé chi ca hai truong hop chira trinh tyr duge mo ta, hodc
can chira trinh tu, va c¢6 thé duoc hidu nghia 13 chua trinh ty khéc véi trinh ty dugc mo
t4 va/hodc chira dot bién (bé sung, lam khuyét va/hoac thay thé axit amin ho#c axit
nucleic), mién 13 duy tri duge hoat tinh bén trong clia protein, polypeptit, hodc axit

nucleic phén tir va thé hién chirc ning du dinh.

Theo mdt phuong &n, sang ché @ cap dén mot hoic nhiéu bién thé polypeptit

dugc chon tr nhém gém

bién thé polypeptit chita, gdm chu yéu 13, hodc gdm trinh ty axit amin trong d6
mot hodc nhiéu loai dugce chon tir nhém gém axit amin tac dong dén su twong tac giita
thudc diét c¢o (e ché PPO va polypeptit cia PPO, SEQ ID NO: 1 (vi dy, axit amin dugc
dinh vi trén vi trf lién két ctia SEQ ID NO: 1 tuong tac véi thudc diét ¢ tre ché PPO),
duoc xda hoac dugc thé 14n luot doc 1ap béng axit amin khac ma khac véi axit amin ban
dau & vi tri tuong tmg, hodc trinh ty axit amin c6 do dong nhét 95% hoic cao hon, 98%

hoic cao hon, hodc 99% hodc cao hon véi no;

bién thé polypeptit chira, gdm chu yéu 13, hodc gdm trinh tw axit amin trong d6
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mot hodic nhiéu loai duoc chon tir nhém gém axit amin tac dong dén sy tuong tac gifta
thudc diét cd trc chd PPO va polypeptit cia PPO, SEQ ID NO: 3 (vi dy, axit amin duoc
dinh vi trén vi tri lién két cia SEQ ID NO: 3 tuong tac voi thude diét ¢ e ché PPO),
duogc x6a hodc dugce thé 14n luot doc 1ap bang axit amin khac ma khac vdi axit amin ban
d4u & vi tri twong Umg, hoic trinh ty axit amin c¢6 do ddng nhét 95% hoic cao hon, 98%

hoic cao hon, hodc 99% hoéc cao hon véi no;

bién thé polypeptit chia, gdm chu yéu 13, hoic gbém trinh ty axit amin trong d6
mot hodc nhiu loai duge chon tir nhém gém axit amin tac dong dén sy tuong tac giita
thudc diét co tre ché PPO va polypeptit ctia PPO, SEQ ID NO: 5 (vi du, axit amin duoc
dinh vi trén vi tri lién két cia SEQ ID NO: 5 tuong tac voi thude diét co tc ché PPO),
duoc x6a hodc dugc thé 14n luot doc 1ap béng axit amin khdc ma khac véi axit amin ban
dau & vi tri twong tng, hodc trinh ty axit amin c6 d déng nhit 95% hodc cao hon, 98%

hodc cao hon, hodc 99% hodc cao hon véi nd; va
t6 hop cua no.

Theo phuong 4n khac, séng ché 2 xuét polynucleotit ma hoa bién thé polypeptit,
vecto tai td hop chira polynucleotit, va té bao tai td hop chita vecto tai t& hop.
Polynucleotit c6 thé duoc thiét ké sao cho codon duge t8i wu hoa cé trong té bao can
duoc bién nap trong codon méa héa mdi axit amin. Codon dugc tdi uu héa ¢6 thé dé dang
da duoc bibt véi ngudi 6 hidu biét trung binh vé linh vyuc nay (vi du, tham chiéu dén

"http://www.genscript.com/codon-opt.html", "http:/sg.idtdna.com/CodonOpt" v.v.).

Theo phuong 4n khéc, sang ché @& xuét ché phim dé tao ra hogc ting cudng kha
nang chéng chiu thudc diét co cta cay tréng hodc tdo, chira mot hodc nhiéu loai duoc
chon tr nhém gdm bién thé polypeptit, polynucleotit ma héa polypeptit, vecto tai t6 hop
chira polynucleotit, té bao téi t hop chura vecto tai t6 hop, va t6 hop ctia né.

Theo phuong an khéc, sang ché d& xuét thé bién nap c6 kha ning chéng chiu
thudc diét co, duoc bién nap véi polynucleotit.

Theo phuong 4n khéc, séng ché d& xuit phuong phéap chuén bi cay trdng chuyén
gen hoic tho chuyén gen c6 kha ning chdng chiu thubc diét cd, bao gdm bude bién nap
tao, hodc cay trong té bao, t& bao trin, thé sin, try dudi 14 mAm, hat giéng, 14 mAm, chdi,

hodc toan b cay biang polynucleotit.
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Theo phuong an khéc, sdng ché dé xuét phuong phap tao ra hodc ting cudng kha
ning chdng chiu thudc diét co cia cy trong hodc tdo, bao gdm budce bién nap tdo, hodc
ciy trong t€ bao, t& bao tran, thé san, tru dudi 14 mam, hat giéng, 14 mam, choi, hodc

toan bd ciy bang polynucleotit.
Sau day, sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon.

Polypeptit cta trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1, 3, 5, hodc bién thé ca né
dugc d& xuét trong ban md ta 13 protein PPO thu dugce tir sinh vét chua c6 nhén dién
hinh (vi du, cyanobacteria), va la protein PPO chbng chiu thudc diét cé c6 kha ning
chéng chiu thudc diét co e ché PPO. Cu thé 13, protein PPO ma thu dugce tix Oscillatoria
nigro-viridis PCC 7112 dugc dé xuét, va né duge chi dinh dudi dang CyPPO2, va trinh
ty axit amin cua n6 dugc thé hién bai SEQ ID NO: 1, va trinh tu nucleotit clia gen ma
héa ciia néd duoc thé hién boi SEQ ID NO: 2. Ngoai ra, PPO thu dugc tir chiing Lyngbya
sp. PCC 8106 duoc dé xuét, va né duge chi dinh duti dang  CyPPO4, va trinh tw axit
amin cua né duge thé hién boi SEQ ID NO: 3, va trinh tu nucleotit clia gen mé hoéa cta
n6 dugc thé hién boi SEQ ID NO: 4. Ngoai ra, PPO thu duoc tlir ching Halothece sp.
PCC 7418 dugc d& xuit, va né duoc chi dinh dudi dang CyPPOS, va trinh tu axit amin
ctia né duoc thé hién bai SEQ ID NO: 5, va trinh ty nucleotit ctia gen mé héa ctia no
dugc thé hién boi SEQ ID NO: 6. Trong ban md ta, polypeptit va bién thé ctia polypeptit
duoc mo6 ta & trén co thé dugc biéu hién lan luot dudi dang protein PPO chéng chiu
thudc diét co hodc bién thé protein PPO chéng chiu thudc diét co c6 kha ning chéng
chiu thuéc diét co trc ché PPO. Ngoai ra, khi dugc st dung trong ban mé ta, “PPO chéng
chiu thudc diét co hodc bién thé ctia n6” c6 thé duge sir dung dé chi protein PPO chong
chiu thudc diét c6 & trén hogc bién thé protein PPO chdng chiu thudc diét co, gen ma
héa protein PPO chdng chiu thuée diét c6 hodc gen ma hoa bién thé protein PPO chéng

chju thudc diét co, hodc tAt ca chung.

Protein PPO thu dugc tir cyanobacteria ¢ thé ¢6 kha ning chdng chiu thubc diét
b e ché PPO duoc ting cudng va/hodc béng céach chira dot bién (bién di) axit amin
trong pham vi duy tri dugc hoat tinh enzym hon protein PPO kidu dai. Dot bién axit
amin ndy co thé bao gc‘Sm su thay thé, lam khuyét, bd sung va/hodc dua vao mot hodc
nhidu loai axit amin dugc chon tir cic gbe axit amin clia vi tri tuong tac gitta protein

PPO va thudc diét co.
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Bién thé protein PPO s& dugc mé ta chi tiét hon duéi day.
Mot phuong an d& xuét bién thé polypeptit chira, gbm chu yéu 13, hogic gdm:

trinh tu axit amin trong d6 mdt hodc nhiéu loai duoc chon tir nhém gbm axit amin
tac dong dén su twong tac gilta thudc diét co e ché PPO va polypeptit cia PPO, SEQ
ID NO: 1 (CyPPO2) (vi dy, axit amin dugc dinh vi & vi tri lién két vé6i thude diét co e
ché PPO cua polypeptit cia SEQ ID NO: 1), duge x6a hodc duoc thé 14n luot ddc lap
béng axit amin khéc, khac véi axit amin ban dau (cu thé, axit amin & vi tri twong tmg

cua ki€u dai), hoac

trinh ty axit amin c6 do ddng nhét 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon voi nd.

Gbc axit amin ctia polypeptit cia SEQ ID NO: 1, duge x6a hodc duge thé bang
axit amin khac ma khac véi axit amin ban dau (vi du, mot hodc nhiéu géc duoc chon tir
nhém gdm axit amin duoc dinh vi trén vi tri lién két véi thude diét cé e ché PPO cua
polypeptit ctia SEQ ID NO: 1), ¢6 thé 1a mot hodc nhidu duoc chon tir nhém gém
S63(nghia 1a “S(Ser) & vi tri thit 63”; su bidu hién cua cac gde axit amin sau day duoc
hiéu theo ciing mot cach), P91, R92, F169, V173, A175, E228,1.229, P316, V318, F337,
1340, G351, T352, 1353, va Y373 trong trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong an cu thé, bién thé cta polypeptit c6 thé chira, chu yéu gdm,

hodc gdm:

trinh ty axit amin trong d6 mdt hodc nhiéu dugc chon tir nhém gSm S63, P91,
R92, F169, V173, A175, E228, 1.229, P316, V318, F337, L340, G351, T352, 1353, va
Y373 cita trinh tur axit amin ciia SEQ ID NO: 1 dugc x6a hodc dugc thé 1an luot va doc
lap bing axit amin ma dugc chon tir nhém gdm M(Met), V(Val), I(Tle), T(Thr), L(Lew),
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 khic v6i axit amin & vi tri twong tng
& kiéu dai (vi du, duoc thé bing axit amin ma duoc chon tir nthém gébm M(Met), V(Val),
I(Ile), T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), S(Ser), F(Phe), v.v. va khac voi axit amin & vi

tri twong tmg & kiéu dai), hodc

trinh tu axit amin c¢6 do dé)ng nhit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon véi no.
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Vi du, bién thé cna polypeptit c6 thé chira, cht yéu gdm, hozic gbm:

trinh tu axit amin chita mdt hodc nhiéu d6t bién axit amin dwoc chon tir nhom
gdm Y373M (nghia 1a “gc axit amin & vi trf thtr 373 dugc thé tir Y(Tyr) dén M(Met)”;
su biéu hién cta dot bién axit amin sau day duoc hiéu theo cting mét cach), Y373V,
Y3731, Y373T, Y373L, Y373C, F169A, A175C, A175L, A1751, P316A, P316L,
V318M, V318T, V318L, G351A, S63T, P91L, R92A, V1738, V173C, V173T, VI73L,
E228A, L.229F, F337V, L340T, L3401, L340V, T352V, 1353T, I353L, 1353V, va I353C,
trong trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1; hodc

trinh ty axit amin cé do ddng nhat 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hoic cao hon véi nd.
Vi du, bién thé ctia polypeptit c6 thé chira, cha yéu gdm, hogc gdm:

trinh tw axit amin ch@ta mot hogc nhiéu dot bién axit amin dugc chon tir nhém
gdm dot bién axit amin cta Y373M, Y373V, Y3731, Y373T, Y373L, Y373C, F169A,
A175C, A175L, A1751, P316A, P316L, V318M, V318T, V318L, G351A, S63T, PI1L,
R92A, V1738, V173C, V173T, V173L, E228A, L229F, F337V, L340T, L3401, L340V,
T352V, I353T, I353L, 1353V, I353C, S63T+Y373M (nghia 1a thé dot bién hogc dot bién
chira tt ca su thay thé cta gbc tht 63 tir S dén T va sy thay thé cta gbe thit 373 tr Y
dén M; su biéu hién cta hai hodc nhidu hon hai dot bién axit amin sau day duoc hiéu
theo ciing mdt céch), ROZA+Y373M, V173S+Y373M, V173S+Y3731, V1738+Y373L,
V173S+Y373V, V173C+Y373M, V173C+Y3731, V173T+Y373M, V173T+Y373],
V173L+Y373M, A175L+Y373M, A175L+Y373], A175C+Y373M, A175C+Y373L,
A1751+Y373M, E228A+Y373M, L229F+Y373T, V318M+Y373M, V318M+Y373L,
V318M+Y373V, V318T+Y373L, L340I+Y373M, L340I+Y3731, L340V+Y373M,
G351A+Y373M, I353T+Y373M, I353T+Y373L, I353T+Y373L, I353L+Y373M,
1353V+Y373M, [I353C+Y373M, S63T+V173S+Y373M, S36T+V1738+Y373],
S63T+I353T+Y373M, S63T+H353T+Y373I, V1738+V318M+Y373M,
V173T+L340I+Y373M,  V173S+A175C+Y373M,  A175C+V318M+Y373M,
A175L+V318M+Y373M, A175CHI353L+Y373M, A175C+I353V+Y373M,
P316A+V318L, P316L+V318L, F337V+Y373M, T352V+Y373M,
G351A+T352V+Y373M, va P91L+Y373M, trong trinh tw axit amin ciia SEQ ID NO:

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

99% hoic cao hon vai nd.
Phuong 4n khac dé xuét bién thé polypeptit chira, chii yéu gbdm, hodc gbm:

trinh ty axit amin trong d6 mdt hodc nhiéu duoc chon tir nhém gém axit amin tac
dong dén sy twong tac gitra thudc diét ¢ e ché PPO va polypeptit ciia PPO, SEQ ID
NO: 3 (CyPPO4) (vi dy, axit amin dugc dinh vi trén vi tri lién két vé6i thude diét co e
ché PPO ctia polypeptit ctia SEQ ID NO: 3), dugc x6a hodc dugc thé 1an luot va doc 1ap
béng khéc axit amin ma khéc voi axit amin ban d4u (cu thé, axit amin & vi tri twong Ung

cua kiéu dai), hodc

trinh ty axit amin cé do déng nhét 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon vai nd.

Géc axit amin ctia polypeptit cia SEQ ID NO: 3 ma dugc xda hodc dugc thé
bing axit amin khac ma khic v6i axit amin ban dau (vi du, mdt hodc nhiéu loai duogc
chon tir nhém gdm axit amin duoc dinh vi trén vi tri lién két voi thude diét co e ché
PPO cua polypeptit ctia SEQ ID NO: 3) ¢ thé 12 mot hodc nhiéu duge chon tir nhém
gdm N63, S64, S66, P67, P92, R93,F170, S172, G173, V174, Y175, A176, R190, E230,
1231, P318, V320, F339, G340, N341, L342, 1.352, G353, T354, 1355, Y375, 1424,
V458, va R465, vi du, mot hodc nhidu duge chon tir nhém gdm A176, P318, V320, va
Y375, cua trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 3.

Theo mot phuong 4n cu thé, bién thé cua polypeptit c6 thé chira, chu yéu gdm,

hodc gom:

trinh tu axit amin trong d6 mdt hodc nhiéu duoc chon tir nhém gém N63, S64,
S66, P67, P92, R93, F170, S172, G173, V174, Y175, A176, R190, E230, L231, P318,
V320, F339, G340, N341, 1.342, 1.352, G353, T354, 1355, Y375, 1424, V458, va R465,
vi du, mdt hodc nhiéu duoc chon tir nhém gdm A176, P318, V320, va Y375, cta trinh
tw axit amin ctia SEQ ID NO: 3 duoc x6a hodc duge thé 1an luot va doc lap b'fmg axit
amin ma dugc chon tr nhom 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), K(Lys), v.v. va khac véi axit amin & vi trf tuong tmg & kiéu dai
(vi dy, duoc thé bang axit amin ma dugc chon tir nhém gébm M(Met), V(Val), I(Ile),
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T(Thr), L(Leu), C(Cys), A(Ala), v.v. va khac v6i axit amin & vi trf twong ung & kiéu

dai), hodc

trinh tu axit amin cé do déng nhit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon véi nd. |
Vi dy, bién thé cua polypeptit c6 thé chira, chu yéu gdm, hoidc gbm:

trinh ty axit amin chra mdt hodc nhiéu d6t bién axit amin dwoc chon tir nhém
gdm Y375M, Y375V, Y3751, Y375T, Y375C, A176C, A176L, P318L, V320L, V320M,
va P318A, trong trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 3, hodc

trinh tu axit amin c6 do dong nhit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hoic cao hon véi nd.

Cu thé hon, bién thé cua polypeptit c6 thé chira, chi yéu gdm, hogc gdm trinh tu
axit amin chira axit amin dot bién ctia Y375M, Y375V, Y3751, Y375T, Y375C, A176C,
A176L, P318L+V320L, V320M, hodc P318A+V320L, trong trinh ty axit amin cua SEQ
ID NO: 3 hodc trinh tu axit amin c6 do ddng nhit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon,

hodc 99% hoic cao hon véi no.
Phuong 4n khéc dé xuét bién thé polypeptit chira, chii yéu gbdm, hogc gdm:

trinh tu axit amin trong d6 mot hodc nhiéu dugc chon tir nhém gém axit amin tac
dong dén su tuong tac giita thudc diét co e ché PPO va polypeptit cua PPO, SEQ ID
NO: 5 (CyPPO8) (vi dy, axit amin dugc dinh vi trén vi tri lién két v6i thude diét co tc
ché PPO ctia polypeptit cia SEQ ID NO: 5), duoc x6a hodc duge thé 1an lugt va doc lap

bang axit amin khac ma khac véi axit amin ban dau, hodc

trinh tu axit amin cé do ddng nhit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon véi nd.

Géc axit amin cua polypeptit cua SEQ ID NO: 5 duogc x6a hodc duge thé bang
axit amin khac ma khac véi axit amin ban dau (vi du, mot hodc nhiéu loai dugc chon tir
nhém g@)m axit amin dugc dinh vi ¢ vi tri lién két v6i thude diét ¢ e ché PPO cla
polypeptit cia SEQ ID NO: 5) ¢6 thé 12 mot hodc nhiéu duoc chon tir nhém gdm P84,
R85, F156, V160, A162, Q179, P306, V308, F327, 330, 1343, N362, vaF363 cta trinh
tu axit amin cia SEQ ID NO: 5.

-15-



38834

Theo mot phwong 4n cu thé, bién thé cua polypeptit c6 thé chira, chi yéu gdm,

hodc gom:

trinh ty axit amin trong d6 mdt hodc nhiéu duoc chon tir nhém gém P84, R85,
F156, V160, A162, Q179, P306, V308, F327, 1330, 1343, N362, va F363 cua trinh ty
axit amin cua SEQ ID NO: 5 dugc x6a hodc dugc thé 1an luot va doc lap béng axit amin
ma duoc chon tir nhém gdm 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 & vi trf tuong tmg ¢ kiéu dai (vi du,
duoc thé bing axit amin ma dugc chon tir nhém gém M(Met), V(Val), I(Ile), T(Thr),
L(Leu), C(Cys), A(Ala), S(Ser), H(His), G(Gly), v.v. va khic véi axit amin & vi tri tuong
ung o kiéu dai), hodc

trinh tu axit amin ¢ do dong nhit 95% hoic cao hon, 98% hoic cao hon, hodc

99% hodc cao hon véi nd.
Vi du, bién thé cia polypeptit c6 thé chura, chi yéu gdm, hoic gbm:

trinh ty axit amin chira mot hoac nhidu d6t bién axit amin duoc chon tir nhém
gdm P84L, R85A, R85C, R85H, R85L, R85T, R85V, F363M, F363V, F363L, F363C,
F3631, F363T, A162C, A162L, P306L, P306A, V308L, V308M, N362S, V160S,
V160C, 1343V, I343T, F156A, Q179G, F327V, va L330T, trong trinh tu axit amin cla
SEQ ID NO: 5, hodc

trinh ty axit amin c6 d6 ddng nhit 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodic cao hon véi nd.
Cu thé hon, bién thé ctia polypeptit c6 thé chira, chu yéu gdm, hozc gom:

trinh tu axit amin chra mdt hodc nhidu d6t bién axit amin duoc chon tir nhém
gdm dot bién axit amin cia P84L, R85A, R85C, R85H, R85L, R85T, R85V, F363M,
F363V, F363L, F363C, F3631, F363T, A162C, A162L, P306L, P306A, V308L, V308M,
N362S, V1608S, V160C, 1343V, 1343T, F156A, Q179G, F327V, L330T, P84L+F363M,
R85A+F363M, R85A+F3631, R85C+F363M, R85H+F363M, R85L+F363M,
R85T+F363M, R85V+F363M, R85A+A162L+F363M, R85A+A162L+F363],
R85A+A162C+F363M, R85A+A162C+F3631, R85A+V308M+F363M,
V160S+F363M, V160S+F3631, V160S+V308M+F3631, A162L+F363M,
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A162C+F363M, A162C+F3631, A162C+F363L, A162C+V308M+F363M,
A162C+V308L+F363M, A162L+Q179G+F363M, P306A+V308L, P306L+V308L,
V308M+F363M, V308M+F3631, 1343T+F363M, 1343V+F363M, va N3625+F363M,
trong trinh ty axit amin ciia SEQ ID NO: 5, hodc

trinh tu axit amin c6 d déng nhéit 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc

99% hodc cao hon vdi nd.

Bién thé polypeptit chita, chi yéu gdm, hodc gém trinh tu axit amin ¢6 do dong
nhét trinh tu (vi du, 95% hoic cao hon, 98% hodc cao hon, hodc 99% hodc cao hon @0
ddng nhét trinh tr) duge mo ta trong ban md ta co thé duy tri hoat tinh enzym tuong
dwong v6i hoat tinh enzym cua polypeptit ¢6 trinh tw axit amin ma 12 tiéu chuén xac
dinh do d@)ng nhét trinh tu (vi dy, protein PPO c6 axit amin dot bién dugc mod ta & trén),
vi du, hoat tinh enzym 5% hodc cao hon, 10% hodc cao hon, 20% hodc cao hon, 30%
hodc cao hon, 40% hodc cao hon, 50% hodc cao hon, 60% hodc cao hon, 70% hodc cao
hon, 80% hoic cao hon, 90% hozc cao hon, hodc 95% hodc cao hon so véi polypeptit
c6 trinh ty axit amin ma 1a tiéu chuén & cay trdng (& toan bd cay, & té bao hodc moi
truong nuodi chy té bao cay trdng, & md cdy, v.v.), & tdo, va/hodc in vitro, va c6 chirc
ning dé tao ra kha ning chéng chiu thude diét co. Phén m6 ta d6 ddng nhét trinh tw dugc
stt dung dé lam 16 13 bién thé protein hoic bién thé polypeptit PPO c6 kha ning chéng
chiu thubc diét ¢o duge md ta trong ban mo ta c6 thé chira tt ca dot bién trinh tw & pham
vi thoa man diéu kién néu trén (duy tri hoat tinh enzym va cé chirc ning dé tao ra kha

ning chéng chiu thudc diét co).

Tén cua axit amin dugc st dung trong phan mé ta duge bo tri nhu sau:
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Axit amin M3 3 chi Mai 1 chit
__Alanin_ Ala A
Isoloxin Ile 1
Loxin Leu L
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Tryptophan Trp [}
Valin Val v
Aspargin Asn N
Xystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glyxin__ Gly G
Serin Sar g
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 polypeptit (bién thé protein PPO chéng chiu thudc diét cd) c6 thé duy
tri hoat tinh enzym cua protein PPO, va c6 khé ndng chéng chiu thubc diét cé dugc ting
cudng so véi kiéu dai.

Ngoai ra, bién thé protein PPO chéng chiu thubc diét cé ¢6 thé con chira dot bién
¢6 hoat tinh sinh hoc bang véi polypeptit gdm SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 5, hoiic trinh tw axit amin c6 dot bién axit amin duge md t & trén. Vi du, dot bien
bd sung c6 thé 14 su thay thé axit amin ma khong thay thé téng hoat tinh phan tir, va su
thay thé axit amin nay da biét chung trong linh vyc nay. Theo mét vi du, su thay thé b
sung c6 thé 1a sy thay thé cua cac gbc axit amin Ala/Ser, Vallle, Asp/Glu, Thr/Ser,
Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Lew/lle, Leu/Val, Ala/Glu, hoic Asp/Gly, nhung khong bi gi6i han & d6. Trong mét 5O
trudmg hop, bién thé protein PPO chéng chiu thude diét ¢b c6 thé 1a dudi cai bién bing
mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhom gém phosphoryl hoa, sulfat héa, axyl hoa,
glycosyl hoa, metyl héa, farnesyl hoa, v.v. Ngoai ra, bién thé protein PPO chéng chiu
thudc diét co c6 thé chia bién thé protein trong d6 d dn dinh cAu trac voi nhiét, d6 pH,
v.v. cua protein duge tdng 1én hodc hoat tinh protein dugc tang 1én bang bién di (dot
bién) va/hodc cai bién axit amin.

Thuat ngit “d6 ddng nhat trinh tu” dung dé chi mte dd tuong tw v6i kicu dai hogc
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trinh tu axit amin ho3c trinh ty nucleotit tham chiéu, va protein bét ky cé thé duogc bao
gdm trong pham vi clia sang ché, min 12 n6 bao gdm cac gbc axit amin c6 do ddng nht
60% hodc cao hon, 65% hodc cao hon, 70% hodc cao hon, 75% hodc cao hon, 80% hoac
cao hon, 85% hoic cao hon, 90% hodc cao hon, 95% hodc cao hon, 98% hodc cao hon,
hotic 99% hoiic cao hon véi trinh ty axit amin cta protein PPO chdng chiu thudc diét co
va gift hoat tinh sinh hoc twong dwong véi bién thé protein PPO chéng chiu thudc diét
6. Thé twong ddng protein ndy c6 thé chtra vi trf hoat tinh twong duong véi clia protein
dich. Viéc so sanh dd ddng nhét c6 thé dugc thuc hién béng mét hodc nhd su gitp 46
ctia chuwong trinh so sanh d4 c6 sén. Chuong trinh may tinh c6 bén trén thi truong c6 thé
tinh phan trim (%) do ddng nhét gitta hai hodic nhiéu hon hai trinh ty, va d6 dong nhat
(%) c6 thé dugc tinh trén trinh tu tiép can. Viéc sdp thing trinh ty d8 so sanh c6 thé dugc
thuc hién bing phuong phap da biét trong linh vuc nay, vi du, GAP, BESTFIT, BLAST,
FASTA va TFASTA.

Protein PPO chéng chiu thudc diét cd hogc bién thé ctia n6 ¢6 thé thu duoc bang
cach tach chiét tir tu nhién va tinh sach bang phuong phap da dugc biét trong linh vuc
nay. Noi cach khéc, no co thé thu duoc dudi dang protein téi td hop st dung k§ thudt tai
t6 hop gen. Trong trudng hop sur dung k¥ thuat tai td hop gen, no ¢6 thé thu duge bang
quy trinh thu thép protein PPO chéng chiu thudc diét co hodc bién thé cua no tir té bao
chu, sau khi dua axit nucleic mé hoéa protein PPO chéng chiu thubc diét co hoic bién
thé ctia n6 vao vecto biéu hién thich hop, va bién nap té bao chu bing vecto dé biéu hién
protein dich. Sau khi protein duge biéu hién & té bao chu duge chon, k§ thuét tich hoa
sinh néi chung, vi du, xir Iy bang cht 1am két taa protein (két tia kidu tao mudi), ly tam,
ph4 v bang siéu am, siéu loc, thAm tich, sic ky nhu sac ky ray phan tir (loc gel), sac ky
hép phu, séc ky trao dbi ion, sic ky ai luc va tuong tu 6 thé duoc st dung dé phan 1ap
va tinh sach no6, va dé tach protein c6 do tinh khiét cao, cac phuong phap nay co thé

duoc st dung két hop.

Phan tir axit nucleic PPO chdng chiu thude diét cé (polynucleotit ma héa protein
PPO hoic bién thé ctia né) ¢6 thé dugc phan 1ap hodc chuén bi st dung k¥ thudt sinh
hoc phén tir tiéu chuén, vi du, phuong phép tong hop héa hoc hodc tai t6 hop, hoic

phuong phéap c6 ban trén thi trudng c6 thé dugc st dung.

Theo phuong an cu thé, protein PPO dugc tim thdy 14 c6 kha nang chéng chiu
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thudc diét co chinh véi ho PPO dai dién 9 (e ché thudc diét co duge phan loai theo cu
truc hoa hoc cta ching ¢ hé théng thir nghiém kha ning chéng chiu thube diét co su
dung E. coli BT3 thiéu hut PPO (APPO). Ciing dugc tim thiy 1a protein c6 thé dugc
biéu hién & 14 cay thudc 14 bang cach bién nap qua trung gian Agrobacterium, va ching
cling c6 thé duoc biéu hién & lap luc cia ciy trdng bang cach st dung peptit van chuyén
(TP). Ngoai ra, dugc tim thdy 1a protein PPO ciing c¢6 thé dugc biéu hién & Columbia-0
kiéu sinh thai Arabidopsis thaliana (4. thaliana) bing vecto biéu hién cay trdng. DU cdy
trdng d4 bién nap dugc xtt ly bing thubc diét co e ché PPO, su nay mAm va sinh trudng
cua cay trdng quan sat dugc. Ngoai ra, su di truyén tinh trang chdng chiu thudc diét co

& trén cho thé hé tiép theo dugc xac nhan bang nghién ctru di truyén.

Do do, protein PPO va bién thé ctia n6 duoc dé xuit trong ban mo ta c6 thé duoc
dua vao cay trong hoic tao, do d6 dugce sir dung dé ting cudng kha ning chéng chiu
thubc diét co cia cay trong hodc tao.

Mot phuong 4n dé xuét ché phim dé tao ra va/hodc ting cuong kha ning chéng
chiu thudc diét co clia cay trdng va/hoic tao, chira mot hodc nhiéu dugc chon tir nhém
gdm:

(1) polypeptit chira, chu yéu gbm, hoic gdm SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 3, hodc trinh tu axit amin cé 4o déng nhit 95% hodc cao hon, 98% hodc cao

hon, hoic 99% hodc cao hon véi no;
(2) bién thé polypeptit duge md ta & trén;
(3) polynucleotit mé& hoa polypeptit (1) hodc bién thé polypeptit (2);
(4) vecto tai tb hop chira polynucleotit; va
(5) t& bao tai tb hop chira vecto tai t hop.

Thubc diét c6 trong ban mo ta ding dé chi thanh phén hoat tinh ma ti€u diét, kiém
soat, hoic néi cach khac bién dbi bat loi cho su sinh truéng cla cdy trdng hodc tio.
Ngoai ra, kha ning chéng chiu thubc diét co hodc kha ning chéng chiu thudc diét cd c6
nghia 13 ngay ca sau khi xu ly thudc diét co ma thuong tiéu diét ciy thong thuong hodc
kiéu dai hodc thuong (rc ché sy sinh trudng cua nod, viée tc ché su sinh truong cua cay
bi lam yéu hodc bi triét tiéu, so voi cua cly théng thudng hodic kiéu dai, va do 6, cdy

trdng tiép tuc sinh trudng. Thudc diét cd bao gbm thudc diét co wc ché
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protoporphyrinogen oxidaza (PPO) cta cay trdng hodc tao. Thude diét cb trc ché PPO
niy c6 thé dugc phan loai thanh pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-
phenylphtalimit, thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidinedion, va cac thube diét

co khdac theo cu tric hoa hoc ctia ching.

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

saflufenacil, benzfendizon, va tiafenacil, nhung khong bi gi6i han ¢ do.

Thudc diét cd diphenyl-ete bao gdbm fomesafen, oxyfluorfen, aclonifen,
acifluorfen, bifenox, etoxyfen, lactofen, chlometoxyfen, chlorintrofen, fluoroglycofen-

etyl va halosafen, nhung khong bi gii han ¢ do.

Thudc diét co phenylpyrazol bao gbm pyraflufen-etyl va fluazolat, nhung khong
bi gidi han & do.

Thubc diét c6 phenylphtalimit bao gdm flumioxazin, cinidon-etyl va flumiclorac-

pentyl, nhung khoéng bi gidi han & do.

Thudc diét cd phenyleste bao gdbm phenopylat (2,4-diclophenyl 1-
pyrolidincarboxylat) va chit tuong tu cacbamat cua phenopylat (vi dy, O-
phenylpyrolidino- va chit tuong tu piperidinocacbamat (tham chibu dén“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 Chem., 1992, 40(10) 1993-20007)), v.v., nhung khong bi gioi
han & d6. Theo mdt phuong an, chét twong tu cacbamat ctia phenopylat c6 thé 1a mot
hodic nhiéu loai duge chon tir nhém gdm axit pyrolidin-1-carboxylic phenyl este (CAS
No. 55379-71-0), 1-pyrolidincarboxylicaxit, 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-difluoropiperidin-1-
carboxylat (CAS No. 138926-22-4), axit 1-pyrolidincarboxylic, 3,3-difluoro-,2,4-diclo-

-21-



38834

5-(2-propyn-1-yloxy)phenyl este (CAS No. 143121-10-2), 4-clo-2-fluoro-5-[(propan-2-
yloxy)cacbonyl]phenyl pyrolidin-1-carboxylat (CAS No. 13363 6-98-3), v.v.

Thudc diét co thiadiazol bao gdm fluthiacet va thidiazimin, nhung khong bi gidi

han & do.

Thubc diét cd oxadiazol bao gdm oxadiargyl va oxadiazon, nhung khong bi gi6i

han & d6.

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

Thude diét cé oxazolidinedion bao gdm pentoxazon, nhung khong bi giti han &
do.

Thubc diét c6 khac bao gdm pyraclonil, flufenpyr-etyl va profluazol, nhung
khong bi gidi han & do.

Gen PPO chéng chiu thubc diét cé dugc d& xuét trong ban md ta cd thé dugc dua
vao cdy tréng hodc tdo bang cac phwong phap khic nhau da biét trong linh vuc ndy, va

t6t hon 13, bang cach st dung vecto bidu hién dé bién nap cay trong hodc tao.

Trong trudong hop bién nap cay trong, gen khdi dAu thich hop ma c6 thé c6 trong
vecto c6 thé 1a gen khoi dau bét ky thuong dugc st dung trong linh vyuc k¥ thuat nay dé
dua gen vao cay trdng. Vi du, gen khoi dAu c6 thé bao gdm gen khai dau SP6, gen khoi
dau T7, gen khoi dau T3, gen khoi dau PM, gen khoi dau ubiquitin & cay ngd, gen khai
dau 35S virut kham & ciy cai hoa (CaMV), gen khoi dau nopalin synthaza (nos), gen
khoi dAu 35S virut kham & ciy huyén sam, gen khoi du virut bacilliform & ciy mia,
gen khoi du virut bénh ddm vang & commelina, gen khoi dau cam g 4nh sdng tir chu
trac dudi phan tir nhé cta ribulose-1,5-bisphosphat carboxylaza (ssRUBISCO), gen khai
ddu cytosolic triosephosphat isomeraza (TPI) & cly lua, gen khoi dau adenin
phosphoribosyltransferaza (APRT) cua 4. thaliana, gen khoi ddu octopin synthaza, va
gen khéi dAu BCB (protein lién két dong xanh), nhung khong bi gi¢i han & do.

Ngoai ra, vecto ¢ th8 bao gdm trinh ty tin hiéu poly A géy ra polyadenyl hoa
d4u tan cing 3°, va vi du, nd co thé bao gém NOS dau 3’ thu duoc tir gen nopalin
synthaza cua Agrobacterium tumefaciens, gen két thuc octopin synthaza thu duoc tir gen

octopin synthaza clia Agrobacterium tumefaciens, dau 3’ ctia gen rc ché proteaza I hodc
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II ctia cdy ca chua hodc cdy khoai tdy, gen két thic 35S CaMV, gen két thiic a-amylaza
RAmyl A & cay lua, va gen két thic phaseolin, nhung khong bi gi¢i han ¢ do.

Ngoai ra, gen khoi dAu cu thé & lap luc, gen khoi d4u nhan, gen khoi dAu chu truc,
hodc gen khéi ddu cam tmg c6 thé duoc st dung dé dwa gen vao tao dudi dang gen khoi
d4u. Gen PPO chéng chiu thubc diét co hodc bién thé ctia né duge d& xuét trong ban md
{4 ¢6 thé duoc thit ké dé lien két co didu khién v6i 5 UTR hodc 3° UTR, do d6 bicu
hién chiic ning & nhan cua tao. Ngoai ra, vecto co thé con chtta trinh ty diéu hoa phién
ma ma thich hgp dé bién nap tao. Gen tai t5 hop tao ra kha ning chdng chiu thudc diét
c6 c6 thé duge két hop vao hé gen cia nhan hodc hé gen cua lap luc 6 tao chu, nhung
khong bi gidi han ¢ do.

Ngoai ra, & vecto, peptit van chuyén cAn dé nhim dich dén lap luc c6 thé duoc
lién két v6i ddu 5° cta gen PPO dé biéu hién gen PPO chéng chiu thubc diét co & lap

luc.

Ngoai ra, mét céch tlry ¥, vecto con c6 thé bao gom gen mé héa trinh tu danh déu
¢6 thé chon duoc dudi dang phén tir bdo céo, va vi du cua trinh tu danh du c6 thé chon
dugc ¢6 thé bao gdm gen chéng chiu cac chét khang sinh (vi du, neomyxin, carbenixillin,
kanamyxin, spectinomyxin, hygromyxin, bleomyxin, cloramphenicol, ampixillin v.v.)
hozc thudc diét c6 (glyphosat, glufosinat, phosphinothricin, v.v.), nhung khong bi gioi

han & do.

Ngoai ra, vecto tai td hop dé biéu hién cay trdng c6 thé bao gdm vecto hai thanh
phan Agrobacterium, vecto ddng két hop, hodc vecto noi chung ma khéng co ving T-
ADN nhung dugc thiét k& dé duoc bidu hién & cay trong. Trong s6 chung, vecto hai
thanh phan ding @2 chi vecto chtra hai hé théng vecto tach chita mét plasmit chiu trach
nhiém phan tan gdm trinh tw bién bén trai (LB) va trinh tu bién bén phai (RB) & plasmit
Ti (cdm tng u), va plasmit khac dé chuyén gen dich, va vecto c¢6 thé bao gdm ving gen

khéi dau va polyadenyl hoa trinh tur tin hiéu 2 biéu hién & cay trong.

Khi vecto hai thanh phan hoic vecto ddng két hop duge st dung, ching d& bién
nap vecto tai td hop vao cay trdng t6t hon 12 Agrobacterium (bién nap qua trung gian
Agrobacterium). V& mat nady, Agrobacterium tumefaciens hodc Agrobacterium
rhizogenes c6 thé dugc sir dung. Ngoai ra, khi vecto khong c6 ving T-ADN dugc st

dung, dién di, bin hat, sy hip thu qua trung gian polyetylen glycol, v.v. ¢4 thé dugc st
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dung d& dua plasmit tai tb hop vao cdy trdng.

Cay trdng dugc bién nap véi gen bang phuong phép & trén co thé dugc biét hoa
lai thanh cdy tréng qua cam Ung thé sén, rhizogenesis, va sy thich nghi d4t st dung k¥

thuét tiéu chudn da biét trong linh vuc ndy.

Cay trdng dugc bién nap trong ban md ta ny duoc hiéu 12 bao gdm té bao & cay
tréng (chtra té bao duoc nudi céy huyén phu), té bao trin, thé san, tru dudi 14 mam, hat

gibng, 14 mam, chdi cling nhu cdy tréng trudng thanh.

Ngoai ra, pham vi cia thé bién nap bao gdbm thé bién nap dugc dua voi gen cling
nhu dong v6 tinh hogic thé hé con ctia n6 (thé he T1, thé he T, thé hé Ts, thé hé T, thé
hé Ts, hoac thé hé tiép theo bét ky). Vi dy, ciy trong duge bién nap ciing bao gbm cay
trdng c6 tinh trang kha ning chdng chiu thudc diét co duge di truyén dudi dang thé hé
con hitu tinh va v tinh ctia cdy trong dugc bién nap véi gen duge d@ xuét trong ban mo
ta. Pham vi clia sang ché cling bao gdm tt ca thé dot bién va bién thé thé hién dac diém
clia ciy trdng dugc bién nap ban dau, cling véi tAt ca san pham lai va dung hop cua ciy
trdng dugc bién nap véi gen dugce dé xuét trong ban md ta. Ngoai ra, pham vi cua sang
ché ciing bao g(‘A)m b6 phan cua cay tréng, nhu hat giéng, hoa, than, qua, 14, 18, cu,
va/hodc 1@ ct, dugc bit ngudn tir ciy trdng dugc bién nap ma dugc bién nap trude bang
phuong phéap theo sang ché, hodc thé hé con clia nd, va bao gdm it nhit mot phén cta té

bao dugc bién nap.

Cay trong, 4p dung sang ché, nhung khong giGi han cu thd & d6, ma c6 thé 1a it
nhit mdt dugc chon tir nhdém gém cay trdng mot 14 mam hodc hai 14 mam. Ngodi ra, ciy
trdng bao gdm cay than co hodc cy liy gb. Cay mot 14 mam c6 thé bao gdm cay trong
thubc ho Alismataceae, Hydrocharitaceae, Juncaginaceae, Scheuchzeriaceae,
Potamogetonaceae, Najadaceae, Zosteraceae, Liliaceae, Haemodoraceae, Agavaceae,
Amaryllidaceae, Dioscoreaceae, Pontederiaceae, Iridaceae, Burmanniaceae, Juncaceae,
Commelinaceae, FEriocaulaceae, Gramineae (Poaceae), Araceae, Lemnaceae,
Sparganiaceae, Typhaceae, Cyperaceae, Musaceae, Zingiberaceae, Cannaceae,

Orchidaceae, nhung khong bi gidi han & do.

Cay hai 14 mam c6 thé bao gom cy trong thudce ho Diapensiaceae, Clethraceae,
Pyrolaceae, Ericaceae, Myrsinaceae, Primulaceae, Plumbaginaceae, Ebenaceae,

Styracaceae, Symplocaceae, Symplocaceae, Oleaceae, Loganiaceae, Gentianaceae,
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Menyanthaceae, ~Apocynaceae, Asclepiadaceae, Rubiaceae, Polemoniaceae,
Convolvulaceae, Boraginaceae, Verbenaceae, Labiatae, 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, Eucommiaceae, Pittosporaceae,
Rosaceae, Leguminosae, Oxalidaceae, Geraniaceae, Tropacolaceae, Zygophyllaceae,
Linaceae, Euphorbiaceae, Callitrichaceae, Rutaceae, Simaroubaceae, Meliaceae,
Polygalaceae, Anacardiaceae, Aceraceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sabiaceae,
Balsaminaceae, Aquifoliaceae, Celastraceae, Staphyleaceae, Buxaceae, Empetraceae,
Rhamnaceae, Vitaceae, Elacocarpaceae, Tiliaceae, Malvaceae, Sterculiaceae,
Thymelacaceae,  Elacagnaceae, Flacourtiaceae,  Violaceae,  Passifloraceae,
Tamaricaceae, Elatinaceae, Begoniaceae, Cucurbitaceae, Lythraceae, Punicaceae,
Onagraceae, Haloragaceae, Alangiaceae, Cornaceae, Araliaceae, va

Umbelliferac(Apiaceae), nhung khong bi giéi han ¢ do.

Theo phuong an cu thé, cay tréng c6 thé 13 mot hodc nhiéu loai dugc chon tir
nhém gdm cdy luong thuc nhu cdy lda, cdy lta my, cdy lua mach, ciy ngd, cdy dau
tuong, cdy khoai tay, cay dau do, cay yén mach, va cay lta mién; ciy rau nhu bip cai
Trung Quéc, cu cai, 6t do, dau tay, ca chua, dua hiu, dua chuot, bép cai, dua 1€, bi ngo,
hanh hoa, cu hanh, va ca 1dt; cac cdy cho muc dich st dung cu thé nhu nhan sam, cay
thudc 14, cay bong, ¢ tuoi, cd 1am thirc &n cho gia sic, cdy vimg, cdy mia, cu cai dudng,
Perilla sp., cay lac, hat cai, co, va diu thdu dau cay trdng; cAy an qua nhu cdy téo, cdy
18, cy t4o ta, cy ddo, cay kiwi, cdy nho, cdy ho cam quit, cay hdng vang, cdy man, ciy
mo va cdy chudi; cay 1y gd nhu g6 thng, dau co, va cdy khuynh diép; cdy hoa nhu cay

hoa hdng, hoa lay-on, cay ddng tién, hoa cAm chudng, cdy hoa clc, cdy hoa ly va cay
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hoa tuy-lip; va c6 kho 1am thirc &n cho gia stic nhu rom ra, co ba l4 do, c6 néon cho méo,
cay linh lang, ¢ roi va cd lung luu nién, nhung khong bi gi6i han &. Theo phuong an
cu thé, cay tréng 6 thé 1a mot hodc nhidu loai duoc chon tir nhém gc‘Sm hai 14 mam cay
trdng nhu arabidopsis, cay khoai tiy, ciy ca tim, cdy thudc 14, 6t do, ca chua, cay nguu
bang, cAy tdn 6, cdy rau diép, cy cét canh, cdy rau chan vit, cy cai cau vOng, cay khoai
lang, cdy can tay, ci rdt, cAn nude, mii tay, bip cai Trung Qudc, bép cai, cti cai, dua
hAu, dua 18, dua chudt, bi ngd, cay bau, dau tiy, cdy dau tuong, ciy dau xanh, ciy dau
tay, va cay dd; va cay mot 14 mam nhu cay laa, cdy laa my, ciy lia mach, ciy ng6, cay

lta mién, v.v., nhung khong gidi han & do.

T4o0, 4p dung sang ché, nhung khong gi6i han cu thé ¢ d6, ma bao gom tao khong
nhén hoic tao ¢ nhan. Vi du, tdo c6 thé 14 cyanobacteria, to xanh, tio do, tao nlu, rong

bién, hoac vi tdo.

Cyanobacteria bao gdbm Chroococcales phylum (vi dy, 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 du, Arthronema, Arthrospira, Blennothrix,
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 (for exmaple,
Capsosira,  Chlorogloeopsis, ~ Fischerella, ~ Hapalosiphon, — Mastigocladopsis,
Mastigocladus, Nostochopsis, Stigonema, Symphyonema, Symphonemopsis, Umezakia,

Westiellopsis), v.v.

Chlorophyta, Chlamydomonas, Volvacales, Dunaliella, Scenedesmus, Chlorella,
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hoic Hematococem c¢6 thé dugce lay 1am vi du khéc cta tao.

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. co thé duoc 14y lam vi du khac clia tao.
Tuy nhién, khong gidi han & cac loai dugc néu ¢ trén, va tao thude cac giéng va ho khac

nhau khac c6 thé dugce chia.

Cay trong hoic tao dugc dua véi PPO chong chiu thudc diét co hodc bién thé cua
né duogc dé xuét trong ban mo ta ¢6 the c6 kha ning chong chiu v6i hai hodc nhiéu hon

hai thudc diét c6 tc ché PPO.

Do do, cdng nghé duoc dé xuét trong ban md ta co thé duoc sir dung dé kiém soat
co dai hoiic loai bé sinh vat thily sinh khéng mong mudn béng céch st dung hai hodc

nhidu hon hai loai thudc diét c¢é trc ché PPO 14n luot hodc ddng thoi.

Mot phuong an d& xult phuong phép kidm soat co dai trén dét trdng trot, bao
gdm budc cung cip cho dAt trdng trot cay trong chita protein PPO chéng chiu thudc diét
cd, bién thé cia né, hoic gen ma hda clia n6 dugc mo ta & trén, va budce st dung lidu

luong c6 hidu qua thude diét co tc ché protoporphyrinogen oxidaza cho d4t trdng trot.

Phuong 4n khéc dé xuit phuong phép loai bo sinh vét thuy sinh khong mong
muén khéi méi trudng nudi trdng, bao gdm bude cung cAp cho mdi trudong nudi trong
tdo chira protein PPO chéng chiu thudc diét co, bién thé cia né, hodc gen ma hoa cua
n6 duoc mo ta & trén, va budc st dung lidu lugng c¢6 hiéu qua thudc diét co tc ché

protoporphyrinogen oxidaza cho moi trudng nudi tréng.

Ngoai ra, protein PPO chéng chiu thude diét co, bién thé cua no, hodc gen ma
héa ctia né duoc d& xuét trong ban mo ta c6 thé dugc st dung két hop polypeptit chdng

chiu thudc diét cé thit hai hodc gen ma hoéa cua nd.
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Do do, cay trong hodc to dugc dua vdi PPO chbng chiu thudc diét co duoc dé
xuét trong ban md ta co thé c6 kha nang chdng chiu véi hai hodc nhiéu hon hai thude
diét c6 ma khac nhau vé co ché tac dung. Theo sang ché, hai hodc nhiéu hon hai thubc
diét c6 khac nhau bao gém thudc diét co e ché PPO, khic nhau vé co ché tac dung, c6
thé duoc st dung 14n luot hoic déng thoi, do d6 kiém soat duge co dai va/hodc loai bd
sinh v4t thiy sinh khong mong mudn. Sau day, thudc diét cé khac véi thudc diét co te

ché PPO vé co ché anh hudéng dugc goi 1a “thudc diét co tht hai”.

Mot phuong an dé xuét ché phdm dé tao ra hogc ting cudng kha nang chong chiu
thudc diét co cua cy trdng hoc tio, chira protein PPO chong chiu thude diét co dugc
md tA & trén, bién thé clia nd, hodc gen mi hda clia n6; va thude di€t co thir hai chong

chiu polypeptit hodc gen ma héa ctia no.

Phuong 4n khac dé xuét the bién nap c6 kha nang chong chiu thude diét co cia
cAy trong hodc tao, hodc dong vd tinh hogc the hé con cua nd, chira protein PPO chong
chiu thudc diét co duge mo ta & trén, bién thé ctia n6, hodc gen mé hoa cua nod; va thudc

diét c6 thir hai chdng chiu polypeptit hodc gen ma héa ctia nd.

Phuong 4n khéac d& xuit phuong phap tao ra cay trong hodc tao c6 kha ning chéng
chiu thudc diét co, bao gﬁ”)m budc bién nap tao, hodc cay tréng té bao, té bao tran, thé
sin, tru dudi 14 mam, hat giéng, 14 mam, chdi, hodc toan bd cay béng protein PPO chbng
chiu thudc diét cé dugc md ta & trén, bién thé cta nd, hodc gen ma hda cla nd; va thube

diét co thit hai chdng chiu polypeptit hodc gen ma héa ctia n6.

Phuong 4n khéc dé xut phuong phap kiém soét co dai trén d4t trdng trot, bao
gdm budc cung chp cho dit trong trot cdy trdng chira protein PPO chéng chiu thudc diét
cO dugc md ta & trén, bién thé cua no, hodc gen ma hoa cua nd; va thubc diét co thi hai
chéng chiu polypeptit hodc gen ma hoéa ctia nd, va bude sir dung liéu luong c6 hidu qua

thudc diét co (e ché protoporphyrinogen oxidaza cho d4t trdng trot.

Phuong 4n khéc dé xut phuong phép loai bo sinh vat thiy sinh khong mong
mudn khoi méi trudng nudi trdng, bao gdm budc cung cAp cho mdi truong nudi trong
tdo chtra protein PPO chéng chiu thudc diét co, bién thé cua nd, hodc gen ma hda cua
né; va polypeptit chéng chiu thudc diét co tht hai hodc gen ma héa cla nd, va budce st
dung lidu lugng c6 hidu qua thudc diét cd tc ché protoporphyrinogen oxidaza cho mdi

truong nuoi trong.
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Vi dy, cdy trong hodc tio con bao gdm polypeptit c6 kha nang chéng chiu thude
diét co thr hai hoic gen mé hoa ciia n6, do d6 ¢6 kha ning chéng chiu véi thude diét ¢

th(r hai méi va/hodc dugce ting cudng.

Vi dy, thudc diét co thit hai c6 thé bao g(‘A)m thubc diét co tc ché phan bao, thube
diét co uc ché quang hop, thubc diét co e ché su téng hop axit amin, thubc diét co tc
ché plastit, thubc diét cd G ché mang t& bao, va/hoic t6 hop bt ky ctia n6, nhung khong
bi gi6i han & d6. Thudc diét co th hai c6 thé duoc 1y vi du boi glyphosat, glufosinat,
dicamba, 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic), thudc diét ¢ e ché ALS (axetolactat
synthaza) (vi du, imidazolidinon, sulfonylure, triazol pyrimidin, sulphonanilit,
pyrimidin thiobenzoat, v.v.), thudc diét co uc ché hé théng quang héa 11, thubc diét co
géc phenylure, thudc diét co trc ché plastit, thubc diét co géc bromoxynil, va/hodc td

hop bét ky clia n6, nhung khong bi gisi han & do.

Vi dy, polypeptit chéng chiu thubc diét ¢ thit hai c6 thé dwoc 1y 1am vi du 1a
mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém gém EPSPS chdng chiu thudc diét co glyphosat
(5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza chéng chiu glyphosat), GOX (glyphosat
oxidaza), GAT (glyphosat-N-axetyltransferaza) hodc glyphosat decarboxylaza; PAT
chéng chiu thudc diét co glufosinat (phosphinothricin-N-axetyltransferaza); DMO
chéng chiu thudc diét co dicamba (dicamba monooxyaza); 2,4-D monooxyaza hodc
AAD chéng chiu thubc diét c6 2,4-D (aryloxyalkanoat dioxyaza); ALS chéng chiu thudc
diét c6 gbe sulfonylure tc ché ALS (axetolactat synthaza), AHAS (axetohydroxyaxit
synthaza), hodc AtAHASL (cAu triic dudi phan ti 10n axetohydroxyaxit synthaza); hé
théng quang héa II protein D1 chdng chiu thube diét cd uc ché hé thdng quang héa IT;
cytocrom P450 chéng chiu thuée diét co gdc phenylure; HPPD chéng chiu thude diét co
tic ché plastit (hydroxylphenylpyruvat dioxyaza); nitrilaza chéng chiu thubc diét co

bromoxynil; va td hop bat ky ctia né, nhung khong bi gidi han & do.

Ngoai ra, gen ma hoa polypeptit chdng chiu thude diét c6 thit hai c6 thé dugc liy
lam vi du 1a mot hodc nhiéu loai duogc chon tir nhém gém gen cp4 epsps, epsps (AG),
mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gat4621 chdng chiu thude diét ¢ glyphosat;
gen bar, pat hogc pat (SYN) chéng chiu thubc diét co glufosinat; gen dmo chéng chiu
thudc diét co dicamba; gen AAD-1 hogc AAD-12 chéng chiu thudc diét c62,4-D; ALS,
GM-HRA, S4-HRA, ZM-HRA, Csrl, Csrl-1, Csr1-2, SurA hogc SurB chéng chiu thude
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diét co gbe sulfonylure trc ché ALS; gen psba chdng chiu thuéc diét co e ché hé thong
quang hoéa II; gen CYP76B1 chéng chiu thudc diét c6 phenylure; gen HPPDPF W336
chéng chiu thudc diét co isoxaflutol; gen bxn chéng chiu thubc diét cd bromoxynil; va

td hop bét ky ctia n6, nhung khong bi gidi han ¢ do.
Téc dung c6 lgi

Bién thé cua protein PPO chéng chiu thu6c diét co hodc gen ma hoa cia n6 duoc
dé xuét trong ban mo ta duoc ap dung cho cay trdng hodc tao, do d6 tao ra va/hodc ting
cudng tinh trang kha ning chéng chiu thubc diét co t5t hon, va viéc kiém soat chon loc
duogc thuc hién béng cach st dung thube diét co, do @6 kiém soat cd dai hodc loai bod

sinh vat thily sinh mot cach kinh té.
Mo ta van tit cac hinh vé

FIG. 1 13 anh thé hién mrc sinh trudng té bio trong trudng hop xtt ly tiafenacil &
ndng d6 OpM (micromol), 25pM, 50uM, 100uM va 400uM, sau khi bién nap BT3 E.
coli thiéu hut PPO (BT3(APPO)) bing vecto rong pACBB (dugc thé hién bang V), gen
A. thaliana PPO1 (dugc thé hién bing WT), gen kidu dai CyPPO2 (dwoc thé hién bang
Cy2), gen kidu dai CyPPO4 (duoc thé hién bang Cy4), hodc gen kiéu dai CyPPOS (dugc
thé hién bang CyS3).

FIG. 2 1a ban db vecto pET29b.
FIG. 3 12 ban dd vecto pACBB-eGFP.
FIG. 4 12 ban d vecto pET303-CT-His.

FIG. 5 14 4nh thé hién mitc sinh truéng t& bao cta thé bién nap BT3 E. coli thiéu
hut PPO (BT3(APPO)) dugc bién nap véi gen kiéu dai CyPPO2 (duoc thé hién bing
Cy2 WT), hodc cac gen dot bién CyPPO2 khéc nhau, khi duge xut ly bang tiafenacil &
ndng @5 1n luot 13 OpM, SpM, 25uM, 50uM, 100uM va 200uM.

FIG. 6 12 4nh thé hién muc sinh trudng té bao cta thé bién nap BT3(APPO) dugc
bién nap v6i Cy2 WT, hodc cac gen dot bién CyPPO2 khac nhau, khi duoc xtt ly bing
saflufenacil & ndng do 1an lugt 1a OuM, SuM, 25uM, 50uM, 100uM va 200uM.

FIG. 7 14 anh thé hién muc sinh truéng t& bao ctia thé bién nap BT3(APPO) dugc
bién nap v6i Cy2 WT hodc cac gen dot bién CyPPO2 khéc nhau, khi duge xur ly béng
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flumioxazin & ndng d6 1an luot 1a OpM, SpM, 25uM, 50pM, 100pM va 200uM.

FIG. 8 13 4nh thé hién mirc sinh trudng té bao cta thé bién nap BT3(APPO) dugc
bién nap véi Cy2 WT hodc cac gen dot bién CyPPO2 khéc nhau, khi dugc xir Iy bang
fomesafen & ndng d6 14n luot 1a OpM, SpM, 25uM, 50pM, 100pM va 200uM.

FIG. 9 13 4nh thé hién mtc sinh trudng té bio cia thé bién nap BT3(APPO) dugc
bién nap voi Cy2 WT hodc céc gen dot bién CyPPO2 khac nhau, khi dugc xir 1y bang
acifluorfen & ndng do 1an lugt 1a OpM, SuM, 25uM, 50pM, 100pM va 200pM.

FIG. 10 14 4nh thé hién mirc sinh trudng t& bao cta thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap véi Cy2 WT hodc céc gen dot bién CyPPO2 khac nhau, khi duoge xtt ly
bang pyraclonil & ndng d6 14n lugt 1a OpM, 5uM, 25uM, 50uM, 100uM va 200pM.

FIG. 11 13 4nh thé hién muc sinh trudng t& bao ciia thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap voi Cy2 WT hodc cac gen dot bién CyPPO2 khéic nhau, khi duge xu ly
bing sulfentrazon & ndng d6 1an luot 1a 0uM, SuM, 25pM, 50uM, 100uM va 200uM.

FIG. 12 12 4nh thé hién muc sinh trudng té bao cta thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap véi Cy2 WT hodc céc gen dot bién CyPPO2 khéc nhau, khi duge xtt Iy
bing pentoxazon & ndng d9 1an lugt 1a OuM, SpM, 25uM, 50uM, 100uM va 200uM.

FIG. 13 13 anh thé hién mirc sinh trudng & bao ctia thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap voi Cy2 WT hodc cac gen dot bién CyPPO2 khic nhau, khi dugc xir Iy
bang pyraflufen-etyl & ndng d6 1an luot 1a 0uM, SpM, 25uM, 50uM, 100pM va 200uM.

FIG. 14 13 4nh thé hién muc sinh trudng té bao cua thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap v6i gen kiéu dai CyPPO4 (dugc thé hién bang Cy4 WT) hogc cc gen dot
bién CyPPO4 khac nhau, khi dugc xt ly bing tiafenacil & nong d¢ 1an lugt 1a OuM, SuM,
25uM, 50uM, 100uM va 200uM.

FIG. 15 13 4nh thé hién muc sinh trudng té bao cta thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap v6i Cy4 WT hodc céc gen dot bién CyPPO4 khéc nhau, khi dugc xur 1y
bang saflufenacil & ndng d¢ 1an lugt 1a OpM, 5pM, 100uM va 200uM.

FIG. 16 13 4nh thé hién muc sinh trudng té bao cua thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap v6i Cy4 WT hodc cac gen dot bién CyPPO4 khéc nhau, khi duge xir ly
bang flumioxazin & ndng do 1an luot 1a OpM, SpM, 100uM va 200uM.
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FIG. 17 13 4nh thé hién mtic sinh truéng t& bao ciia thé bién nap BT3(APPO)
dugc bién nap véi gen kiéu dai CyPPO$ (duoc thé hién bang Cy8 WT) hodc cac gen dot
bién CyPPO8 khac nhau, khi dugc xir Iy béng tiafenacil & ndng do 1an luot 13 0pM, SpM,
25uM, 50uM, 100puM, 200pM va 400uM, trong d6 dinh la két qua thu dugc bing cach
sir dung vecto pET303-CT-His, va ddy 1a két qua thu dugc bang céch sir dung vecto
pACBB.

FIG. 18 13 anh thé hién mérc sinh trudng t& bao cua thé bién nap BT3(APPO)
dugc bién nap voi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khéc nhau, khi duoc xir ly
bing saflufenacil & ndng do 14n luot 1a OuM, 5uM, 25uM, 50uM, 100pM va 200pM.

FIG. 19 13 anh thé hién méc sinh trudng t& bao cua thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap véi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khéc nhau, khi dugc xir ly
bing fomesafen & ndng do 1an lugt 1a 0pM, 5pM, 25uM, 50puM, 100pM va 200uM.

FIG. 20 13 anh thé hién mirc sinh truéng t& bio cta thé bién nap BT3(APPO)
dugc bién nap véi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khéc nhau, khi dugc xir Iy
bing acifluorfen & ndng @6 1an lugt 1a OuM, 5uM, 25uM, 50uM, 100pM va 200uM.

FIG. 21 1 anh thé hién mtc sinh trudng t& bao cla thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap véi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khac nhau, khi dugc xir ly
bing flumioxazin & ndng d6 1an lugt 1a 0uM, SpM, 25uM, 50uM, 100pM va 200uM.

FIG. 22 13 anh thé hién mac sinh trudng t& bao cta thé bién nap BT3(APPO)
dugc bién nap véi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khic nhau, khi dugc xir Iy
bing sulfentrazon & ndng do 14n luot 1a OpM, S5uM, 25uM, 50uM, 100pM va 200pM.

FIG. 23 13 anh thé hién muc sinh truong t& bao cta thé bién nap BT3(APPO)
dugc bién nap v6i Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khéc nhau, khi duge xir Iy
bing pentoxazon & ndng do 1an lugt 14 OuM, 5uM, 25uM, 50uM, 100puM va 200uM.

FIG. 24 14 4nh thé hién muc sinh truong t& bao ctia thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap véi Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPO8 khic nhau, khi dugc xtr ly
bing pyraflufen-etyl & ndng d6 1an luot 1a 0uM, SpM, 25uM, S0uM, 100pM va 200pM.

FIG. 25 12 4nh thé hién muc sinh trudng t& bao cia thé bién nap BT3(APPO)
duoc bién nap v6i Cy8 WT hodc cac gen dot bién CyPPOS8 khéc nhau, khi duge xit ly
bing pyraclonil & ndng d6 14n lugt 1a OpM, 5pM, 25uM, 50uM, 100pM va 200uM.
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FIG. 26 13 biéu dd thé hién vecto tai tb hop dé chudn bi protein dung hop trong
d6 MBP (protein lién két maltoza) va protein PPO dugc dung hop.

FIG. 27 12 ban dd vecto pMAL-c2X.

FIG. 28 thé hién két qua ciia SDS-PAGE dé phén 14p va tinh ché protein kicu dai
CyPPO2 va protein bién thé CyPPO2-Y373M.

FIG. 29 thé hién két qua cia SDS-PAGE dé phan 14p va tinh ché protein kicu dai
CyPPO4 va protein bién thé CyPPO4-Y375M.

FIG. 30 th hién két qua ctia SDS-PAGE dé phén 1p va tinh ché protein kiéu dai
CyPPO8 va protein bién thé CyPPO8-F363M.

FIG. 31 1a bidu dd thé hién mAu cAu tric cia vecto hai thanh phan dé bién nap

cy tréng ctia gen CyPPO.

FIG. 32 thé hién mtic ndy mim hat giéng ctia thé bién nap A. thaliana (T2) trong
do gen dot bién ctia CyPPO2, CyPPO4 hoac CyPPO8 dugc dua, khi lam nay mam hat
gidng trong moi trudng chira cac ndng d6 khac nhau cta tiafenacil. Col-O c6 nghia 1a 4.

thaliana khong chuyén gen.

FIG. 33 thé hién két qua thdm tach western thé hién muc biéu hién cla protein
bién thé CyPPO & A. thaliana (T2) duoc chuyén nhiém béng gen dot bién cta CyPPO2,
CyPPO4 hoiic CyPPOS. Col-0 c6 nghia 1a 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 34 thé hién két qua quan sit dugc & ngay 7 sau khi phun SuM tiafenacil vao
A. thaliana (T3) duoc bién nap trong d6 gen ma hoa bién thé CyPPO2 Y373M hodc bién
thé CyPPO8 F363M duoc dua. Col-O c6 nghfa 1a 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 35 thé hién két qua quan sit dugc & ngay 7 sau khi phun SuM saflufenacil
va0 A. thaliana (T3) dugc bién nap trong d6 gen ma hoa bién thé CyPPO2 Y373M, bién
th CyPPO4 Y375M hoic bién thé CyPPO8 F363M dugc dua. Col-O c6 nghia la 4.
thaliana khong chuyén gen.

FIG. 36 thé hién két qua quan s4t duoc & ngay 7 sau khi phun 5uM Fomesafen
vao A. thaliana (13) dugc bién nap trong d6 gen ma hoa bién thé CyPPO2 Y373M hoic
bién thd CyPPO8 F363M dugc dua. Col-O c6 nghia 12 4. thaliana khong chuyén gen.

FIG. 37 thé hién két qua quan s4t dugc & ngdy 7 sau khi phun 25 pM hodc 5 pM
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tiafenacil hodc 75 pM saflufenacil vao 4. thaliana (T3 hodc T2) duoc bién nap trong d6
gen mi hoa Y373, Y373L, Y373V, Y373C, Y373M, V318M+Y373],
V173S+A175C+Y373M, hoic bién thé A175C+V318M+Y373M cua CyPPO2 duoc

dua 1an luot.

FIG. 38 thé hién két qua quan sat dugc & ngay 7 sau khi phun 25 pM hodc 10 uM
tiafenacil hodic ndng d6 100uM saflufenacil vao 4. thaliana (T3 hogc T2) dugc bién nap
trong d6 gen ma héa F363V, F363L, A162L, hodc bién thé A162C+V308M+F363M
cta CyPPO8 duogc dua.

FIG. 39 14 ban d6 vecto pPCAMBIA3301.

FIG. 40 thé hién két qua quan sat dugc & ngdy 7 sau khi phun thudc diét co tc
ché PPO vao cay ltia Dongjin kiéu dai va thé hé To ctia thé bién nap ctia cay lua Dongjin
dugc bién nap véi gen dot bién CyPPO2 Y373M hodc gen dot bién CyPP08 F363M,
trong d6 A 14 anh sau khi xt Iy 853g ai/ha tiafenacil, va B 1a anh sau khi xir Iy 2,087¢g

ai/ha saflufenacil.

FIG. 41 thé hién két qua quan sat duge & ngay 7 anh sau khi phun thudc diét co
ttc ché PPO vio thé bién nap CyPPO2 Y373M T, dong s6 3 va thé bién nap CyPPOS
F363M T2 dong s6 3 cia ciy lia Dongjin, trong d6 A 1a anh sau khi xir ly 420g ai/ha
tiafenacil, va B 12 anh sau khi xtr 1y 840g ai/ha saflufenacil (1: 14 non — 4: la gia).
Dongjin c¢6 nghia la cay (gidng) lua khong chuyén gen.

FIG. 42 1a két qua thim tich western thé hién biéu hién cta protein bién thé

CyPPO2 Y373M ¢ 14 cua thé bién nap CyPPO2 Y373M cua cdy lua Dongjin.

FIG. 43 13 két qua thim tich western thé hién bidu hién cta protein bién thé
CyPPO8 F363M & 14 ctia thé bién nap CyPPO8 F363M cuia cy lia Dongjin.

FIG. 44 13 két qua thdm tach southern kiém tra xem liéu CyPPO8 F363M c6 mit
& thé bién nap CyPPO8 F363M cua cy lia Dongjin hay khong.

FIG. 45 13 anh thé hién mtc kha ning chdng chiu v&i cac thude diét cd khac nhau
cta thé bién nap A. thaliana (T3) trong d6 gen dot bién Y3731 ctia CyPPO2 va F363V
cua CyPPO8 1an luot duoc dua.

FIG. 46 13 anh thé hién marc kha ning chéng chiu thubc diét co cta thé hé Ta clia
thé bién nap A. rthaliana trong d6 gen dot bién Y3731 ciia CyPPO2 va F363V cua
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CyPPOS8 14n lugt duoc dua.

FIG. 47 13 4nh thé hién mérc kha ning chdng chiu thudc diét co cua thé hé Ts clia
thé bién nap dugc dua vao CyPPO2 Y3731 va thé bién nap dugc dua vao CyPPO8
F363V cua A. thaliana.

FIG. 48 12 két qua thAm tach western thé hién biéu hién protein PPO cia thé hg
T4 ctia thé bién nap duge dua vao CyPPO2 Y3731 va thé bién nap dugc dwa vao CyPPO8
F363V cua A. thaliana.

FIG. 49 13 két qua thim tach western thé hién bidu hién protein PPO ctia thé hé
Ts cta thé bién nap duge dua vao CyPPO2 Y3731 va thé bién nap dugc dua vao CyPPO8
F363V cua A. thaliana.

FIG. 50 13 so dd cAu triic thé hién mAu cu trac cta vecto dé bién nap ciy dau
tuong.

FIG. 51 1a két qua thdm tach southern kiém tra xem liéu gen dot bién c6 mat &
thé bién nap CyPP02 Y373M va thé bién nap CyPPO8 F363M clia ciy dau tuong hay
khéng.

FIG. 52 14 4nh thé hién muic kha ning chéng chiu thube diét cé ctia thé hé T, clia
thé bién nap CyPP02 Y373M va thé bién nap CyPPO8 F363M cua cdy dau tuong.
Kwangan c6 nghia 1a cay (gidng) dau tuong khong chuyén gen

FIG. 53 1a két qué thdm tach western kiém tra xem liéu protein CyPPO2 Y373M
va protein CyPPO8 F363M dugc bidu hién & 14 ctia thé bién nap CyPPO2 Y373M va
thé bién nap CyPPO8 F363M clia cdy du tuong, lan luot.

FIG. 54 14 anh thé hién anh sinh truéng trudc (phia trén) va sau (phia dudi) khi
xtt ly tiafenacil cho thé bién nap CyPPO8 F363M ciia hat cai. Youngsan c6 nghia 1a hat
cai (giéng) khong chuyén gen.

FIG. 55 14 anh thé hién anh sinh truéng trudc (phia trén) va sau (phia dudi) khi
xtt ly saflufenacil cho thé bién nap CyPPO8 F363M ctia hat cai. Kiéu dai c6 nghia Ia hat
cai (giéng) khong chuyén gen.

FIG. 56 thé hién két qua thdm tich western kiém tra xem liéu protein CyPPO8
F363M duoge bidu hién & 14 cta thé bién nap CyPPO8 F363M cuia hat cai (phia trén) va
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thé hién két qua nhuém Coomassie (phia dudi).
MO ta chi tiét sang ché

Sau ddy, séng ché s& dugc md ta chi tiét bng cach tham khao céc vi du. Tuy
nhién, cic vi du nay chi nhim muc dich minh hoa, va sang ché khong du dinh bi gi6i

han bai cac vi du.

Vi du 1. Phan 1ap gen PPO tu sinh vit chua ¢6 nhan dién hinh

Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112, ching Lyngbya sp. PCC 8106, va ching
Halothece sp. PCC 7418 dugc dé xuét boi Institut Pasteur (France), va gen PPO duoc
phan 14p tir mdi chung. M3i gen PPO duoc tong hop st dung thong tin trinh ty duge t61
wu hoéa codon @& sang loc tinh chéng chiu thudc diét co hiéu qua & BT3 E. coli. Gen

PPO d3 tdng hop duge mé rong sit dung doan mdi cia bang 1.

Mbt microlit (1 pl) ciia m3i miu (ADN hé gen cia mdi ching), 5 ul chit dém
10X, 1 pl hén hop ANTP (mdi 10 mM), 1 pl doan mdi xudi (tham chiéu dén bang 1; 10
uM), 1 pl doan mdi nguge (tham chiéu dén bang 1; 10 uM), 40 pl DDW, va 1 pl Pfu-X
(Solgent, 2,5 unit/ul) dugc tron dé didu ché 50 ul hdn hop phan tmg PCR, va viéc mo
rong dugc thuc hién trong didu kién & 94°C trong 4 phut, va 25 chu ky (¢ 94°C trong 30
gidy, & 56°C trong 30 gidy va & 72°C trong 1,5 phut), 6 72°C trong 5 phat.

PPO duogc phan lap ti Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112 duogc chi dinh 1a
CyPPO2, PPO dugc phan lap tir Lyngbya sp. Chung PCC 8106 dugc chi dinh 12 CyPPO4,
va PPO dugc phén 1ap tir ching Halothece sp. PCC 7418 dugc chi dinh 1a CyPPO8.

Ngoai ra, trinh ty nucleotit twong ng cua CyPPO2, CyPPO4, va CyPPO8 va
trinh tu axit amin dugc ma hda bai trinh tu twong tmg duge kiém tra, va dugc thé hién

boi SEQ ID NOS: 1 dén 6.

Bang 1

Ching | Poan mdi Trinh tw SEQ ID
NO:

Oscillatori |CyPPO2_F |CCCCGGATCCATGGAACTTCTTGATACICT 12

a d,”"gm‘ CyPPO2 R |CCCCCTCGAGGATTGACC TGGTATCACTCT| 13
viridais
PCC 7112
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Lyngbya |CyPPO4 F |CCCCGGATCCATGACCCATGTTTTGGATTC 14

P PCC|cyPPO4 R |CCCCCTCGAGCTGTCCTAAAAATGATAAA | 15
ATCTCG

Halothece |CyPPO8_F |CCCCGGATCCATGATAGATACTCTTATAGT | 16
?31'1 . PCC|cyppog R [OCC 17
CCCCCTCGAGTCCTAAGTAATCTAAAACTG

Kha ning chéng chiu thue diét co cia CyPPO2, CyPPOA4, va CyPPO8 chuan bi
& trén dugc thir nghiém st dung E. coli thiéu hut PPO (BT3 (APPO)). Ching BT3
(APPO) duoc d& xuit béi Hokkaido University (Japan) va n6 la chung E. coli ma thiéu
hut PPO kiéu hemG va c6 kha nang chdng chiu Kanamyxin (tham chiéu dén "Watanabe
et al., Dual targeting of spinach protoporphyrinogen oxidase II to mitochondria and
chloroplasts by alternative use of two in-frame inhibition codons, 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").

BT3 (APPO) duge bién nap v6i mdi gen CyPPO, va dugc nudi cly trén moi
trudmg thach agar LB (Luria-Bertani) chira thube diét co tic ché PPO, do d6 kiem tra

xem liéu su sinh trudng cla E. coli dugc bién nap duge tc ché hay khong.
Quy trinh thir nghiém cu thé nhu sau:

Gen CyPPO2, CyPPO4, va CyPPO8 chuén bi & trén duoc tach dong ¢ vecto
pACBB (Plasmit #32551; Addgen; tham chiéu dén FIG. 3). Plasmit da tdch dong dugc
bd sung vao té bao kha bién BT3 mdt cch tuong tmg, do d6 bién nap bang phuong phap
sbc nhiét. E. coli duge bién nap v6i mdi gen CyPPO dugc nudi cAy trong mdi trudng

thach agar LB chtta cloramphenicol (34 pg/ml, Duchefa).

Cum nim don ctia E. coli dwgc bién nap véi mdi gen CyPPO dugc nudi cly trong
3 ml canh LB chira cloramphenicol qua dém (220 rpm, 37°C), va sau d6 mdi gibng ciy
dugc nudi cay lai véi mdi trudng méi cho t6i khi hé sé hip thu (ODgoo) ndm trong
khoang tur 0,5 dén 1. N6 duge pha lodng béng canh LB dé hé sb hap thu (ODeoo) 12 0,5.
Tuong tu, dung dich d& pha loang dugc pha loang lién tuc 5 1in theo hé sb 0,1. Tiép
theo, 10 pl mdi dung dich da pha lodng dugc nho giot 1én mdi truong thach agar LB
chira cloramphenicol (34 pg/ml) va ndng d6 0~400 uM tiafenacil. Mdi truong thach
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agar LB dugc nudi cay ¢ 37°C dudi dicu kign énh sang, va mic tc ché sinh truéng dugc

danh gi4 sau 16 dén 20 gio.

Pé so sanh, thir nghiém tuong tu dugc tién hanh st dung thé bién nap BT3 E.
coli dugc bién nap véi vecto pACBB-eGFP (Plasmit #32551; Addgen; tham chiéu dén
FIG. 3) va thé bién nap BT3 E. coli dugc dua véi gen PPO kiéu dai thu duoge tir 4.
thaliana (AtPPO1 kiéu dai) (SEQ ID NO: 8).

Nhu duoc thé hién trén FIG. 1, thé bién nap BT3 E. coli clia gen CyPPO2,
CyPPO4, va CyPPO8 c6 kha nang chdng chiu thudc diét ¢o cao hon so véi thé bién nap
E. coli ctia gen AtPPO1 & tht ca céc ndng d6 thude diét co duge thir nghiém.

Vi du 2. Xac dinh cac gdc axit amin PPO tuong tac véi thudc diét cd e ché PPO
tir PPO va phttc hop thudc diét c6 trc ché PPO

Dé xéc nhin thong tin cAu tric lign két cia protein PPO va thube diét co,

tiafenacil dugc st dung lam vi du dai dién cta thudc diét co tc ché PPO.

Pé thu duoc protein CyPPO?2 tan trong nude, 7 gdc axit amin ky nudc ma duge
dinh vi & mién lién két mang thylakoit & axit amin ctia CyPPO2 (SEQ ID NO: 1) dugc
thé bing gbc ua nudc. Gen mi hoa protein bién thé dugc thé cac gbc axit amin cla
CyPPO2 dugc tach dong dén vecto pET29b (Catalog S6: 69872-3; EMD Biosciences;
tham chiéu dén FIG. 2), va protein CyPPO2 duge biéu hién st dung hé théng E. coli.
Protein CyPPO2 da biéu hién dugc tinh ché qua séc ky 4i lyc niken va dugc két tinh.
Phurc hgp CyPPO2 va tiafenacil thu duoc bing cach cho thim 3 mM tiafenacil, va dugc

st dung dé nhiu xa tia X bang thiét bi tang tdc buic xa syncrotron. Dit liéu nhiéu xa tia
X ctia qua trinh hoa tan 2,8A ctia tinh thé phitc hgp CyPPO2-tiafenacil thu duge, va chu

tric ba chiéu duoc xéc dinh, va vi tri lién két ctia tiafenacil & protein CyPPO2 dugc phan
tich. La két qua ctia phan tich cAu trac cua phic hop CyPPO2 va tiafenacil, axit amin
cta vi tri S63, P91, R92, F169, V173, A175, E228, 1.229, P316, V318, F337, 1340,
G351, T352, 1353 va Y373 cua protein CyPPO2 (SEQ ID NO: 1) twong tac vai tiafenacil.

Va cling vay, viéc sit dung thong tin thu dugc tir cAu trac cta phitc hgp CyPPO2-
tiafenacil, cac gbc axit amin ma tuong tac véi tiafenacil & protein CyPPO4 (SEQ ID NO:
3) va CyPPOS8 (SEQ D NO: 5) (NCBI BLAST,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearc
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h&LINK_LOC=blasthome) dugc xéc dinh bing cach phan tich do déng nhét trinh tu
nhu & dudi.

Céc axit amin cta protein CyPPO4 (SEQ ID NO: 3) twong tac vdi tiafenacil 1a
N63, S64, S66, P67, P92, R93, F170, S172, G173, V174, Y175, A176, R190, E230,
1231, P318, V320, F339, G340, N341, 1342, 1352, G353, T354, 1355, Y375, 1424,
V458, va R465. Cac axit amin cta protein CyPPO8 (SEQ ID NO: 5) tuong tac voi
tiafenacil 1a P84, R85, F156, V160, A162, Q179, P306, V308, F327, L330, 1343, N362,
va F363.

Vi du 3. Kiém tra kha ning chdng chiu thubc diét co trc ché PPO bing bién thé
PPO (thir nghiém & E. coli)

Dé ting cuong kha ning chéng chiu thudc diét co uc ché PPO ctia CyPPO2,
CyPPO4 va CyPPO8, (cac) dot bién & vi tri twong tac voi thubc diét co thu duge & vi du
2 dugc dua, mot cach l4n lugt. BT3 (APPO) dugc bién nap vé6i gen CyPPO dot bién, va
duoc nudi chy dudi didu kién duoc xir Iy bing thube diét co tre ché PPO, do d6 kiém tra
xem liéu viéc sinh trudng ctia BT3 dugc bién nap duge e ché hay khong. Kiéu dai cta

mdi gen duoc sir dung 1am ddi chimg.
Phuong phéap thtr nghiém nhu sau:

CyPPO2 va CyPPO4 dugc tach dong & vecto pACBB (Plasmit #32551; Addgen;
tham chiéu dén FIG. 3) dugc tao dot bién st dung doan moi cia bang 2 va 3, va CyPPO8
duoc tach dong & vecto pACBB hodc vecto pET303-CT-His (VT0163; Novagen; tham

chiéu dn FIG. 4) duoc tao ddt bién st dung doan modi ctia bang 4.

Ni#m muoi microlit hdn hop phan tng PCR dugc chuén bi bang cach tron 1 pl
mau, 5 pl chit dém 10X, 1 pl hdn hop ANTP (mdi 10 mM), 1 pl doan mdi xudi (10 pM),
1 pl doan mdi nguge (10 M), 40 pl DDW, va 1 ul Pfu-X (Solgent, 2,5 unit/pl), va viéc
m& rong dugc thuc hién dudi didu kién & 94°C trong 4 phut, va 17~25 chu ky (¢ 94°C
trong 30 gidy, & 56~65°C trong 30 gidy va ¢ 72°C trong 3 phut), ¢ 72°C trong 5 phut.
0,5 ul Dpnl (New England Biolabs) duge xit Iy voi mdi 5 pl san phim PCR, va dugc u
& 37°C trong 30 phit. Dung dich phan tmg duge bién nap véi E. coli bang phuong phap

sbc nhiét. M3i thé bién nap dugc nudi ciy trong moi truong thach agar LB chira
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cloramphenicol hodc ampixillin. M3i d6t bién duge x4c nhan bang cach x4c dinh trinh

tw ADN plasmit, va mdi plasmit dugc bién nap vao BT3 (APPO).
Béang 2

Doan mdi d& dot bién CyPPO2

S6 | bot bién | Poan mdi (Xudi: trén; Nguoc: dudi) (5'-> 3)
CyPPO2

1| Y373M GACCTCTATGATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO: 18)

ACCAATCATAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 19)

2 | Y373V GACCTCTGTGATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO: 20)

ACCAATCACAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 21)

3 | Y3731 GACCTCTATCATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO: 22)

ACCAATGATAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 23)

4 Y373T GACCTCTACAATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO: 24)

ACCAATTGTAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 25)

5 | Y373L GACCTCTTTGATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO:26)

ACCAATCAAAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 27)

6 |Y373C GACCTCTTGTATTGGTGGAGCTACTGATAG (SEQ ID
NO: 28)

ACCAATACAAGAGGTCAATGTTTGCCATCC (SEQ ID
NO: 29)

7 |A175C GGTGTGTACTGTGGAGATCCTCAACAGCTC (SEQ ID
NO: 30)
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AGGATCTCCACAGTACACACCAGAAACAAA (SEQ ID
NO: 31)

Al175L

GGTGTGTACTTGGGAGATCCTCAACAGCTC (SEQ ID
NO: 32)

AGGATCTCCCAAGTACACACCAGAAACAAA (SEQ ID
NO: 33)

V318M

TATCCAACAATGGCTTCAGTTGTGTTGGCA (SEQ ID
NO: 34)

AACTGAAGCCATTGTTGGATAAGTGAATGC (SEQ ID
NO: 35)

10

G351A

CGCTGTCTCGCTACGATTTGGACATCGAGT (SEQ ID
NO: 36)

CCAAATCGTAGCGAGACAGCGAATTCCCTG (SEQ ID
NO: 37)

11

S63T

GCCCGAACACTTTTTCGCCGACGCCGGAATTG (SEQ
ID NO: 38)

GGCGAAAAAGTGTTCGGGCCCTCCTCCCAG (SEQ ID
NO: 39)

12

R92A

CAAATTGCCTGCTTTTGTGTATTGGGAAAATAAG
(SEQ ID NO: 40)

ATACACAAAAGCAGGCAATTTGCGATCGGC (SEQ ID
NO: 41)

13

V1738

GTTTCTGGGAGTTATGCCGGCGATCCGCAAC (SEQID
NO: 42)

CCGGCATAACTCCCAGAAACAAAAGGTTCC (SEQ ID
NO: 43)

14

V173C

GTTTCTGGGTGTTATGCCGGCGATCCGCAAC (SEQ ID
NO: 44)

CCGGCATAACACCCAGAAACAAAAGGTTCCAC (SEQ
ID NO: 45)

15

V173T

GTTTCTGGGACTTATGCCGGCGATCCGCAAC (SEQ ID
NO: 46)

CCGGCATAAGTCCCAGAAACAAAAGGTTCCAC (SEQ
ID NO: 47)
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16

L229F

ACTAAGCCGGGGGAGTTCGGTTCGTTCAAGCAG
(SEQ ID NO: 48)

CTGCTTGAACGAACCGAACTCCCCCGGCTTAGT
(SEQ ID NO: 49)

17

L3401

TTTTGGAAATATAATTCCGAGGGGGCAGGG (SEQ ID
NO: 50)

CTCGGAATTATATTTCCAAAACCCACTAATTTAC (SEQ
ID NO: 51)

18

1353T

TCGGGACGACTTGGACATCGAGTTTATTTCC (SEQ ID
NO: 52)

GATGTCCAAGTCGTCCCGAGACAGCGAATTC  (SEQ
ID NO: 53)

19

I353L

CTCGGGACGCTTTGGACATCGAGTTTATTT (SEQ ID
NO: 54)

ATGTCCAAAGCGTCCCGAGACAGCGAATTC (SEQ ID
NO: 55)

20

1353V

ACTAAGCCGGGGGAGTTCGGTTCGTTCAAGCAG
(SEQ ID NO: 56)

CTGCTTGAACGAACCGAACTCCCCCGGCTTAGT
(SEQ ID NO: 57)

21

1353C

TCGGGACG TGT TGGACATCGAGTTTATTTCC (SEQ
ID NO: 58)

GATGTCCA ACA CGTCCCGAGACAGCGAATTC (SEQ
ID NO: 59)

22

V318T

TATCCTACGACTGCCTCCGTTGTCTTAGCA (SEQ ID
NO: 60)

AACGGAGGCAGTCGTAGGATAAGTAAAAGC (SEQ ID
NO: 61)

23

E228A

AAAACTAAGCCGGGGGCGTTGGGTTCGTTCAAG
(SEQ ID NO: 62)

CTTGAACGAACCCAACGCCCCCGGCTTAGTTTT
(SEQ ID NO: 63)

24

P91L

AAACTTCTTAGATTCGTGTATTGGGAAAAC (SEQ ID
NO: 64)
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ACGAATCTAAGAAGTTTTCTATCTGCGAAT (SEQ ID
NO: 65)

25 | P316A+V318L | GCTTTTACTTATGCTACGCTTGCCTCCGTT (SEQ ID
NO: 66)

GACAACGGAGGCAAGCGTAGCATAAGTAAA (SEQ ID
NO: 67)

26 | P316L+V318L | GCTTTTACTTATCTTACGCTTGCCTCCGTT (SEQ ID
NO: 68)

GACAACGGAGGCAAGCGTAAGATAAGTAAA (SEQ ID
NO: 69)

27 | F337V TTAGTGGGTGTTGGAAATTTAATTCCGAGGGG (SEQ
ID NO: 70)
TAAATTTCCAACACCCACTAATTTACCCTTGAC (SEQ
ID NO: 71)

28 | T352V TGTCTCGGGGTGATTTGGACATCGAGTTTATITT (SEQ
ID NO: 72)
GTCCAAATCACCCCGAGACAGCGAATTCCCTG (SEQ
ID NO: 73)

29 | V173L GTTTCTGGGCTTTATGCCGGCGATCCGCAAC (SEQ ID
NO: 74)
CGGCATAAAGCCCAGAAACAAAAGGTTCCAC (SEQ
ID NO: 75)

30 | A1751 GTTTCTGGGGTTTATATTGGCGATCCGCAA (SEQ ID
NO: 76)

TTGTTGCGGATCGCCAATATAAACCCCAGA (SEQ ID
NO: 77)

31 | L340V TTTTGGAAATGTTATTCCAAGAGGTCAAGGAATC
(SEQ ID NO: 78)
CTTGGAATAACATTTCCAAAACCCACGAGTTT (SEQ
ID NO: 79)

32 | L340T TTTTGGAAATACTATTCCAAGAGGTCAAGG (SEQ ID

NO: 80)

CTTGGAATAGTATTTCCAAAACCCACGAGTTTTC
(SEQ ID NO: 81)
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33 | F169A CCAGAAACAGCAGGTTCCACCAACCGCTGCATC
(SEQ ID NO: 82)
GTGGAACCTGCTGTTTCTGGGGTTTATGCCG (SEQ ID
NO: 83)

Béang 3

Doan mbi dé Dot bién CyPPO4

. | Dot bién N e et
SO CyPPO4 Poan moi (Xudi: trén; Nguge: dudi) (5'->3")
CTTACATCTATGATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID
1 |Y375M
NO: 84)
CCACCAATCATAGATGTAAGAACCTGCCAT (SEQ ID
NO: 85)
CTTACATCTGTTATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID
2 |Y375V
NO: 86)
CCACCAATAACAGATGTAAGAACCTGCCAT  (SEQ
ID NO: 87)
CTTACATCTATCATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID
3 1Y3731
NO: 88)
CCACCAATGATAGATGTAAGAACCTGCCAT (SEQID
NO: 89)
CTTACATCTACCATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID
4 |Y375T
NO: 90)
CCACCAATGGTAGATGTAAGAACCTGCCAT (SEQ ID
NO: 91)
CTTACATCTTGTATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID
5 1Y375C
NO: 92)
CCACCAATACAAGATGTAAGAACCTGCCAT  (SEQ
ID NO: 93)
6 | A176C GGTGTGTATTGTGGAGATCCACAACAGCTT (SEQ ID

NO: 94)
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TGGATCTCCACAATACACACCAGAAACAAA  (SEQ
ID NO: 95)

Al176L

GGTGTGTATTTGGGAGATCCACAACAGCIT (SEQ ID
NO: 96)

TGGATCTCCCAAATACACACCAGAAACAAA  (SEQ
ID NO: 97)

P318L+V320L

ATTCCTTATTTGCCATTGGCTTGTGTTGTGCTC (SEQ
ID NO: 98)

AACACAAGCCAATGGCAAATAAGGAATTTCTGTA
(SEQ ID NO: 99)

V320M

TATCCTCCAATGGCTTGTGTTGTGCTCGCA (SEQ ID
NO: 100) '

AACACAAGCCATTGGAGGATAAGGAATTTC  (SEQ
ID NO: 101)

10

P318A+V320L

ATTCCTTATGCTCCATTGGCTTGTGTTGTGCTC (SEQ
ID NO: 102)

AACACAAGCCAATGGAGCATAAGGAATTTCTGTA
(SEQ ID NO: 103)

Bang 4

Doan mdi d& dot bién CyPPOS

« | Dot bién A- Ae A C tes

So CyPPOS Poan mdi (Xubi: trén; Nguoc: dudi)
TTGACAAATATGATTGGTGGAGCTACCGAT (SEQ ID

1 |F363M
NO: 104)
CACCAATCATATTTGTCAAAAGGTGCCATC (SEQ ID
NO: 105)

» 1363V CTT TTG ACA AAT GTT ATT GGT GGA GCT ACC (SEQ

ID NO: 106)

AGC TCC ACC AAT AAC ATT TGT CAA AAG GTG (SEQ
ID NO: 107)
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CTT TTG ACA AAT CTT ATT GGT GGA GCT ACC (SEQ
ID NO: 108)

AGC TCC ACC AAT AAG ATT TGT CAA AAG GTG (SEQ
ID NO: 109)

F363C

CTT TTG ACA AAT TGT ATT GGT GGA GCT ACC (SEQ
ID NO: 110)

AGC TCC ACC AAT ACA ATT TGT CAA AAG GTG (SEQ
ID NO: 111)

A162C

TCTGGTGTGTAT TGT GGAGATGTTGATCAA (SEQ ID
NO: 112)

ATCAACATCTCC ACA ATACACACCAGAAAC (SEQ ID
NO: 113)

Al62L

TCTGGTGTGTAT CTT GGAGATGTTGATCAA (SEQ ID
NO: 114)

ATCAACATCTCC AAG ATACACACCAGAAAC (SEQ ID
NO: 115)

P306L+V308
L

ATCTCATAT CTT CCA CTT GCTTGCGTTGTG (SEQ ID
NO: 116)

AACGCAAGC AAG TGG AAG ATATGAGATTTC (SEQ
ID NO: 117)

V308M

TCATATCCTCCA ATG GCTTGCGTTGTGCTC (SEQ ID
NO: 118)

CACAACGCAAGC CAT TGGAGGATATGAGAT (SEQ ID
NO: 119)

P306A+V308
L

ATTTCCTATGCCCCCCTAGCTTGTGTGGTCTTAGCC
(SEQ ID NO: 120)

CACACAAGCTAGGGGGGCATAGGAAATTTCGTTTAA
GG (SEQ ID NO: 121)

10

V1608

GTGTCTGGGTCTTATGCAGGGGATGTGGATC (SEQ ID
NO: 122)

CCTGCATAAGACCCAGACACAAACGGACTCAC (SEQ
ID NO: 123)

11

1343T

TTGGTACAACTTGGAGTTCAACACTCTTTCC (SEQ ID
NO: 124)
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GAACTCCAAGTTGTACCAAGAGTGCGGATTC (SEQ ID
NO: 125)

12

F3631

CTT TTG ACA AAT ATT ATT GGT GGA GCT ACC (SEQ
ID NO: 126)

AGC TCC ACC AAT AAT ATT TGT CAA AAG GTG (SEQ
ID NO: 127)

13

F363T

CTT TTG ACA AAT ACT ATT GGT GGA GCT ACC (SEQ
ID NO: 128)

AGC TCC ACC AAT AGT ATT TGT CAA AAG GTG (SEQ
ID NO: 129)

14

R85A

GGACTTCCCGCTTATGTTTATTGGGAGGGG (SEQ ID
NO: 130)

CAATAAACATAAGCGGGAAGTCCGCGATCAGC (SEQ
ID NO: 131)

15

1343V

CTTGGTACAGTTTGGAGTTCAACACTCTTTC (SEQ ID
NO: 132)

AACTCCAAACTGTACCAAGAGTGCGGATTC (SEQ ID
NO: 133)

16

P84L

AGGTTTACTTAGGTATGTTTACTGGGAGGG (SEQ ID
NO: 134)

CATACCTAAGTAAACCTCTATCTGCAAAGA (SEQ ID
NO: 135)

17

R85C

GACTTCCCTGTTATGTTTATTGGGAGGGGAAAC (SEQ
ID NO: 136)

TAAACATAACAGGGAAGTCCGCGATCAGCAAAG
(SEQ ID NO: 137)

18

R85H

ACTTCCCCATTATGTTTATTGGGAGGGGAAAC (SEQ
ID NO: 138)

CAATAAACATAATGGGGAAGTCCGCGATCAGC (SEQ
ID NO: 139)

19

R85L

ACTTCCCCTTTATGTTTATTGGGAGGGGAAAC (SEQ
ID NO: 140)

CAATAAACATAAAGGGGAAGTCCGCGATCAGC (SEQ
ID NO: 141)
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20

R85T

GACTTCCCACTTATGTTTATTGGGAGGGGAAAC (SEQ
ID NO: 142)

ATAAACATAAGTGGGAAGTCCGCGATCAGCAAAG
(SEQ ID NO: 143)

21

R85V

GACTTCCCGTTTATGTTTATTGGGAGGGGAAAC (SEQ
ID NO: 144)

ATAAACATAAACGGGAAGTCCGCGATCAGCAAAG
(SEQ ID NO: 145)

22

F156A

GTGAGTCCGGCTGTGTCTGGGGTTTATGCA (SEQ ID
NO: 146)

CCCAGACACAGCCGGACTCACTAACCGTTG (SEQ ID
NO: 147)

23

V160C

CCGTTTGTGTCTGGGTGCTATGCAGGGGATGTG (SEQ
ID NO: 148)

CACATCCCCTGCATAGCACCCAGACACAAACGG
(SEQ ID NO: 149)

24

Q179G

TCCGCCAGTCCGGTAACTCGTCCAAATGCAG (SEQ ID
NO: 150)

CGAGTTACCGGACTGGCGGATGTGGGCGGTG  (SEQ
ID NO: 151)

125

F327V

GTTTTCCCCTCAAAGGAGTGGGTAATCTTAACCCTC
(SEQ ID NO: 152)

GAGGGTTAAGATTACCCACTCCTTTGAGGGGAAAAC
(SEQ ID NO: 153)

26

L330T

TTTGGTAATACTAACCCTCGCAGTCAAGGA (SEQ ID
NO: 154)

GCGAGGGTTAGTATTACCAAATCCTTTGAG (SEQ ID
NO: 155)

27

F363M+N362
S

CTTTTGACATCAATGATTGGTGGAGCTACC (SEQ ID
NO: 156)

CCAATCATTGATGTCAAAAGGTGCCATCCT (SEQ ID
NO: 157)
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Cum nim don ctia E. coli duge bién nap véi mdi gen CyPPO dugc nudi cAy trong
3 ml canh LB chtra cloramphenicol qua dém (220 rpm, 37°C), va sau d6 mdi giéng cdy
duge nudi cdy lai v6i modi truong mai cho toi khi he s& hap thu (ODgoo) nim trong
khoang tir 0,5 dén 1. N6 dugc pha loding bing canh LB dé hé s6 hp thu (ODeuo) 12 0,5.
Tuong tu, dung dich dugc pha lodng dugc pha lodng lién tuc 5 14n theo hé 6 0,1. Tiép
theo, 10 pul mdi dung dich dugc pha lodng dugc nho giot 1én mdi truong thach agar LB
chtra cloramphenicol (34 pg/ml) va ndéng dd 0~400 puM tiafenacil. Mdi truong thach
agar LB dugc nudi céy & 37°C dudi diéu kién anh sang, va mic Gc ché sinh truong duogc

danh gia sau 16 dén 20 gio.

Thudc diét cd duge st dung trong thit nghiém duoc néu ¢ bang 5:

Bang 5
Ho Thubc diét cé
Tiafenacil
Thudc diét c6 gde pyrimidindion
Saflufenacil
Fomesafen
Thubc diét cé gbc diphenyl ete
Acifluorfen
Thube dist co gbc N- Flumioxazin
phenylphtalimit
Thudc diét co gdc triazolinon Sulfentrazon
Thudc diet 6 gbc
g1 Pentoxazon
oxazolidinedion
Thubc diét co gde phenylpyrazol | Pyraflufen-etyl
Khéc Pyraclonil

Céc két qua duoc thé hién & cac bang tir 6 dén 8 va FIG. 5 dén FIG. 25.
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Bang 6

Mirc kha ndng chdng chiu thudc diét co duge tao ra bang dot bién CyPPO2

CyPPO2 Tiafenacil Saflufenacil | Flumioxazin
CyPPO2 (kiéu dai) - - -
Y373M+G351A -+t -+ A+
Y373C -+ -+ A+
Y3731 -+ A+ -+
Y373L ++++ -+ A+
‘Y373M -+ -+ -+
Y373T -+ -+ A+
Y373V +++ A+ A+
A175C +++ -+ -+
Al175L ++ A+ ++++
V318M ++ -+ A+
P316A+V318L + NT NT
P316L+V318L + NT NT
F337V+Y373M ++ NT NT
T352V+Y373M ++++ NT NT
G351A+T352V+Y373M | +++ NT NT
P91L+Y373M ++ NT NT

(NT: Khong dugc thir nghiém)
Bang 7

Mitc kha ning chéng chiu thuéc diét ¢ dugc tao ra bing dot bién CyPPO4

CyPPO4 Tiafenacil Saflufenacil | Flumioxazin

CyPPO4 - - -
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Y375M -+ -+ -+
Y375V -+ -+ A+
Y3731 - A+ -+
Y375T -+ +++ -+
Y375C -+ +++ NT
A176C - 4+ A+
Al76L -+ -+ -+
P318L+V320L | +++++ -+ NT
V320M -+ -+ NT
P318A+V320L | +++++ ++++ NT

(NT: Khong dugc thir nghiém)

Bang 8

Mt kha ning chéng chiu thude diét ¢ dugc tao ra béng dot bién CyPPOS

CyPP | Tiafe | Saflu | Fom | Acifl | Flum | Sulfe | Pent Pyraf | Pyracl
08 nacil | fenac | esafe | uorfe | ioxaz | ntraz | oxaz | lufen- | onil
il n n in on on etyl

CyPP |- - - - - - - - -

08

F363C | ++++ | 4+ | -+ |+ | | | e | |

+ + 4

F363L |+++ |+++ |+ |+ | |
+

F363 |+++ |+++ |+ | | |

M e

F363V | +++ |+++ |- |+ | | |
+

AL162L | ++ | ++ |+ | | | e | | A |

V308 |++ | ++ | | | | | e | |

M +
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P306A | + + + ++++ | NT | ++ H+ |+ |+
+V308
L

P306L | + + ++ |4+ [NT |+ | [ |
+V308 +
L

Al162 | NT NT |NT ++ NT + | [+
C

P84L+ |+++ |NT |NT |NT |[NT |NT NT NT NT
F363
M

N362S |+++ |NT |NT |NT |NT |NT NT NT NT
+F363
M

(NT: Khong dugc thir nghiém)

C4c bang tir 6 dén 8 thé hién cac két qua dénh gia kha nang chdng chiu thudc diét
¢b ciia kidu dai va bién thd PPO. Mitc kha ning chéng chiu thudc diét co cta kiéu dai
duoc thé hién boi "-", va muc kha ning chéng chiu thudc diét ¢ duoc chia bang cach
thé hién muc kha ning chdng chiu béng nhau bang "-", va néu cao hon, thém “+” dén
81 da “+-+++7.

FIG. 5 dén FIG. 25 thé hién cac két qua ctia E. coli dugc bién nap voi gen CyPPO
(kidu dai va bién thé), va ndng do xt Iy thude diét co duge md ta trén dinh. Cot bén trai
ngoai cling 12 két qua ctia dung dich nudi cdy E. coli ODew=0,5, va ndm cot tiép theo

dugc pha lodng 5 13n theo hé s6 0,1.

Nhu duge thé hién & bang 6 va FIG. 5 dén FIG. 13, thé bién nap kiéu dai CyPPO2
(sau day, dugc thé hién boi ‘Cy2 WT’; d6i chung) thé hién tic ché sinh truéng nhanh tir
25uM hogc 50pM xir ly tiafenacil thude diét co gbc pyrimidindion, nhung trc ché sinh
trudmg thé bién nap trong d6 gen dot bién 14 Y373C, Y3731, Y373L, Y373M, Y373T,
Y373V, A175C, A175L, V318M, G351A+Y373M, P316A+V318L, P316L+V318L,
Y373M+F337V, Y373M+T352V, Y373M+G351A+T352V, va Y373M+P91L dugc
dua 14n Iugt khong quan sat duoc ngay ca & ndng do t6i da (200 uM) (FIG. 5). Khi
saflufenacil thudc diét co ge pyrimidindion khac dugc xtt ly, Cy2 WT ciing thé hién trc

ché sinh truéng & 100 uM hodc ndng d6 cao hon, nhung thé bién nap trong d6 gen dot
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bién 12 Y373C, Y3731, Y373L, Y373M, Y373T, Y373V, A175C, A175L, V318M, va
G351A+Y373M duogc dua 1in lugt khong quan sét duoc ngay ci & ndng do t6i da (200
uM) (FIG. 6). Khi flumioxazin thudc diét c6 gdc N-phenylphtalimit dwoc xir 1y, qua
trinh tc ché sinh trudng Cy2 WT duoc bit diu tr ndng do 25puM xit Iy thude diét co,
nhung viée e ché sinh trudng thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a Y373C, Y3731,
Y373L, Y373M, Y373T, Y373V, A175C, A175L, V318M, va G351A+Y373M dugc
dua 14n luot khdng quan sat duge & ndng d6 ti da (200 uM) (FIG. 7).

Nhur duoc thé hién & bang 7 va FIG. 14 d&én FIG. 16, khi tiafenacil duoc xtt 1y,
gen kidu dai CyPPO4 dugc dua (sau ddy, dugc thé hién boi ‘Cy4 WT’; d6i chimg) thé
hién viée tc ché sinh trudng tir 100 pM thude diét co duge xir Iy, nhung viée tc ché
sinh truong ciia thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a A176L, A176C, P318L+V320L,
P318A+V320L, V320M, Y3751, Y375T, Y375V, Y375M, va Y375C duoc dua 1an Iuot
khong quan sat dugc & ndng d6 t6i da (200 pM) (FIG. 14). Khi saflufenacil duge xir ly,
Cy4 WT th hién viéc trc ché sinh trudng tir 100 pM xir Iy thube diét co, nhung viée e
ché sinh trudng thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a Y375C, Y3751, Y375M, Y375T,
Y373V, A176C, A176L, P318L+V320L, P318A+V320L, va V320M dugc dua lan lugt
khong quan sét dugc & ndng do t6i da (200 pM) (FIG. 15). Khi flumioxazin duoc xit Iy,
viéc tc ché sinh trudng ctia Cy4 WT quan sat duoc tr ndéng d6 200 pM xtt ly thude diét
co, nhung viéc tc ché sinh trudng cua thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a Y3751,
Y375M, Y375T, Y373V, A176C, va A176L duoc dua 1an luot khong quan sat duoc
(FIG. 16).

Nhu duoc thé hién & bang 8 va FIG. 17 dén FIG. 25, khi tiafenacil hodc
saflufenacil dugc xu ly, gen kiéu dai CyPPOS8 dugc dua (sau day, dugc thé hién bdi
‘Cy8 WT’; déi chimg) thé hién khong sinh trudng tir nong d6 xir Iy thudc diét co 5 uM,
sur sinh truong clia thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a F363C, F363L, F363M, F363V,
A162L, V308M, P306A+V308L, P306L+V308L, F363M+P84L, va F363M+N362S
dugc dua 1an lugt quan sat duge ngay ca & ndng dd ti thiéu 25 pM hogc cao hon (FIG.
17 va FIG. 18). Khi fomesafen thudc diét cé goc diphenyl-ete duge xtt ly, Cy8 WT thé
hién khong sinh trudng tur ndng do xur ly thudc diét ¢6 25 uM, nhung sy sinh truéng cta
thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a F363C, F363L, F363M, Al162L, V308M,
P306A+V308L, va P306L+V308L dugc dua 1an luot quan sat dugc & nong do 25uM
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hodc cao hon (FIG. 19). Khi acifluorfen thudc diét co géc diphenyl-ete khac dugc xtt ly,
Cy8 WT thé hién khong sinh truong tir ndng do xt Iy thude diét co 50 pM, nhung su
sinh trudng cta thé bién nap trong d6 gen dot bién 1a F363C, F363L, F363M, F363V,
A162C, A162L, V308M, P306A+V308L, va P306L+V308L dugc dua lan lugt quan sét
duge & ndng dd 50 pM hoic cao hon (FIG. 20). Khi flumioxazin duge xt Iy, Cy8 WT
thé hién khong sinh trudng tir ndng d6 xtt Iy thude diét co 5 pM, nhung su sinh truong
clia thé bién nap trong d6 gen dot bién la F363C, F363L, F363M, F363V, A162L, va
V308M duoc dua 1an luot quan sét dwge & ndng do 25 uM hodc cao hon (FIG. 21). Khi
sulfentrazon thudc diét co gdc triazolinon dugc xit Iy, Cy8 WT thé hién sinh truéng chi
bang ndng d6 xir Iy thudc diét cé 25 pM, nhung sy sinh truong cua thé bién nap trong
d6 gen dot bién 1a F363C, F363L, F363M, F363V, A162C, A162L, V308M,
P306A+V308L, v P306L+V308L dugc dua lan luot quan sit duge & ndng do 50 uM
hodic cao hon (FIG. 22). Khi pentoxazon hodc pyraflufen-etyl dugc xur ly, Cy8 WT thé
hién khong sinh trudng tir ndng do xt Ly thudc diét co 5 pM, nhung sy sinh trudng cia
thé bién nap trong d6 gen dot bién la F363C, F363L, F363M, F363V, A162C, A162L,
V308M, P306A+V308L, va P306L+V308L dugc dua 14n luot quan sat dugc & né)ng do
t8i da (200 uM) (FIG. 23 va FIG. 24). Khi pyraclonil duoc xir Iy, Cy8 WT thé hién
khong sinh truéng tir ndng d6 xir ly thudc diét co 25 uM, nhung sy sinh trudng ctia thé
bién nap trong d6 gen dot bién 1a F363C, F363L, F363M, F363V, A162C, A162L,
V308M, P306A-+V308L, P306L+V308L dugc dua 14n lugt quan sét duge & ndng do toi
da (200 uM) (FIG. 25).

Vi du 4: Po hoat tinh enzym va gié tri ICsog bing thudc diét co cta kidu dai PPO

va bién thé

Hoat tinh enzym cua bién thé trong d6 axit amin ctia mot s6 vi tri nhit dinh ctia
protein PPO dugc tao dot bién dé ting kha ning chéng chiu thudc diét cé duge kiém tra
va phén tich tc ché cho thudc diét ¢6 e ché PPO duoc tién hanh. Pugc x4c nhén rang
protein PPO c6 d9 tan trong nudc thap, nhung khi protein PPO dugc dung hop véi MBP
(protein lién két maltoza) (MBP-PPO), nd tan trong nuéc va duge biéu hién 6n dinh. Do
6, kidu dai va protein bién thé ma dugc biéu hién ¢ dang protein dung hgp véi MBP

duoc st dung & thir nghiém theo sang ché (tham chiéu dén FIG. 26).
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Pé tach dong gen kidu dai va gen bién thé ctia CyPPO2, CyPP04, va CyPPO8
(tham chiéu dén vi du 1 va vi du 2), cac gen d6 duoc dua vao vecto pMAL-c2X (tham
chiéu dén FIG. 27) 14n luot, va sau d6 dugc biéu hién & BL21-CondonPlus (DE3) E.
coli (CodonPlus).

E. coli dugc bién nap dugc nudi cdy dudi didu kién sau day dé biéu hién gen PPO

duoc dua:

Cam tmg: ODg00=0,2, b sung IPTG vo 0,3 mM ndng do cubi;

Nhiét d6 biéu hién: 23°C, mdi trudng nudi cdy lic 200rpm;

Thoi gian biéu hién: 16 hrs;

Quy m6 mdi trudng nudi cay: 200 ml/ binh 1000 ml.

Su ti€u t& bao va chiét protein dugc thuc hién béng quy trinh sau day voi té€ bao
duoc nudi ciy:

Chét dém chiét: Cot chit dém (50 mM Tris-Cl, do pH 8,0, 200 mM NaCl) 5 ml
chét dém/g té bao;

Nghién bing séng 4m: SONICS& VAT LIEU VCX130 (130 watt);
15 sec ON, 10 sec OFF cho 5 min trén d4;

Ly tam trong didu kién 4°C trong 20 phut (20000 xg); va dich ndi thu dugc bang
céch ly tAim dugc pha lodng theo ty 1§ 1:6 st dung c6t chat dém.

Quy trinh tinh sach protein PPO sau déy dugc thuc hién trong phong lanh 4°C.
Nhuya amyloza (New England Biolabs) duoc déng g6i thanh ¢t 1,5x15 cm (Cot Bio-
Rad Econo 1,5 x 10 cm, cdt sdc ky thiy tinh, max. vol), va phén chiét protein thu dugc
dugc nap vao cot ¢ tbc @6 dong 0,2 ml/min. Ct dugce ria béng 3 thé tich cot chat dém
va lugng protein trong dung dich rira dugc kiém tra. Khi protein khong con duoc phét
hién, qu4 trinh rtra duge chAm dirt. Sau do, protein MBP-PPO duoc rira gidi bang khoang
2 thd tich cot chit dém chira 20 mM maltoza. Ndng do protein ctia mdi dung moi rira
giai dugc xé4c dinh va qué trinh tach rira duge dimg khi protein khong con dugc phat
hién. Mudi microlit m3i phan duoc nghién ciru dé dinh luong protein va phan tich SDS-
PAGE. Cac phin tinh khiét cao cta bién thé protein PPO (vi du, CyPPO2-Y373M,
CyPPO4-Y375M, CyPPO8-F363M) duoc ldy dé phén tich enzym.
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Phan tich SDS-PAGE m&i PPO duoc thé hién trén FIG. 28 dén FIG. 30. Tham
chiéu dén két qua dugc thé hién trén FIG. 28, protein kiéu dai CyPPO2 (qué trinh tach
rtra 7, lan 2) va CyPPO2-Y373M (qué trinh tich rira 5, 1an 7) dugc 14y va st dung dé
phéan tich hoat tinh enzym.

D3 cip dén két qua dugc thé hién trén FIG. 29, nhu véi protein kiéu dai CyPPO4
(qué trinh tach rira 3, lan 2) va CyPPO4-Y375M (qua trinh tach rira 3, 1an 6) dugc lay
va st dung dé phan tich hoat tinh enzym.

P& cap dén két qua dugc thé hién trén FIG. 30, protein kiéu dai CyPPO8 (qud
trinh tach rtra 9, lan 3) va CyPPO8-F363M (qué trinh tach rita 4, 1an 6) duoc 14y va duoc
st dung dé phan tich hoat tinh enzym.

Hoat tinh enzym clia protein kidu dai d tinh ché va protein bién thé ctia CyPPO?2,
CyPPO4 va CyPPO8 dugc do bang quy trinh sau day.

Tit ca4 quy trinh dugc thuc hién trong bong ti dusi dong nito. Vi
protoporphyrinogen IX, co chét ctia protein PPO khong c6 bén trén thi trudng, n6 dugce
tdng hop héa hoc trong phong thi nghi¢m. Sau microgam protoporphyrin IX dugc hoa
tan trong 20 ml EtOH 20% (v/v), va dugc khudy duéi didu kién bong tdi trong 30 pht.
Dung dich protoporphyrin IX thu dugc duoc dat vao 6ng hinh vit 15 ml v6i lugng 800
ul, va duge lam cho d2u bang khi nito trong 5 phut. 1 g natri amalgam dugc bd sung
vao va lic manh trong 2 phut. Nip dugc mé dé thai khi hydro trong éng. Sau do, nép
duoc déng va i trong 3 phut. Dung dich protoporphyrinogen IX duoc loc st dung bom
tidm va thiét bi loc mang xenluloza. Khoang 300 pl MOPS [axit 3-(N-
morpholino)propanesulfonic] 2M  dugc bd sung vao 600 ul dung dich
protoporphyrinogen IX thu duoc @& didu chinh d6 pH dén 8,0. Pé x4c dinh hoat tinh
enzym cua protein PPO, hdn hop phan tng duoc chudn bi v6i ché phim sau day (trén
co s& 10 ml): 50 mM Tris-Cl (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,04% (v/v) Tween 20; 40 mM
glucoza (0,072 g); 5 don vi glucoza oxidaza (16,6 mg); va 10 don vi catalaza (1 ul).

Hai trdm microlit hdn hop phan tmg chita dugc protein PPO tinh ché dugc dit
trong bang 96 16 va dugc u trude trong 30 min ¢ nhiét d6 phong dé giam ndng do oxy
bang phan ung lién hop cla glucoza oxidaza-catalaza. Dau khoang dugc phan 16p va
sau d6 phan ung dugc bét d4u bang cach thém co chét, dung dich protoporphyrinogen

IX vao ndng d6 cubi 50 pM. Phan tmg duogc xu ly ¢ nhiét dd phong trong 30 min va

-56-



38834

huynh quang cta protoporphyrin IX dugc do sur dung Microplate reader (Sense, Hidex)
(kich thich: 405 nm; phat: 633 nm). DPé tinh toan hoat tinh enzym PPO, dung dich
protoporphyrinogen IX dugc gitt mo trong khong khi dé oxy hoa dung dich (qua dém).
2,7 N HCI duoc bd sung vao, va hé s hap thu ¢ 408 nm dugc do. Séng tiéu chuén duoc
tao thanh str dung protoporphyrin IX ti€u chuin, va hoat tinh PPO dugc do bing cach
hiéu chuin protoporphyrin IX st dung séng protoporphyrin IX tiéu chun.

Hoat tinh enzym ciia kiéu dai PPO va bién thé thu dugc dugc thé hién ¢ bang 10

vall.

Cac gia tri hing s Michaelis-Menten (Km) va van téc t8i da (Vmax) ctia mdi
enzym duoc tinh dé dnh gi4 nghién ctu dong luc cia CyPPO2 va CyPPO8. Van tbe
phan tmg ban du duoc do trong d6 van tc phan Gmg can ximg voi ndng d6 biang cach
thay dbi ndng do co chét. Luong protoporphyrin IX duoc d2 xut ma 13 san phAm phan
tng enzym dugc do theo dong thoi gian & nhiét do phong trong 20 phat. Cac gia tri Km
va Vmax duoc tinh bing chuong trinh phan tich dong luc enzym béng phuong trinh
Michaelis-Menten. Kiéu dai AtPPO1 duoc st dung lam dbi chimg. Két qua dugc thé
hién & bang 9:

Bang 9

X4c dinh Km va Vmax ctua CyPPO2 va CyPPO8

CyPPO2 CyPPO8 AtPPO1
Km(uM) 9,1+0,5 7,7+0,2 9,6+ 1,8
Vmax
. _ 285+ 15 305+ 10 135+£19
(uM mg protein-1 min-1)

Tir cac két qua, gia tri Km ctia CyPPO2 va CyPPO8 thép hon ciia AtPPOL, xdc
nhan ring mdi quan hé gitta enzym va co chat tbt hon, trong khi gia tri Vmax ctua
CyPPO2 va CyPPO8 cao hon hai lan cia APPO1. Két ludn, protein PPO cua CyPPO2
va CyPPOS thé hién kha ning lam enzym PPO tt hon AtPPO1 thu dugc tir cdy tréng.

Ngoai ra, ndng d6 cua thudc diét co trc ché PPO ma tic ché hoat tinh enzym PPO

ctia m3i kidu dai PPO va bién thé khoang 50% (ICso) duge do cho mbi thudc diét co.
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Nong d6 cudi ctia moi thude diét co nhu sau:

- Tiafenacil, saflufenacil, fomesafen, butafenacil, flumioxazin va sulfentrazon: 0,

10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000 nM

Gi4 tri ICso duoc tinh 1 ndng d6 thudc diét co tic ché hoat tinh enzym PPO dén

50% trude khi thém thudc diét co & ndng d6 & trén.

Céc gia tri ICso cua cac thubc diét cé khac nhau duge thé hién o bang 10 va 11

sau day.
Béang 10
CyP
PO2| - . . [Hoat 1Cs0 (M)
Vitri |,
£ dot bién) tl‘;h Saflufenac Sulfentra
SO (%) Tiafenacil 1 Fomesafen |Butafenacil[Flumioxazin son
WT |100 25 50 182 13 122 NT
1 |Y373M]| 90 250 5,000 395 63 136 NT
2 | Y3731 | 75 639 5,000 70 1516 464 NT
3 |Y373L| 44 300 NT NT NT NT NT
4 |Y373V| 35 525 NT NT NT NT NT
5 |Y373C| 39 225 NT NT NT NT NT
6 |Y373T| 10 2500 NT NT NT NT NT
7 |A175L| 41 230 NT NT NT NT NT
S63T+
8 90 246 NT NT NT NT NT
Y373M
RO2A+
9 50 219 NT NT NT 310 NT
Y373M
V173S
10 + 80 430 NT NT NT NT NT
Y373M
11 VI_Z3S 25 610 NT NT NT NT NT
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Y3731

12

V1738
+

Y373L

40

530

NT

NT

NT

NT

NT

13

V1738
+

Y373V

10

1,000

NT

NT

NT

NT

NT

14

V173C
+Y373
M

53

680

NT

NT

NT

NT

NT

15

V173C
+Y3731

28

915

NT

NT

NT

NT

NT

16

V173T
+

Y373M

15

543

NT

NT

NT

NT

NT

17

V173T
+

Y3731

25

1,500

NT

NT

NT

NT

NT

18

VI173L
+

Y373M

83

290

NT

NT

NT

NT

NT

19

Al175L
+

Y373M

62

4500

5000

1720

4000

5000

5000

20

A175L
+

Y3731

15

2000

5000

NT

NT

NT

NT

21

Al175C
+Y373
M

83

3700

5000

770

2500

372

5000

22

A175C
+Y3731

31

2000

NT

NT

NT

NT

NT

23

Al75I+
Y373M

52

2,500

NT

NT

NT

NT

NT
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24

E228A
_|_

Y373M

85

214

NT

NT

NT

NT

NT

25

[.229F+
Y373T

10

1,800

NT

NT

NT

NT

NT

26

V31igM
+Y373
M

73

456

5,000

523

708

210

3776

27

V318M
+Y3731

50

2765

5,000

145

1232

1021

5000

28

V318M
+Y373
A%

42

2140

5000

NT

NT

NT

NT

29

V318T
+

Y3731

25

1500

NT

NT

NT

NT

NT

30

L3401+
Y373M

80

259

NT

NT

NT

NT

NT

31

L340I+
Y3731

85

584

NT

NT

NT

NT

NT

32

L340V
+

Y373M

80

257

NT

NT

NT

NT

NT

33

G351A
+Y373
M

23

706

5000

300

36

NT

NT

34

I353T+
Y373M

32

1152

NT

NT

NT

NT

NT

35

I353T+
Y3731

20

1300

NT

NT

NT

NT

NT

36

I353T+

Y373L

10

3000

NT

NT

NT

NT

NT
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37

I353L+
Y373M

80

271

NT

NT

NT

NT

NT

38

1353V+
Y373M

63

445

NT

NT

NT

NT

NT

39

I353C+
Y373M

12

550

NT

NT

NT

NT

NT

40

S63T+

V1738
+

Y373M

60

430

NT

NT

NT

NT

NT

41

S63T+

V1738
_|_

Y3731

60

427

NT

NT

NT

NT

NT

42

S63T+
1353T+
Y373M

15

278

NT

NT

NT

NT

NT

43

S63T+
1353T+
Y3731

1200

NT

NT

NT

NT

NT

44

V1738
_|_

V318M
+Y373
M

3000

NT

NT

NT

NT

NT

45

V173T
+

L3401+
Y373M

50

518

NT

NT

NT

NT

NT

46

V173S
+A175
C
+Y373

M

38

5000

5000

758

2591

5000

5000
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A175C
+V318
47 MAY3T 47 | 3793 5000 2033 1475 419 5000
3M
Al175L
_I_
48 v318M| 40 | 3100 NT NT NT NT NT
+Y373
M
Al175C
+
49 135314+ 5 1900 NT NT NT NT NT
Y373M
A175C
+
50 1353V+ 69 2310 NT NT NT NT NT
Y373M
51 | R92A | 66 125 NT NT NT NT NT
52 |F169A | 72 57 NT NT NT NT NT
53 |V173C| 68 79 NT NT NT NT NT
54 |A175C| 86 100 NT NT NT NT NT
55 |A175L| 68 325 NT NT NT NT NT
56 [V318M| 76 140 NT NT NT NT NT
57 |F337V| 20 148 NT NT NT NT NT
58 |L340T| 18 56 NT NT NT NT NT
59 | I353T | 40 162 NT NT NT NT NT
CyP
PO4
WT |100 22 33 28 10 NT NT
1 [Y375M] 95 124 5000 133 39 NT NT

(NT: khong dugc thir nghiém)
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Bang 11
Cy
gl; Vitri | Hoat ICso(nM)
d@t tinh
36 bicn (%) Tiafenac | Saflufen | Fomesaf | Butafena | Flumiox | Sulfentr
il acil en cil azin azon
WT 100 4 11 13 2.8 NT NT
1 |F363M | 100 183 5000 163 30 266 NT
2 | F363C 17 36 500 38 53 NT NT
3 | F363V 15 2000 5000 1500 25() 2500 NT
4 | F363L 54 322 NT NT NT NT NT
5 | F3631 62 698 5000 133 NT 1100 NT
6 | F363T 5 3000 5000 1,500 NT 2500 NT
R85A
7 + 62 700 NT NT NT NT NT
F363M
R85A
8 + 40 2350 NT NT NT NT NT
F3631
Al162L
9 + 17 5000 NT NT NT 5000 NT
F363M
A162C
10 + 87 2500 5000 NT NT 1166 NT
F363M
V160S
11 + 58 500 NT NT NT NT NT
F363M
V160S
12 + 26 2280 NT NT NT NT NT
F3631
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81
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5000

NT

NT

210

NT

14

V308
M+
F3631

29

1810

NT

NT

NT

NT

NT

15

1343T

F363M

10

2100

NT

NT

NT

NT

NT

16

1343V

F363M

44

288

NT

NT

NT

NT

NT

17

R85A

V308
M+
F363M

39

2347

5000

NT

NT

NT

NT

18

V160S

V308
M +
F3631

4000

NT

NT

NT

NT

NT

19

A162C

F3631

29

2450

NT

NT

NT

NT

NT

20

A162C

F363L

5000

NT

NT

NT

NT

NT

21

R85SA

Al62L

F363M

11

5000

NT

NT

NT

NT

NT

22

R85A

Al62L

F3631

15

1061

NT

NT

NT

NT

NT




23

R85A

A162C

F363M

19

5000

38834

5000

5000

4310

2700

5000

24

R85A

A162C

F3631

16

5000

NT

NT

NT

NT

NT

25

A162C

V308
M+
F363M

45

3580

5000

420

2500

697

5000

26

A162C

V308L

F363M

53

2041

NT

NT

NT

NT

NT

27

R85C

F363M

28

2500

NT

NT

NT

NT

NT

28

R85H

F363M

30

622

NT

NT

NT

NT

NT

29

R85L

F363M

19

892

NT

NT

NT

NT

NT

30

R85T

F363M

24

1356

NT

NT

NT

NT

NT

31

R85V

F363M

18

875

NT

NT

NT

NT

NT

32

Al62L

Q179G

39

5000

5000

630

4000

5000

5000

-65-




38834

+
F363M

33 | R85A 98 80 NT NT NT NT NT
34 | F156A | 85 28 NT NT NT NT NT
35 | V160C | 80 44 NT NT NT NT NT
36 | A162C | 76 75 NT NT NT NT NT
37 | A162L | 82 219 NT NT NT NT NT
38 Vi/? 8 93 76 NT NT NT NT NT
39 | F327vV | 22 81 NT NT NT NT NT
40 | L330T | 27 69 NT NT NT NT NT
41 | 1343T 18 365 NT NT NT NT NT

(NT: khong duoc thir nghiém)

Nhu duge thé hién trén bang 10 va 11, duge chimg minh 1a trong trudng hop bién
thé ctia protein CyPPO, gi tri ICso ctia mdi thudc diét co duge ting lén déng ké so véi
kidu dai. C4c két qua nay thé hién 1a kha ning chéng chiu thudc diét co dugc ting lén
bing dot bién axit amin & mot sb vi trf nhét dinh ctia protein PPO. Mic du dit ligu theo
séng ché thé hién rang bién thé protein CyPPO giam hoat tinh enzym so voi kiéu dai, c6
thé do cac diéu kién gip nép protein khic nhau, va/hodc do ky nudc ctia PPO tai t6 hop
so v&i PPO tu nhién. Trong khi PPO tu nhién ky nudc va dinh vi véi mang cua lap luc
& cay trdng, PPO tai t& hop dugce dé xuét & E. coli wa nuée chira MBP la d6i tac dung
hop. Vi vdy, khi bién thé PPO duge Iap rép ding va biéu hién véi lap luc & cly trdng,
hoat tinh enzym s& khong bi anh huéng manh.

Vi du 5. Tao thanh thd bién nap 4. thaliana st dung bién thé CyPPO va thir

nghiém kha ning chbng chiu thudc diét cd tic ché PPO

5_1. CAu trac vecto thé bién nap 4. thaliana va tao thanh thé bién nap 4. thaliana

A. thaliana duoc bién nap véi vecto hai thanh ph:?m ¢6 ORF cta trinh tu danh du
c6 thé chon duoc, gen Bar (gen chéng chiu glufosinat) va ORF cua mdi gen dot bién

axit amin ciia CyPPO2, CyPPO4 hodc CyPPO8. Cay trdng chuyén gen dugc kiém tra
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kha ning chéng chiu ngang véi glufosinat va thudc diét ¢ e ché PPO. Gen bar ciing
duoc st dung dé kiém tra xem liéu gen chuyén duoc di truyén dn dinh trong khi tao
thanh hay khéng. Gen khoi dAu NOS va gen két thuc E9 duge su dung dé bidu hién gen

bar.

D& bidu hién bién thé CyPPO2, bién thé CyPPO4, va bién thé CyPPOS, lan lugt
& cay tréng, gen khoi diu CaMV35S va gen két thiic NOS duoc sir dung. Ngoai ra, aé
vén chuyén protein dén lap luc, peptit van chuyén (TP) ctia gen AtPPO1 (SEQ ID NO:
8) duoc chén trude 5° cuia gen duge chén st dung enzym giéi han Xbal va Xhol. Ngoai
ra, dé x4c dinh protein dugc biéu hién, thé hemagglutinin (HA) duoc dung hop vao ving
dAu tan 3’ str dung enzym gi¢i han BamHI va Sacl. Vung peptit van chuyén duoc chén
vao vecto dugc thé hién bai SEQ ID NO: 10, va trinh tu thé HA da chén duoc thé hién
boi SEQ ID NO: 11. Gen mé héa ciia bién thé CyPPO2, bién thé CyPPO4, hogc bién
thé CyPPO8 duge chén gifta peptit van chuyén va thé HA st dung enzym gi6i han Xhol
va BamHI. Gen két thiic NOS duge chén sau thé HA, do d6 két thic phién ma gen PPO.

Bidu dd clia vecto hai thanh phan bién nap cy trdng duoc thé hién trén FIG. 31.

M3i vecto di tao két cAu duge bién nap vao té bao kha bién Agrobacterium
tumefaciens GV3101 bang phuong phap két dong-xa dong. Dé chuén bi t& bao kha bién
Agrobacterium GV3101, ching Agrobacterium GV3101 dugc nudi cay trong 5 ml moi
trudng LB trong diéu kién 30°C va 200 rpm trong 12 hrs. Dung dich nudi ciy duge rét
vao 200 ml moi trudng LB, va sau d6 duge nudi cy trong diéu kién 30°C va 200 rpm
trong 3~4 hrs, va dugc ly tdm ¢ 4°C trong 20 phut. Hat té bao duoc rira bng nudc cit
v tring, va sau d6 duoc tao huyén pht trong 20 ml méi truong LB. 200ul phan wéc

duoc lam déng lanh nhanh béng nito long duge bao quan trong thiét bi dong lanh sau.

M>bi Agrobacterium dugc bién nap dugc nudi cdy trong moi truong khang sinh
(thach agar LB chira spectinomyxin) va dugc che chén. Cum nim da che chén duoc nuodi
ciy long trong canh LB. Sau khi t€ bao Agrobacterium dugc thu hoach tir dung dich
nudi cdy, n6 duoc tao huyén phti trong 5% (w/v) sucroza, 0,05% (v/v) dung dich Silwet
L-77 (cong ty Momentive performance vét li¢u) & hé s6 hip thu (ODeoo) 0,8. Bing
phuong phép nhung hoa, kidu dai A. thaliana (kiéu sinh thai Col-0) dugc bién nap, va
sau d6 hat giéng (To) duge thu hoach 1~2 thang sau.

Gen bar & vecto hai thanh phan dugc st dung dé sang loc timg thé bién nap. Cac
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hat gidng To thu dugc dugc gieo vao mdi truong 1/2 MS (2,25 g/L. mudi MS, 10 g/L
sucroza, 7 g/L thach Agar) bd sung 25 uM glufosinat, va cay trdng con sdng duge chon

sau 7 ngay gieo, va dugc trong lai vao d4t va sinh trudng, dé thu duoc cay trong T1.

D& kidm tra kha ning chéng chiu thudc diét ¢ tic ché PPO ctia cdy trong chuyén
gen, cy trong 4 tuan tudi duoc phun déu 100ml dung dich 1uM Tiafenacil (0,05%
Silwet L-77) v&i mi khu vie 40 x 60 cm (0,24 m?). Trong khi A. thaliana kiéu dai (kiéu
sinh théi Col-0) bi chét hoan toan trong 7 ngay sau khi xt 1y, m&i thé bién nap thé hién
khong hu hai khi xir Iy thudc diét co te ché PPO.

Céc hat gibng T> duge gieo vao mdi trudng 1/2 MS (2,25 ¢/L mudi MS, 10 g/L
sucroza, 7 g/L thach Agar) dugc bd sung 25 uM glufosinat, va sau 1 tudn, cay trong

song sot dugc trong lai vao dat.

A. thaliana PPO1 kidu dai (AtPPO1 kidu dai) dugc sir dung 1a dbi chimg 4m ¢6
d6 nhay thudc diét co e ché PPO (sé gia nhap GenBank AX084732 (trinh tu nucleotit
cua gen dugc thé hién bai SEQ ID NO: 8, va trinh tu axit amin dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 7)). AtPPO1 dot bién voi sy thay thé axit amin Y426M (axit amin thir 426,
tyrosin dugc thé bang methionin) va S305L (axit amin thit 305, serin dugc thé bang
leuxin) trong trinh ty axit amin cua AtPPO1 kiéu dai duoc sir dung 1a d6i chung duong
(trinh ty axit amin dwgc thé hién boi SEQ ID NO: 9) (Li et al. Development of
protoporphyrinogen oxidase as an efficient selection marker for agrobacterium

tumefaciens-mediated transformation of maize. Plant physiol. 2003 133:736-747).

Céc bién thd CyPPO dugc sit dung dé tao thanh thé bién nap 4. thaliana dugc

néu ¢ bang 12:

Bang 12
Dot bién CyPPO2  [Dong s6 Dot bicn Dong sb|Dot bién CyPPO8|Dong s6
CyPPO4
Y373M 32 | Y375M | 14 F363M 22
34 31 51
38 52
39 F363V 1

-68-



38834

40

18

Y373V

34

Y3731

23

F363L

33

34

Y373L

23

Al62L

43

Y373C

40

A162C + V308M
+F363M

46

48

V318M+Y3731

V173S+A175C+Y373M

51

72

84

A175C+V318M+Y373M

5-2. Su ndy mam hat oibng

Kha ning chéng chiu tiafenacil ctia 4. thaliana duge x4c nhan st dung hat gidng
T, séng s6t duéi phun tiafenacil 1 uM tai thé hé T1. Thé bién nap dugc dua thé dot bién
Y373M ciia CyPPO2, thé dot bién Y375M ciia CyPPO4, hoc thé dot bién F363M ciia
CyPPOS$ (thé bién nap CyPPO2 Y373M, thé bién nap CyPPO4 Y375M, va thé bién nap
CyPPO8 F363M, 14n luot). Kha niang chéng chiu glufosinat clia thé bién nap duoc xac

nhén bang cach gieo hat gidng A. thaliana trong méi trudng dugc bd sung glufosinat

(PPT 50 pM).

Két qua dugc thé hién trén FIG. 32.
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Céc thé bién nap sb 32, sb 34, va s6 28 ciia CyPPO2 Y373M ndy mam, thé bién
nap s 14 va sé 31 ctia CyPPO4 Y375M, va s6 22. Céc thé bién nap s6 51 va s6 52 cla
CyPPO8 F363M nay mAm ngay ca trong mdi trudng 1/2 MS chira ndng d6 tiafenacil 1
1M hodc cao hon. Ngoai ra, hat gidng A. thaliana kiéu dai (Col-0) dung lam d6i chung
Am khong nay mim trong mdi trudng 1/2 MS chira 70 nM tiafenacil, va thé bién nap

AfPPO1 dbt bién (AtPPO1 SLYM) duge stt dung 1 d6i chimg duong niy mam ngay ca

38834

trong moi trudomg 1/2 MS chira tiafenacil 1 pM.

5.3 Xéc nhan t{ 12 chia tach tinh ning kha ning chéng chiu trong hat gidng thé

hé T»

Dé xac dinh sy di truyén, ty 1& chia tach dugc nghién ctu véi hat giéng Ta. Céc

két qua duoc thé hién & bang 13 dén 15.

Bang 13

Thé bién nap CyPPO2 (T2)

Dot bién Dong s& | Ty 1& chia tach
Y373M 32 2,53:1
34 3,21:1
38 3,18:1
39 3,17:1
Y373V 34 3,13:1
Y3731 23 2,70:1
34 3,55:1
Y373L 5 2,7:1
23 2,96:1
43 3,3:1
Y373C 40 3,32:1
V318M+Y3731 1 2,95:1
3 2,95:1
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V173S+A175C+Y373M 3 3,27:1
4 2,5:1
72 3,08:1
84 2,95:1
51 3,32:1
A175C+V318M+Y373M| 4 2,8:1
8 2,57:1
Béng 14
Thé bién nap CyPPO4 (T2)
Dot bién Dong sd Ty 18 chia tach
Y375M 14 2,53:1
31 3:1
Bang 15
CyPPO8 thé bién nap (T2)
D6t bién Dong s6 Ty 1é chia tach
F363M 22 3,08:1
51 3,54:1
52 3,04:1
F363V 1 2,52:1
18 2,57:1
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F363L 1 2,54:1

33 2,77:1

Al62L 1 2,5:1

5 3,5:1

A162C + V308M + 46 2,6:1
F363M

48 2,59:1

Nhu dugc thé hién & bang 13, trong truong hop thé bién nap duge chén gen dot
bién CyPPO2, dong sb 32, sb 34, s6 38, va sb 39 clia bién thé Y373M, dong s6 34 cua
bién thé Y373V, dong s6 23, va sé 34 clia bién thé Y3731, dong sb 23, va s6 43 clia bién
thé Y373L, dong sb 40 cta bién thé Y373C, dong s6 1 va s6 3 cla bién thé
V318M+Y373L, dong s 3, sb 4, sb 72, s6 84, va s 51 cia bién thé
V173S+A175C+Y373M, va dong s6 4 va s6 8 ctia bién thé A175C+V318M+Y373M cd
thé c6 khoang 3:1 kha nang chéng chiu so véi nhay cam, va do d6 dugc ching minh

rang ban sao don cua gen chuyén duoc tich hop vao hé gen A. thaliana theo lut Mendel.

Nhu duge thé hién & bang 14, trong truong hop thé bién nap dugc chén gen dot
bién CyPPO4, dong sb 14 va s6 31 ciia bién thé Y375M c4 thé c6 khoang 3:1 kha ning
chéng chiu so v6i nhay cam, va do d6 dugc ching minh ring ban sao don cla gen

chuyén dugc tich hop vao hé gen 4. thaliana.

Nhu dugc thé hién & bang 15, trong trudng hop thé bién nap dugc chén gen dot
bién CyPPOS, dong sb 22, s6 51 va sb 52 ctia bién thé F363M, dong s6 1 vasd 18 cua
bién thé F363V, dong s6 1 va s6 33 ciia bién thé F363L, dong s6 1 va s6 5 clia bién thé
A162L, va dong s6 46 va sb 48 ctia A162C+V308M+F363M cé thé c6 khoang 3:1 kha
ning chéng chiu so véi nhay cam, va do dé dugc chimg minh ring ban sao don clia gen

chuyén dugc tich hop vao hé gen 4. thaliana.

5-4. Pidu tra biéu hién protein CyPPO & A. thaliana chbng chiu thudc diét cd (T2)

Biéu hién cua CyPPO2 Y373M, CyPPO4 Y375M hodc CyPPO8 F363M ¢ mirc

protein dugc kiém tra biéu hién cua gen da dua. Sau khi khoang 100 mg 14 thé bién nap
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A. thaliana T2 dugc nghién thanh bot ciing nito 10ng, protein duoc chiét bang cach thém
chét dém chiét protein (Tris-C1 0,05 M d6 pH 7,5, NaCl 0,1 M, EDTA 0,01 M, Triton
X-100 1%, DTT 1 mM). Qué trinh thdm tach Western dugc tién hanh str dung protein
da chiét. Sau khi dién di, protein dugc chuyén dén mang PVDF (polyvinyliden diflorua),
va sau d6 qua trinh thdm tich Western dugc tién hanh st dung khang thé khang HA
(Santacruz) va khang thé khang actin (d6i chting tai, so sanh lugng protein thir nghiém;
Abcam).

Két qua dugc thé hién trén FIG. 33.

Mutc biéu hién protein PPO thé dot bién tuong tu & thé bién nap CyPPO2 Y373M
va thé bién nap CyPPO8 F363M, trong khi CyPPO4 Y375M c6 mirc biéu hién bién thé
PPO thép.

Dong thé bién nap con duge xtt Iy bang mot thé hé (thé hé T3), va dugc x4c nhan
ring mdi dong thé bién nap c6 kha ning chéng chiu thuéc diét co (tham chiéu dén vi du
5-5). Diu nay chi ra rang sy biéu hién ctia gen da dwa duoc duy tri qua thé hé va ching

duoc tao kha ndng chbng chiu thudc diét co.

5.5. Kiém tra kha ning chdéng chiu thudc diét ¢d cta A. thaliana dugc bién nap

P4 chimg minh kha ning chéng chiu thubc diét co ciia gen mé hoa bién the axit
amin ctia CyPPO2, CyPPO4 va CyPPO8 & céy trdng, kha ning chéng chiu thudc diét
cd duoc thir nghi€ém véi thé hé T2 hoic thé hé Ts. T4t ca cac thir nghiém phun duoc thuc
hién chi trudce khi sang, khoang 4 tudn sau khi trong lai. Mot tram mililit thubc diét co

v6i dung dich (0,05% Silwet L-77) voi mdi khu vue 40 x 60 cm (0,24 m?) duge phun.

Két qua quan sat duge & ngay thtt 7 sau khi phun cho bién thé CyPPO2 Y373M,
bién thé CyPPO4 Y375M, va bién thé CyPPO8 F363M dugc thé hién trén FIG. 34 (két
qua cta xtt 1y tiafenacil), FIG. 35 (két qua cta xit 1y saflufenacil), va FIG. 36 (két qua
ctia xt Iy fomesafen). Col-0 kidu dai (d6i chimg am) bi chét, trong khi AtPPO1 SLYM
(d6i chimg duong) va nhém thi nghiém, dong s6 38, s6 39 va s 34 ca thé bién nap
CyPPO2 Y373M, va dong s6 22, 56 51 va s6 52 cita thé bién nap CyPPO8 F363M tht ca
sinh trudng lién tuc trong tiafenacil 5 pM, saflufenacil 5 pM va fomesafen 5 pM. Dong
s6 14 ctia thé bién nap CyPPO4 Y375M sinh trudng lién tuc trong saflufenacil 5 uM va
fomesafen 5 pM.
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Tiafenacil 25 uM hodc saflufenacil 75 pM duge xtt Iy cho thé bién nap T3 clia
gen dot bién Y373C, Y3731, Y373L, Y373M va Y373V clia CyPPO2. Va tiafenacil 25
uM hogc saflufenacil 100 pM duoc phun cho thé bién nap T3 clia gen dot bién F360L,
F360V va A162L cta CyPPOS.

Tiafenacil 5 uM dugc phun cho thé bién nap T2 cia gen dot bién V318M+Y373L,
V173S+A175C+Y373M va A175C+V318M+Y373M cua CyPPO2. Tiafenacil 10 uM
duoc phun cho thé hé T, cia thé bién nap cua gen dot bién A162C+V308M+F363M cua
CyPPOS8.

Két qua quan sét duoc & ngay thir 7 sau khi phun dugc thé hién & bang 16 (Chi
s6 tdn thuong) va FIG. 37 (bién thé CyPPO2; thé hé Ts (phia trén, dudi)/thé hg T2 (&
gifta)) va FIG. 38 (bién thé CyPPOS; thé hé Ts (phia trén, & gitta)/thé hé T2 (dudi)).

Bang 16

Chi s6 t6n thuong

Dong sb Tiafenacil | Saflufenacil
Nong d6 5 uM 5 uM
Col-0 (kiéu dai) 5 5
CyPPO2 5 NT
Bién thé CyPPO2 (T3) 25 uM 75 M
Y373M 40-4 2,5 NT
Y373C 40-3 2 1,5
23-2 0 1
Y3731
34-2 0 0,75
23-9 1,5 1,6
Y373L
43-1 1,5 3
Y373V 34-10 2 2
Bién thé CyPPO2 (T2) 5 uM 75 uM
V318M+Y3731 1 0 NT
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3 0 NT
3 1,5 NT
4 2 NT
V173S+A175C+Y373M 51 2 NT
72 2 NT
84 3 NT
4 0 NT
A175C+V318M+Y373M
8 3 NT
CyPPO8 5 5
CyPPOS$ bién thé (T3) 5 uM 75 uM
22 0 NT
F363M 51 0 NT
52 0 NT
25 uM 100 uM
33-7 1,5 2,5
F363L
1-3 2,5 1,5
1-7 0,5 0
F363V
18-1 0,5 0
1-6 3,4 4
Al62L 5-4 3.4 3,8
5-7 3,9 3,8
Bién thé CyPPOS (T>) 10uM 100 uM
A162C + V308M + F363M 46 1 NT
48 1 NT
CyPPO4 bién thé 5uM 5uM
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Y375M 14 4 2

NT: Khong dugc thir nghiém

Chi sb tdn thuong cua bang 16 duge dénh gid theo tiéu chi cua bang 17 sau day

(n6 dugc &p dung bang véi chi s t6n thuong dugce dé xuét trong ngit canh):

Bang 17
Chi s6 ton thwong Triéu ching
| 0 Khong hu hai |
1 L4 kho rung
2 Trén 20% va it hon 30% cAy trong bi chay sém
2,5 Trén 30% va it hon 50% ciy tréng bi chay sém

3 Trén 50% va it hon 70% cAy trong bi chay sém
4 Trén 70% cAy trdng bi chdy sém
5 Toan bd cay kho va chét

Nhu duoc thé hién & bang 16 va FIG. 37, tAt ca thé bién nap cua bién thé CyPPO2
14n luot sinh trudng lién tuc khong chi & tiafenacil 5 pM ma con 25 uM.

Nhu duge th hién & bang 16 va FIG. 38, thé bién nap ctia mdi bién thé CyPPO8
sinh trudng lién tuc khong chi ¢ tiafenacil 10 pM ma con 25 uM, va sinh truéng lién tuc
& saflufenacil 100 pM.

Ngoai ra, mtc kha nang chbng chiu cta thé bién nap (T3) trong d6 CyPPO2
Y3731 va CyPPO8 F363V duoc dua 14n luot duoc xac nhan trong mdi 50 uM thudc diét
cd (flumioxazin, sulfentrazon, tiafenacil hodc saflufenacil). AtPPO1 SLYM duge su
dung lam nhom dbi chung kha nang chéng chiu (d6i ching duong). Tiafenacil,
saflufenacil, flumioxazin, hodc sulfentrazon dugc xur ly 1an luot & ndng d6 50 pM, va

sau 7 ngdy, chi sé ton thuong dugc danh gid. Két qua duoc thé hién trén FIG. 45 va bang
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18. P& tham khao, khéi luong phan tir (MW) cla tiafenacil 1a 511,87, va khdi luong
phan t ctia saflufenacil 1a 500,85, va khéi lugng phan tit cua flumioxazin la 354,34, va
khéi luong phan it clia sulfentrazon la 387,18. Mdi thude diét ¢6 & ndng d6 50 uM déu
duge phun véi 100ml trén khu vuc 40 x 60 cm (0,24 m?). Céc lidu luong xir ly da chuyén
hoa tuong tng véi 106,7 g ai/ha tiafenacil, 104,4 g ai/ha saflufenacil, 73,8 g ai/ha

flumioxazin, va 80,7 g ai/ha sulfentrazon, 14n luot.

Bang 18
Chi s6 t6n thuong
AtPPO1| CyPPO8 | CyPPO2
SLYM | F363V Y3731
Tiafenacil 4 2 2

Saflufenacil | 0-1 0-1 0-1
Flumioxazin | 4-5 2 3
Sulfentrazon | 0-1 0-1 0-1

Nhu duoc thé hién trén FIG. 45 va bang 18, kha ndng chong chiu cla thé bién
nap gen dot bién tuong tu hodc cao hon so véi AtPPOL SLYM ma d3 dugc biét c6 kha
nang chdng chiu thubc diét co.

Trong khi 4. thaliana kidu dai chét sau khi xtt ly tiafenacil 0,8 pM, thé bién nap
thé dot bién PPO sinh trudng lién tuc & xtt ly tiafenacil 5 pM, 10 uM, hodc 25 pM.

Tir két qua nay, bién thd CyPPO du kién s& cung cAp cac kha nang chéng chiu
thubc diét cd e ché PPO khéc nhau véi céc cdy trong khac cling nhu 4. thaliana.

5-6. X4c nhan do 6n dinh gen chuyén trong thé hé cdy chuyén

Thit nghiém nay dé x4c nhan rang gen dugc dua & A. thaliana duge di truyén on
dinh va duoc biéu hién thdm chi néu thé hé phat trién.

Céc thé bién nap thé dot bién CyPPO2 Y3731 va thé dot bién CyPPO8 F363V
dwoc phét tridn dén thé hé Ts, hode Ts nhu sau; dong Ts 23-2, 23-7, 34-2 ctia CyPPO2
Y3731 va 1-7, 18-1, 18-7 cia CyPPO8 F363V. Kha nang chdng chiu thudc diét co duge

duy tri qua thé hé T3 dén Ts clia mdi dong thé hién d6 6n dinh ctia gen chuyén trong thé
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he¢.

Cy thé 13, tiafenacil 15 pM hogc saflufenacil 150 pM dugc xtt Iy cho dong T4
hodc Ts, va 7 ngay sau khi xtt ly thudc diét co, mirc hu hai dugc danh gia. Két qua dugc

thé hién trén FIG. 46 (dong T4) va FIG. 47 (dong Ts).

Ngoai ra, qué trinh thAm tach Western duoc tién hanh d x4c nhén sy biéu hién
protein. Protein duoc chiét tr thé bién nap. Sau khi 1am sach cdy gibng st dung nito
long, chét dém chiét protein (M Tris-Cl 0,05 d6 pH 7.5, NaCl 0,1 M, EDTA 0,01 M,
Triton X-1001%, DTT 1 mM) dugc b sung va tng protein dugc chiét. Protein da chiét
duoc chuyén dén mang PVDF sau khi dién di, qué trinh thdm tach Western duoc tién
hanh sir dung khang thé khang HA (Santacruz). Céc protein dugc biéu hién & thé bién
nap duge phat hién. Két qua dugc thé hién trén FIG. 48 (dong T4) va FIG. 49 (dong Ts).

Nhu duoc thé hién trén FIG. 46 dén FIG. 49, kha ning chéng chiu thude diét co
cia tht ca thé hé Ty va Ts duoc duy tri, va biéu hién protein PPO ciing dugc xac nhén.
Cu thé 13, trong khi Col-0 (d6i chimg 4m) hoan toan chét khi tiafenacil 15 pM hodc 150
uM saflufenacil duge xur 1y, thé bién nap T4 vaTs dugc duy tri khong c6 tbn thuong (Chi
sé tén thuong 0). D& tham khao, khi tiafenacil 25 pM hodc saflufenacil 75 pM duoc xtr

ly & thé hé T3, muc chi s6 ton thuong 1a 0~1.

Vi du 6. Tao thanh thé bién nap cay lda st dung bién thé CyPPO va thir nghiém

kha ning chbéng chiu thube diét cd tic ché PPO

6-1. Chu tric cta vecto bién nap cy lda va tao thanh thé bién nap ciy lua

Vecto hai thanh phan c6 ORF cta gen Bar (gen chdng chiu glufosinat) va ORF
ctia mdi gen dot bién axit amin ctia CyPPO2 hodc CyPPO8 dugc tao két cAu va dugc st
dung dé bién nap cy lua. M3i gen duoc tach dong & vecto pCAMBIA3301 (tham chiéu
dn FIG. 39). Gen khoi ddu CaMV 35S dé biéu hién gen Bar va gen két thic 35S dé

chdm dirt phién ma dugc st dung.

D& bidu hién gen dot bién ciia CyPPO2 hogc CyPPOS8 & cly trong, gen khoi dau
ubiquitin ctia cay ngb va gen két thuc NOS duge si dung. Ngoai ra, peptit van chuyén
(TP) ctia AfPPO1 dugc dung hop & ving ddu tn N cla the dot bién CyPPO2 hogc
CyPPOS8. Méi vecto di tao két chu duoc bién nap vao té bao kha bién Agrobacterium

tumefaciens LBA4404 (Takara) béng phuong phap sdc dién.
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Agrobacterium dugc bién nap duoc st dung dé bién nap cay lua Dongjin (gidng
kiéu dai). Sau khi loai bé trdu hat gibng ctia cdy lia Dongjin, khit tring, va nudi cay t6i
trong moi truong N6D ¢ 32°C trong 5 ngay, hat gidng cay lua duge trdn véi dung dich
Agrobacterium dugc bién nap, va sau d6 duge trdng lai trén moi trudng2N6-AS100. N6
duoc G & 28°C trong 1 ngay & béng tdi, va sau d6 duge 1 ¢ 23,5°C trong 4 ngdy ¢ béng
t6i. Hat gidng dugc 0 trén mdi truong N6D cf500 ppt4 dugc bd sung ndng dd
phosphinothricin thich hgp (Duchefa) & 28°C trong 10 ngay dudi 4nh sang, va thé san
duoc bién nap dugc chon trong hat giéng bi nhiém. Thé san duoc chon duogc chuyén vao
mdi truong REI cf500 ppt4 duge bd sung ndng dd phosphinothricin thich hop
(Duchefa), do d¢ tao ra cay trdng.

Ché phim ctia mdi trudng da st dung dugc néu ¢ bang 19:

Bang 19
Tén moi truong Thanh phan St dung
Bot N6 4g
Sucroza 30g
L-Prolin 2,878 g
Axit casamino 03¢g
N6D
Myo-Inositol 0,l1g
2,4-Diclophenoxy (hoa tan trong etanol) 2 mg
Phytagel 4¢g
Nuéc cét 1én dén 1L (d6 pH 5,8)
Bot N6 4g
Sucroza 30g
D-glucoza (Monohydrat) 10g
2N6-AS100
Axit casamino 03¢g
2,4-Diclophenoxy (hoa tan trong etanol) 2 mg
Phytagel 4¢g
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Axetosyringon (20 mg/ml, hoa tan trong DMSO) 1 ml
Nudc cét 1én dén 1L (46 pH 5,2)
Bot N6 4g
Sucroza 30g
L-prolin 2,878 g
Axit casamino 03¢g
N6D cf500 Myo-inositol 0,1¢g
ppt4
2,4-Diclophenoxy (2 mg/ml trong etanol) 1 ml
Phytagel 4¢g
Xefotaxim natri 500 mg
Nude cit 1én dén 1L (46 pH 5,8)
Bt vitamin MS 441 ¢
Sucroza 30g
Sorbitol 30g
Axit casamino 2g
REIII cf500 NAA (1mg/mi) 20 pe
ppt4 Kinetin 2 mg
Myo-inositol 0,lg
Phytagel 4¢g
Xefotaxim natri 500 mg

Nudc cat 1én dén

1L (d6 pH 5,8)

6-2. Kiém tra kha ning chdng chiu thudc diét cé e ché PPO cua ciy lda duoc

bi€n nap

D4 kidm tra mtic kha ning chdng chiu thude diét co cua the bién nap cua gen dot

bién CyPPO2 va CyPPO8 & ciy mot 14 mam, kha ndng chong chiu thudc diét co dugc
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thir nghiém & cAy trong thé hé To clia cdy ltia Dongjin trong d6 mdi gen duoc bién nap.

Sau khi 1am dam chdi cdy lua 5 tudn tudi cua thé hé To ctia thé bién nap CyPPO2
Y373M va thé bién nap CyPPO8 F363M, ching duoc phép sinh trudng, va tiafenacil
hoic saflufenacil dugce xtr ly, lan luot. Hai trims mililit tiafenacil 200 uM (tuong Umg
v6i 853 g ai/ha) hoic saflufenacil 500 pM (tuong tmg v6i 2085 g ai/ha) duogc xur ly &
khu vuc 40 X 60 cm. P& tham khao, liéu luong tiafenacil xi ly dé nghi cho d6i chimg
¢6 dai 12 khoang 150 g ai/ha, va lidu luong saflufenacil xr Iy d& nghi cho dbi chimg co
dai 1a dudi 145 g ai/ha.

Thé bién nap T2 ctia CyPPO2 Y373M va CyPPO8 F363M duoc sir dung dé xu Iy
thuéc diét cd & ngdy thir 47 sau khi gieo hat. Mot tram mililit tiafenacil 200 pM (tuong
g v6i 420 g ai/ha) va saflufenacil 400 uM (tuong tmg vdi 840 g ai/ha) duoc phun 1an
luot & khu vuc 40 X 60 cm. Két qua quan sat dugc ¢ ngay thit 7 sau khi phun dugce thé
hién trén FIG. 40 (két qua thé hién cay trdng thé hé To ciia thé bién nap CyPPO2 Y373M
dong s6 1 va sb 3 va thé bién nap CyPPO8 F363M dong s6 2 va s6 3 sau khi xir Iy
tiafenacil ho#c saflufenacil) va FIG. 41 (thé hién cay trdng thé hé T cua thé bién nap
CyPPO2 Y373M dong #3 va thé bién nap CyPPO8 F363M dong #3 sau khi xtr Iy
tiafenacil hodc saflufenacil), 14n luot. “Khéng GM” trén FIG. 40 chi ra céy la Dongjin

kiéu dai khong dugc bién nap, va duge su dung lam d6i ching am.

Nhu dwoc thé hién trén FIG. 40 va FIG. 41, hu hai nghiém trong & d6i chimg dm,
cay lha Dongjin kidu dai, sau khi xir Iy tiafenacil hogc saflufenacil, nhung khong hu hai
hodic it quan sét duge & ciy trdng thé hé To ctia thé bién nap CyPPO2 Y373M (duge thé
hién boi “CyPPO2YM”) dong s 1 va s 3 va cdy trdng thé h¢ T2 ciia thé bién nap
CyPPO2 Y373M #3-1. Khong hu hai nao quan sat dugc & cAy trong thé hé To cua thé
bién nap CyPPO8 F363M (dugc thé hién bsi “CyPPOSFM”) s6 #1 va #3 va cdy trdng
thé hé T ciia thé bién nap CyPPO8 F363M #3-1 so véi cdy lia Dongjin kiéu dai sau khi

x1 1y tiafenacil hodc saflufenacil.

T4t c4 cay lta thé bidn nap CyPPO2 Y373M va thé bién nap CyPPO8 F363M c¢6
kha ning chdng chiu sau khi xi Iy tiafenacil hogc saflufenacil ndng d6 cao hon ndng dd
@& nghi cho ddi chimg co dai. Didu nay thé hién rang gen dugc dua vao cay lba dugc di
truyén va biéu hién bn dinh, thé hién kha ning chéng chiu thudc diét co e ché PPO qua

cac the hé.
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6-3. Kiém tra biéu hién protein & thé bién nap cay lua

D4 x4c nhan ring protein dot bién (CyPPO2 Y373M hoic CyPPO8 F363M) dugce
bidu hién & thé bién nap CyPPO2 Y373M va thé bién nap CyPPO8 F363M, protein dugc

chiét & 14 tir mai dong thé bibn nap, va qué trinh thdm tach Western duoc tién hanh.

Pbi voi didu ndy, 5 ml/g md chit dém chiét (Tris-C1 50 mM, do pH 7,5, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, NP-400,5%) va chét e ché proteaza (Xpert Protease Inhibitor
Cocktail Solution, GenDepot) dugc bd sung vao md 14 clia mdi thé bién nap. Protein
duoc chiét duoge nap vao SDS-PAGE gel, va chuyén cho mang PVDF. Mang dugc u
bing khang thé so cAp cu thé & peptit CyPPO2 hogc CyPPO8 (GenScript) o'ty 1¢ 1:1000.
Protein dugc phat hién bing khang thé bac hai tiép hop HRP sur dung thudc thir ECL va
Luminograph (Atto).

Anh thu duoc duoc thé hién trén FIG. 42 (biéu hién CyPPO2 Y373M) va FIG.
43 (CyPPOS F363M). Protein CyPPO duogc phét hién & thé bién nap CyPPO2 Y373M
dong #1 va #3 va thé bién nap CyPPO8 F363M dong #2 va #3.

6-4. Phan tich sb ban sao cua gen duoc dua & cdy lda duoc bién nap

ADN hé gen dugc chiét tir md 14 ctia thé bién nap CyPPO8 F363M d& phan tich

s0 ban sao clia gen chuyén.

ADN hé gen dugc chiét nhu sau. Sau khi nghién mod 14 cta cdy lua duge bién nap
stir dung chay va cbi trong nito 16ng, 5 ml/g md clia chit dém phan 1ap ADN (CTAB 2%
(w/v), NaCl 1,5 M, EDTA 25 mM, beta-mercaptoetanol 0,2% (v/v), Tris-Cl 100 mM
(d6 pH 8,0)) dugc bd sung va tao xody. Sau khi gia nhi€t & 60°C hon 1 gio, 1 thé tich
clorofom:ruou isoamyl (24:1) dugc bd sung va tron voi dao nguge. Sau khi ly tam &
didu kién 7000 xg trong 10 phit & 4°C, dich ndi dugc chuyén sang dng méi, va 2.5 thé
tich etanol duge tron. Sau khi ly tim & 5000 xg trong 5 phut & 4°C, dich ndi bi loai bd
va hat dugc hoa tan trong chit dém TE (LPSS). Sau khi thém 20 pg/ml RNase A
(Bioneer), né dugc u & 37°C trong 30 phut. Sau khi thém 1 thé tich phenol:clorofom
(1:1), n6 duoc trdn va ly tdm & 10000 xg trong 10 phut ¢ 4°C. Dich ndi duoc chuyén
sang dng m&i, va sau d6 1 thé tich clorofom:rugu isoamyl (24:1) duge bd sung va tron.
Sau khi ly tim & 10000 xg trong 10 phit cho 4°C, dich néi dugc chuyén sang dng moi,
va 0,1 thé tich NaOAc (pH 5,2) va 2 thé tich etanol dugc bd sung va tron. Sau do, nd
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duoge ly tim & 5000 xg trong 5 phut & 4°C, va hat duge rira béng etanol 70%. Sau khi
sdy khong khi, ADN hé gen duoc hoa tan v6i lugng chit d@ém TE thich hop.

10~40 pg ADN dugc chiét duoc tidu qua dém st dung EcoRI (Enzynomics).
Sau d6, sau khi dién di Agaroza gel 0,8% (w/v) (50 V), gel dugce xur Iy nhur sau:
1) khir purin: HCI 0,25 N, ldc 15 phut

2) bién tinh: NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M, léc 30 phit

3) trung hoa: Tris 0,5 M (d6 pH 7,5), NaCl 1,5 M, lic 20 phut

Sau do6, doan DNA dugc chuyén dn mang nitroxenluloza (GE healthcare) st
dung phuong phap chuyén mao quan, lién két ngang duoc thuc hién st dung UV
Crosslinker (UVC-508; ULTRA LUM Inc.).

Qua trinh lai dugce thuc hién bang phuwong phap sau ddy: Mang nitroxenluloza
duoc nhing vao dung dich Easyhybridization (Roche), va dugc u ¢ 42°C trong 3 hrs.
Sau do, dung dich bi loai bd, thé biang dung dich DIG Easyhybridization méi, va dugc
0 qua dém & 42°C.

Poan do (doan do CyPPO8-M dugc gin nhin DIG) dugc dan nhén bang phan
ung PCR nhu sau:

Vat liéu
MaAu (ADN plasmit CyPPO8) 0,5ul
Chét dém 10X 3ul
DIG-dNTP 2ul
doan mdi xudi (10uM) 3ul
doan mdi nguge (10uM) 3ul
DDW 18ul
polymeraza e-Taq (Solgent Inc.) 0,5ul
tbng  30ul
Bang 20

Diéu kién dé phan tmg PCR
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94-c 3 min
g94c 30 sec
BBC 30 sec 35 chuky
T2 1 min
T2 5 min

Trinh tu cho doan moi

Poan moi xudi cho doan do CyPPO8 F363M:
GCGTTAACGGGTGCATTAGGC (SEQ ID NO: 158)

Poan  mdi  nguwgc  cho  doan  do  CyPPO8  F363M:
TGGAAAGAGTGTTGAACTCC (SEQ ID NO: 159)

Sau khi san phdm PCR dugc dién di trong agaroza gel, dai doan do c6 nhan dugc
chiét.

Sau khi lai véi doan do ¢ nhin, mang duoc rua trong chét dém rira tinh nghiém
ngit thip (2X SSC, 0,1% SDS) tiép theo 1a chat dém rira tinh nghiém ngat cao (0,5X
SSC, 0,1% SDS). Tin hiéu thAm tach Southern dugc phat hién nhu sau:

1) l4c trong 30 phit sau khi thém chat dém phong bé (Roche) vao mang

2) lic trong 30 phut sau khi thém khing thé DIG (anti-digoxigenin-AP Fab
fragments, Roche)

3) lic trong 15 phut trong chét dém rtra (Roche)
4) l4c trong 3 phut sau khi thém chét dém phat hién (Roche)

5) Sau khi st dung CDP-Star, sin dé st dung (Roche) trén mang, phat trién vét
trén phim tia X.
Két qua duoc thé hién trén FIG. 44. CyPPO8 F363M dong #3 thé hién mot dai,

chi ra ban sao don cua gen dugc chén & hé gen céy lua.

Vi du 7. Tao thanh thé bién nap ciy dau tuong st dung bién th® CyPPO va thu

nehiém kha ning chbéng chiu thudc diét ¢d e ché PPO

7-1. Tao thanh thé bién nap cay dau tuong

Vecto dé bién nap cdy d4u tuong véi gen CyPPO2 Y373M hodc CyPPO8 F363M

duogc tao két cau.

Trinh tu cua peptit van chuyén ctia PPO1 A. thaliana dugce dung hop vao vung 5’
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ctia CyPPO2 Y373M hoic CyPPO8 F363M (tham chiéu dén FIG. 31), va gen da dung

hop duge md rdng va phan lap cho cAu tric vecto.

HBn hop phan tmg PCR (tdng 50 pl) duge chuin bi bang cach tron 1 pl mau
(vecto ma dugc sir dung dé bién nap 4. thaliana), 5 pl chit dém10X, 1 ul hdn hgp dANTP
(m&i 10 mM), 1 pl doan mdi TOPO-cTP_F (10 pM), 1 pl doan mdi TOPO-CyPPO2_R
hodic TOPO-CyPPO8 R (10 uM), 40 ul DDW, va 1 pl Pfu-X (Solgent, 2,5 unit/ul), va
viéc mé rong dugc thuc hién dudi diéu kién 1 chu ky 94°C trong 4 phut, va 25 chu ky
94°C trong 30 gidy, 56°C trong 30 gidy va 72°C trong 1,5 phut, va 1 chu ky 72°C trong
5 phut.

Poan mdi st dung dugc tém t4t trong bang 21:

Béang 21
Poan mdi Trinh ty
TOPO-cTP_F CAC CAT GGA GTT ATC TCT TC (SEQ ID NO: 160)

TOPO-CyPPO2 R | TCA GAT CGA TCG AGT ATC TG (SEQ ID NO: 161)

TOPO-CyPPO8 R | TTA ACC CAA ATA ATC TAA CA (SEQ ID NO: 162)

M&i san phém duoc mo rong bi thét vao vecto pENTR-TOPO (Invitrogen, tham
chiéu dén FIG. 50) st dung bd dung cu tach dong pENTR Directional TOPO

(Invitrogen), va san phim thit duoc bién nap vao t& bao kha bién DHS alpha (Invitrogen).

Gen d3 tach dong trong vecto pENTR-TOPO dugc chuyén dén vecto hai thanh
phan pB2GW7.0 8 bién nap cay trdng. B kit hdn hop enzym Gateway LR Clonase II
(Invitrogen) dugc st dung cho cAu truc vecto pB2GW7.0. Sau khi trén vecto pENTR/D-
TOPO trong d6 gen CyPPO2YM hodc CyPPOSFM duge cheén, chit dém TE, va hdn
hop enzym LR Clonase II, hdn hop duge G & 25°C trong 1 hr. Sau khi dung dich
Proteinase K (Invitrogen) dugc bd sung vao hdn hop phan tmg, né duge i ¢ 37°C trong

10 phut, va n6 dugce bién nap véo té bao kha bién DHS5 alpha.

Agrobacterium tumefaciens EHA105 (Hood et al., New Agrobacterium helper
plasmids for gene transfer to plants (EHA105). Trans Res. 1993 2:208-218) dugc bién
nap dién véi cAu tric vecto hai thanh phan & trén. Cay dau twong ‘Kwangan’ dugc su

dung d& bién nap. Sau khi loai bo vo hat gibng tir hat gidng cdy dau tuong, tru dudi 14
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mAm duge cit va tao vét xudc 7-8 1an bang dao md (ludi #11). Khoang 50 miéng mo
chy duoc tron véi Agrobacterium dugce bién nap EHA105, va hon hop duge nghién bang
song am trong 20 gidy va sau d6 duoc u trong 30 phut dé tiém. N6 dugc dit trén moi
truong CCM (mdi trudng ddng trong trot; Gamborg B50,32 g/L, MES 4,26 g/L, sucroza
30 g/L, thach agar 0,7%). Sau d6, n6 dugc ddng nudi cy trong budng sinh trudng (25°C,
18 hr 4nh sang/ 6 hr bong t6i) trong 5 ngay.

Sau d6 n6 dugc rira trong 10 phut trong 1/2 SIM long (mdi trudong cam tng chdi;

mudi B53,2 g/L, BA 1,67 mg/L, MES 3 mM, thach agar 0,8% (w/v), sucroza 3% (W/v),
Xefotaxim 250 mg/L, vancomyxin 50 mg/L, ticarxillin 100 mg/L, do pH 5,6) va duoc

it trén SIM khong c6 céc chit khang sinh va duoc nudi cy trong budng sinh trudng
(25°C, 18 hr 4nh séng/ 6 hr béng t6i) trong 2 tuén.

M5 chy do chdi tao ra dugc trong lai trén SIM-1 (méi truong SIM duge bd sung
DL-phosphinothricin 10 mg/L, d6 pH 5,6). Cac chdi héa nau duogc tréng lai trén SEM
(mdi trudong kéo dai chdi; mubi MS 4,4 g/L, MES 3 mM, GA30,5 mg/L, asparagin 50
mg/L, axit pyroglutamic 100 mg/L, IAA 0,1 mg/L, zeatin 1 mg/L, sucroza 3% (W/v),
thach agar 0,8% (w/v), Xefotaxim 250 mg/L, vancomyxin 50 mg/L, ticarxillin 100 mg/L,
DL-phosphinothricin 5 mg/L, 6 pH 5,6). Céc chdi kéo dai chiéu cao hon 4 cm dugc
chuyén vao RIM (moi truong cdm ung 1&; mubi MS 4,4 g/L, MES 3 mM, sucroza 3%,
thach agar 0,8%, Xefotaxim 50 mg/L, vancomyxin 50 mg/L, ticarxillin 50 mg/L,
asparagin 25 mg/L, axit pyroglutamic 25 mg/L, d pH 5,6).

Khi r& phét trién day du, cay trdng dugc di chuyén 1én dat (Bioplug No. 2,
Farmhannong) dugc tron véi chét khoang theo 2:1 (v/v). Sau 10 ngay, 14 duogc son bang
DL-phosphinothricin 100 mg/L.

7-2. Phén tich gen dugc dua & thé bién nap ciy dau tuong

D& phan tich sb ban sao cua gen dugc dua ¢ cdy dau twong To duoc bién nap
CyPPO2 Y373M (dong sb 12, 14, 16, 24, 25, 27, 28, 34, va 41) va cdy dau tuong Ti
duoc bién nap CyPPO8 F363M (dong $63,5,7,9, 11, 14, 17, 36, va 44), ADN hé gen
duoc chiét bing 250 mg md 14 cla mdi cay trong dugc bién nap tham chiéu dén vi du

6-4.

10~40 pg ADN hé gen dugc tiéu véi EcoRI (Enzynomics) qua dém, va tham tach
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southern dugc thuc hién sau phuong phap & vi du 6-4.

Poan do ADN Bar dé lai duoc chudn bi béng cach din nhidn voi DIG
(Digoxigenin)-dNTP bang phan tmg PCR. Hon hop phéan tmg PCR (téng 50 pl) duge
chuén bi bang cach trén 0,5 pl mau (vecto ma dugc sir dung dé bién nap cay dau tuong),
5 ul chét dém 10X, 10 pl hdn hop DIG-ANTP (dATP, dCTP, dGTP, lan luot, 0,5 mM,
dTTP 0,32 mM, DIG-11-dUTP 0,18 mM), 0,5 ul doan mdi xubi (100 pM), 0,5 ul doan
mdi nguoc (100 pM), 33 pl DDW, va 0,5 pl e-Taq (Solgent, 2,5 unit/pl), va viéc mao
rong dugc thuc hién dudi didu kién 1 chu ky 94°C trong 4 phut, va 35 chu ky 94°C trong
30 gidy, 56°C trong 30 gidy va 72°C trong 30 gidy, va 1 chuky 72°C trong 5 phut.

Poan moi do Bar :

DPoan mdi xudi cho doan do bar: 5'- TTC CGT ACC GAG CCG CAG GA -3'
(SEQ ID NO: 163)

Doan mbi nguoc cho doan do bar: 5 '- CGT TGG GCA GCC CGA TGA CA -3
(SEQ ID NO: 164)

Dé so sanh, ADN hé gen clia ciy dau twong Kwangan khong dugc bién nap (WT)

duoc st dung 1am d6i chimg am.

Két qua duoc thé hién trén FIG. 51. S8 dai duoc thé hién trén phim ¢ FIG. 51 ¢6
nghia 14 s6 gen dugc chen. Trong truong hop cay déu tuong Kwangan khong duogc bién
nap (WT), khong dai nao duoc phét hién, va duge chimg minh rang mdt ban sao clia gen
CyPPO duoc tich hop vao hé gen clia cdy déu tuwong Kwangan & thé bién nap CyPPO2
Y373M dong s6 14, 25, 34, va 41 va & thé bién nap CyPPO8 F363M dong s6 3, 5,7,
11, 14,va 17.

Sau ddy, str dung ban sao don dugc chen dong thé bién nap, kha ning chéng chiu
thudc diét cé duge danh gia va biéu hién protein CyPPO dugc thir nghiém.

7-3. Kiém tra kha ning chéng chiu thudc diét co cta cdy dau tuong dugc bién
nap

D& kiém tra mttc kha ning chéng chiu thubc diét co cua cdy dau twong duogc bién
nap CyPPO2 Y373M hodc CyPPO8 F363M, thube diét c6 duge ap dung cho thé bién
nap cdy dau tuong (thé hé T»).
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Hai muoi micromol tiafenacil (twong tng véi 42 g ai/ha) hodc 150 pM (twong

g v6i 315 g ai/ha) hodc 300 pM (twong Gng voi 630 g ai/ha) saflufenacil dugc phun

14n luot cho cdy dau twong cua giai doan V2~3. 100 ml thudc diét co cua ndng dd & trén

déu dugc phun trén khu vuc 40 X 60 cm, va sau 5 ngay, kha nang chéng chiu thudc diét

¢d dugc danh gia. Cay dau tuong khong duoc bién nap (dugc thé hién bai cdy dau tuong

Kwangan) dugc str dung lam ddi chimg.

FIG. 52 thé hién két qua. Trong khi ciy dau twong khong dugc bién nap Kwangan

chét & mbi 1n xir 1y thudc diét ¢ véi chi s6 ton thuong 9, chi sb ton thuong ca thé bién
nap CyPPO2 Y373M hogc CyPPO8 F363M la 1~3 khi duogc xit 1y bang 20 uM tiafenacil.
Vi chi sé tn thuong cta thé bién nap CyPPO2 Y373M la 0 khi dugc xi Iy béng 150
uM saflufenacil vi clia thé bién nap CyPPO8 F363M 1a 0 khi duoc xit ly bang 300 uM

saflufenacil. Chi s t6n thwong dugc x4c dinh béng sau diy chi tiéu:

Bang 22

Chi s6 | Mb ta hu hai boi xir Iy thube diét cd

ton

thuong

0 Khong hu hai

1 Muic rat yéu, phﬁn 14 rat nho bi hu hai hodc bénh gi sét quan sat dugce.

2 Triéu chiing hu hai yéu voi bénh gi st nghiém trong nhd, khong téc dong
trén toan bd diéu kién sinh trudng

3 Khong tac dong 1én 14 mam va diém sinh trudong, hu hai nghiém trong nhd
quan sat dugc & mo 14 bac hai

4 Toan bd hinh dang cay bi thay d61 nho. Khong cé tac dong 1én than, nhung
bénh gi sit va hoai tir quan sat dugc ¢ di€m sinh trudng va mo 14 bac hai.
Duoc coi 1a ¢6 kha ning sinh trudng lai trong mot tuan.

5 Toan bd hinh dang cdy chéc chin bi thay d6i. Bénh gi st va hoai tir quan
st duoc & nhidu 14 va diém sinh trudng. Diém sinh truéng so cap khong bi
hu hai, va than c6 mau xanh. Puoc coi la c6 kha néng sinh truong lai trong
mot tuan.

6 Hu hai ning véi sy sinh trudng cta 14 nho méi sinh truéng quan sat dugc.
Puoc coi 1a cdy trong c6 the song sot bang céch sinh trudéng & diém sinh
trudng khac nhau. Bénh gi sit va hoai tit quan sat dugc ¢ nhiéu 14, va than
¢6 mau xanh. Puoc coi 12 c6 kha ning sinh trudng lai, nhung triéu ching
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hu hai quan sat dugc nghiém trong.

7 Bénh gi sit oy phin 16n diém sinh truong. C6 kha nang sinh truong lai ¢
mot trong s6 diém sinh trudng, va hai 14 mot phin c6 mau xanh. Bénh gi
sit, hoai t&r, va mau xanh mot phan. Phin con lai ctia cdy trdng bao gdm

thén c¢6 hoai tr.
8 Tht ca diém sinh trudng bi hoai tr, va cay trdng c6 kha ning chét. Mot 14

mdt phan ¢ mau xanh.

9 Cay trong bi hoai ti.

Két qua thé hién ring trong khi cdy d4u twong Kwangan kidu dai chét véi xir Iy
thubc didt co & mdi ndng do, thé bién nap c6 hu hai yéu véi xit 1y tiafenacil va hiu nhu
khong c¢6 hu hai véi xur ly saflufenacil. Lam tham khao, gia tri ICso cho tiafenacil hodc
saflufenacil cia CyPPO2 Y373M la 250 nM hodc 5000 nM, 14n luot, va gié tri ICso cho
tiafenacil hodc saflufenacil cia CyPPO8 F363M la 183 nM hodc 5000 nM, lan lugt
(bang 10 dén 11).

7-4. Kiém tra biéu hién protein & cdy dau tuwong dugc bién nap

Biéu hién cta protein CyPPO2 Y373M hoic protein CyPPO8 F363M ¢ cay trong

dugc bién nap duoc kiém tra.

Pé kiém tra biéu hién protein, tong protein dugc chiét & mdi thé bién nap (T1) va
phan tich tham tach western dugc tién hanh. Sau khi cit xén mé 14 cua mdi thé bién nap
v6i nito 16ng, chat dém chiét protein (0,8% SDS, 4% glyxerol, 2% beta-mercaptoetanol,
0,0008% bromophenol xanh, 0,125M Tris-Cl, d6 pH 7,4) dugc bd sung va tdng protein

duoc chiét.

Protein dugc chiét dugc dién di trong SDS-PAGE gel va dugc chuyén sang mang
PVDF. Mang duoc danh d4u v6i khang thé cu thé & mdi protein duge chén (khang thé
cu thé & CyPPO2 cho thé bién nap CyPPO2 Y373M, khang thé cu thé & CyPPOS8 cho
thé bién nap CyPPO8 F363M; GenScript).

Két qua duoc chimg minh 1& protein CyPPO2 Y373M hodc protein CyPPO8
F363M duoc bidu hién & tht ca cac c4 thé thé bién nap (FIG 53). N6 thé hién la kha ning
chbng chiu thude diét co ctia thé bién nap dugc tao ra boi biéu hién ctia protein CyPPO2

Y373M hodc protein CyPPO8 F363M.
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Vi du 8. Tao thanh thé bién nap hat cai st dung bién thé CyPPO va thi nghiém

kha niing chdéng chiu thubc diét co trc ché PPO

8-1. Tao thanh thé bién nap hat cai

Vecto, trong d6 gen CyPPO8 F363M dugc chen, da tao két cAu & vi du 5-1 duoc
stt dung dé tao thanh thé bién nap hat cai.

Céc hat gidng ctia hat cai duge khit trung véi 70% (v/v) etanol trong 4 phut va
sau d6 vé&i 1,3% (v/v) axit natri hypoclorit trong 30 phut. Sau khi rira 5 14n v6i nuée vo
trung, do Am duoc loai bé trén giéy loc vd trung, va hat giéng duogc trong lai vao moi
truomg MSO (4,43 g/L mudi MS, 30 g/L sucroza, 3 g/L phytagel, d6 pH 5,8), va dugc
nudi cdy trong 5 ngdy & phong nubi chy & 25+1°C trong didu kién 4nh sang (16 h anh
sang / 8 h bong t6i, 25000 Lux).

Sau khi Agrobacterium duoc bién nap véi vecto duge chén bing gen CyPPO8
F363M, n6 dugc tiém trong méi truong LB duoc bd sung spectinomyxin (100 mg/L) va
rifampicin (50 mg/L), va dwoc nudi cly trén 16 hrs trong thiét bi lic & 28°C. L4 mam
va tru dudi 1a mam cula ciy hat cai dugc cht va dugc nudi cy lai véi Agrobacterium
trong 3 ngay (diéu kién béng tdi, 25+1°C). Cac mo cly da chy duoc chuyén dén moi
truomg chon (4,43 g/L mubi MS, 20 g/L sucroza, 0,2 mg/L NAA, 8 uyM TDZ, 0,01 mg/L
GA3, 50 pM bac thiosulfat, 10 mg/L PPT, 500 mg/L carbenixillin, 4 g/L phytagel, do
pH 5,8) va duoc nudi cdy trong budng sinh truong (25+1°C, 16 hdnh sang/8 h bong t61).

Céc md cdy di cdy duge nudi chy cAp hai moi hai tuln va sau d6 chdi da biét hoa
lai tir thé sAn duoc chuyén dén méi trudng cam tng & (4,43 /L mudi MS, 30 g/L
sucroza, 3 g/L phytagel, than hoat tinh 3 g/L, d6 pH 5,8), do d6 cam ung r&. Cay trong
nhd cam Ung 18 duge chuyén sang chiu, va sau do thé bién nap dugc xac nhén st dung
14 dugc cét bo.

8-2. Kiém tra kha ning chéng chiu thudc diét ¢é cta thé bién nap

Sau khi hat giéng ctia thé bién nap hat cai (T1) va hat cai Youngsan (hat cai kidu
dai, dbi chimg) duge khtt tring véi 50% (v/v) natri hypoclorit trong 30 phut, chung duogc
rira 5 14n bang nudc vo trung. Thé bién nap dugc gieo trong méi trudong chon (1/2 MS,
50 nM tiafenacil, do pH 5,8) va hat cai kiéu dai duoc gieo trong moi trudng 1/2 MS. Ca

thé sdng s6t sau 7 ngay dugc trong lai vao chdu va duoc nudi cdy trong budng sinh
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trudng (25+1°C, 16 h 4nh sang/8 h bong t61). Sau 35 ngay cy, 10 uM tiafenacil va 10
uM saflufenacil duge xir ly 14n luot bang 100 mL (0,05% Silwet L-77) véi mdi khay
(40 x 60 cm, 0,24 m?) trong d6 dit chau.

Céc két qua ctia 7 ngdy sau khi xur Iy thubc diét co duoc thé hién trén FIG. 54 (xir
ly tiafenacil) va FIG. 55 (xu ly saflufenacil). Trén FIG. 54 va FIG. 55, “Youngsan” thé
hién hat cai Youngsan kiéu dai. Mac tdn thuong dugc thé hién & bang 23 bang cach

danh gi4 chi sb tén thuong 0-5 (khong hu hai-chét; tham chiéu dén bang. 17):

Bang 23
10 uM Tiafenacil | 10 pM Saflufenacil

WT (Youngsan) 4 4
CyPPO8 F363M 2-4 2 NT
CyPPO8 F363M 2-7 2 NT
CyPPO8 F363M 2-8 1 NT
CyPPO8 F363M 2-6 NT 0
CyPPO8 F363M 2-9 NT 0
CyPPO8 F363M 2-10 NT 0

(NT: Khéng dugc thir nghiém)

Trong khi Youngsan (hat cai kidu dai, d6i ching) c6 muc tdn thuong 4, dong
CyPPO8 F363M-2 ¢6 kha nang chdng chiu ton thwong mtc 1-2 v6i 10 pM tiafenacil
(FIG. 54). Ngoai ra, sau khi xt ly 10 pM saflufenacil, dong CyPPO8 F363M-2 khong
¢6 hu hai (FIG. 55).

8-3. Kiém tra bidu hién protein ciia hat cai dugc bién nap

Bidu hién cia gen duoc chén & thé bién nap hat cai CyPPO8 F363M dugc xac
nhén. Trong dong CyPPO8 F363M, 5 ca thé (2-1, 2-2, 2-6, 2-9, va 2-10) dugc x4c nhan
c6 kha nang chéng chiu thudc diét co duge chon dé thAm tach western.

Sau khoang 200 mg 14 ctia mdi thé bién nap hat cai dugc nghién st dung nito
16ng va chay, 0,8 mL phenol (dém Tris, d6 pH 8,0) va 0,8 mL chit dém dense SDS (30%
(w/v) sucroza, 2% (w/v) SDS, 0,1 M Tris-Cl, pH 8,0, 5% (v/v) beta-mercaptoetanol)
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duoc bd sung va dugc trdn biang cach xody trong 30 gidy, va tién hanh ly tim & 10000
xg trong 3 phut. Dich ndi dugc chuyén sang dng méi, va 5-thé tich metanol (4°C, 0,1 M
amoni axetat) dugc bd sung va trdn, va sau d6 bod & -20°C trong 30 phtt. Protein dugc
két ta bang cach ly tim & 10000 xg trong 5 phut, va dugc rua bang 1 mL metanol (4 °C,
0,1 M amoni axetat) hai l1an va 80% axeton (4°C) hai 14n, va sdy. Céc protein da sy

duoc hoa tan bing 2% (w/v) chat dém SDS (50 mM Tris-Cl, d pH 6,8, 1 mM DTT).

Vi vecto CyPPOS F363M dugc tao két cAu v6i thé HA (tham chiéu dén vi du 5-
1), qué trinh thAm tach Western duoc tién hanh véi khang thé HA (Santa Cruz) dé xac
nhan biéu hién protein CyPPO8 F363M.

Két qua thAm tach Western dugc thé hién & dinh cta FIG. 56. Pugc ching minh
1a protein CyPPO8 duoc biéu hién & tAt ca cac ca thé trir Youngsan (hat cai kiéu dai, dbi
chimg). K&t qua nay thd hién ring kha ning chéng chiu thude diét co dugc tao ra bang

biéu hién protein cua gen dugc dua.

Ngoai ra, ket qua nhuém xanh Coomassie ciia mang PVDF duoc thé hién & cudi

FIG. 56. Pugc chimg minh 1a lugng protein ctia m§i mAu hiu nhu bang nhau.
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Yéu ciu bio hd
1. Polypeptit chita trinh ty axit amin trong dé, trong SEQ ID NO: 1,

(1) Y373 dugc thé bing M(Met), I(Ile), L(Leu), hodc V(Val), R92 dugc thé bang
A(Ala), V173 duoge thé bing S(Ser) hodc C(Cys), A175 dugc thé bang L(Leu) hodc
C(Cys), hodc V138 duoc thé béng M(Met); hodc

(2) Y373 dugc thé bing M(Met), I(Ile), L(Leu), hoge V(Val), va it nhit mot thé

duoc chon tir cic thé sau con duoc dua vao:
thé R92 bing A(Ala),
thé V173 bang S(Ser) hoic C(Cys),
thé A175 bing L(Leu) hoic C(Cys), va
thé V138 bang M(Met).
2. Polypeptit theo didm 1, chira trinh ty axit amin trong d6, trong SEQ ID NO: 1,
(1) Y373 duoc thé bang M(Met), I(Ile), L(Leu), hodc V(Val); hodc

(2) Y373 dugc thé bing M(Met), I(Ile), L(Leu), hodc V(Val), va it nh4t mot thé

duoc chon tr cac thé sau con duoc dua vao:
thé R92 bing A(Ala),
thé V173 bang S(Ser) hoic C(Cys),
thé A175 bang L(Leu) hogc C(Cys), va
thé V138 bang M(Met).

3. Polypeptit theo diém 1 hoic 2, chira trinh ty axit amin chira dot bién axit amin cua:
Y373M, Y373V, Y3731, Y373L,
A175C, A175L,

V318M,
R92A,
V1738, V173C,

R92A+Y373M, V173S+Y373M, V173S+Y373], V173S+Y373L,
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V173S+Y373V, V173C+Y373M, V173C+Y373L, A175L+Y373M, A175L+Y373],
A175C+Y373M, A175C+Y373L V318M+Y373M, V318M+Y3731, V318M+Y373V,
V173S+V318M+Y373M, V173S+A175C+Y373M, A175C+V318M+Y373M,
A175L+V318M+Y373M, V173S+A175L+Y373M, R92A+V173S+Y373M,

R92A+V173S+Y373I, R92A+V173S+Y373L, R92A+V173C+Y373M,
R92A+V173C+Y373L, R92A+A175C+Y373M, R92A+A175C+Y373],
R92A+A175C+Y373L, R92A+A175L+Y373M, R92A+A175L+Y373L,
R92A+V318M+Y373M, R92A+V318M+Y373I, R92A+V318M+Y373L,
R92A+V318M+Y373V, V173S+A175C+Y373], V173S+A175C+Y373L,

V173C+A175L+Y373M, V173C+A175L+Y373], V173C+A175L+Y373L,
V173S+V318M+Y373I, V173S+V318M+Y373L, A175C+V318M+Y373L,

R92A+V173S+A175C+Y373M, R92A+V173C+A175L+Y373L,
R92A+V173S+V318M+Y373M, R92A+V173C+V318M+Y373],
R92A+V173C+V318M+Y373L, R92A+A175C+V318M+Y373M,
V173S+A175C+V318M+Y373M, V173C+A175L+V318M+Y3731,

V173C+A175L+V318M+Y373L,
hodc
R92A+V173S+A175C+V318M+Y373M,
trong trinh ty axit amin ctia SEQ ID NO: 1.
4. Polynucleotit ma hoa polypeptit theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3.
5. Vecto téi t6 hop chita polynucleotit theo diém 4.
6. T& bao dugc bién nap chira vecto tai t6 hop theo diém 5.

7. Ché phdm dé tao ra hogc tang cudong kha nang chéng chiu thubc diét cd cta cay trdng
hodc tao, chita mdt hodc nhiéu polypeptit duoc chon tir nhém gbm polypeptit theo diém
bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3; polynucleotit ma héa polypeptit; vecto tai td hop
chira polynucleotit; va t& bao dugce bién nap chira vecto tai td hop, trong d6 thudc diét

cb 1a thudc diét co e ché protoporphyrinogen oxidaza.

8. Ché phim theo diém 7, trong d6 thudc diét co 1a mot hodc nhidu chat duge chon tir
nhém gdm pyrimidindion, diphenyl-ete, phenylpyrazol, N-phenylphtalimit, phenyleste,

thiadiazol, oxadiazol, triazolinon, oxazolidinedion, pyraclonil, flufenpyr-etyl va
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profluazol.

9. Ché phém theo diém 7 hoic 8, trong d6 thubc diét co 1a mdt hodc nhiéu chét duoc
chon tir nhom gém butafenacil, saflufenacil, benzfendizon, tiafenacil, fomesafen,
oxyfluorfen, aclonifen, acifluorfen, bifenox, etoxyfen, lactofen, chlometoxyfen,
chlorintrofen, fluoroglycofen-etyl, halosafen, pyraflufen-etyl, fluazolat, flumioxazin,
cinidon-etyl, flumiclorac-pentyl, fluthiacet, thidiazimin, oxadiargyl, oxadiazon,
carfentrazon, sulfentrazon, azafenidin, pentoxazon, pyraclonil, flufenpyr-etyl,
profluazol, phenopylat, chét tuong tu cacbamat ctia phenopylat, va mubi duoc chip nhan
dung trong ndng nghiép cua no.
10. Ché phim theo diém bat ky trong s& cac diém 7-9, trong do6 cay trdng hoic tao con
chita polypeptit chdng chiu thudc diét co tht hai hodc gen ma hoa cuia nd, va kha ning
chéng chiu thubc diét co thir hai dugc tao ra hodc dugc ting cuong.
11. Ché phém theo didm bt k¥ trong sb cac diém 7-10, trong d6 thudc diét co th hai
dwoc chon tir nhém gdém glyphosat, glufosinat, dicamba, 2,4-D(axit 2.4-
Diclophenoxyaxetic), isoxaflutol, thudc diét co trc ché ALS(axetolactat synthaza), thude
diét co uc ché hé théng quang hoéa II, thubc diét co géc phenylure, thube diét co géc
bromoxynil, va td hop ctia nod.
12. Ché phim theo diém bét k¥ trong s cac didm 7-11, trong d6 polypeptit chdng chiu
thuéc diét co thi hai 1a mdt hogc nhiéu polypeptit dugc chon tir nhém gbm:

EPSPS chéng chiu thudc diét cd glyphosat (5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat
synthaza khang glyphosat), GOX (glyphosat oxidaza), GAT (glyphosat-N-

axetyltransferaza) hodc glyphosat decarboxylaza;
PAT chdng chiu thubc diét cé glufosinat (phosphinothricin-N-axetyltransferaza);
DMO chéng chiu thudc diét co dicamba (dicamba monooxyaza);

2,4-D monooxyaza hodc AAD (aryloxyalkanoat dioxyaza) chéng chiu thudc diét
o 2,4-D (axit 2,4-diclophenoxyaxetic);

ALS (axetolactat synthaza) chéng chiu thudc diét co gde sulfonylure tGc ché ALS
(axetolactat synthaza), AHAS (axetohydroxyaxit synthaza) hodc AtAHASL (céu tric

dudi phén tir 16n axetohydroxyaxit synthaza);
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hé quang hoa II protein D1 chdng chiu thubc diét co Grc ché hé quang héa I;
Cytocrom P450 chdng chiu thubc diét co phenylure;

HPPD (hydroxyphenylpyruvat dioxyaza) chdng chiu thude diét co e ché plastit;
nitrilaza chéng chiu thudc diét cé bromoxynil; va

t6 hop ctia né.

13. Ché phdm theo diém 10, trong d6 gen ma hoa polypeptit chéng chiu thube diét co

thit hai 12 mot hodc nhiéu gen dwoc chon tir nhém gdm:

gen cp4 epsps, mepsps, 2mepsps, goxv247, gat4601 hodc gatd621 chéng chiu
thudc diét co glyphosat;

gen BAR hodc PAT chdng chiu thubc diét co glufosinat;
gen dmo chéng chiu thubc diét cé dicamba;

gen AAD-1 hoic AAD-12 chéng chiu thubc diét co 2,4-D(axit 2,4-

diclophenoxyaxetic);
gen HPPDPF W336 chéng chiu thudc diét co isoxaflutol;

gen ALS, Csrl, Csrl-1, Csr1-2, GM-HRA, S4-HRA, Zm-HRA, SurA hodc SurB

chéng chiu thudc diét co sulfonylure;
gen psbA chéng chiu thudc diét ¢d e ché hé théng quang héa I1;
gen CYP76B1 chdng chiu thudc diét co phenylure;
gen bxn chdng chiu thubc diét co bromoxynil; va
t6 hop ctia né.

14. Thé bién nap cta cay trdng hodc tio ¢ kha ning chéng chiu thudc diét co, hoic
dong vo tinh hodc thé hé con ctia nd, chira polypeptit theo diém bAt ky trong sb cac diém
tr 1 dén 3 hoic polynucleotit ma hoa clia n6, trong do thude diét co 1a thudc diét co tc

ché protoporphyrinogen oxidaza.

15. Thé bién nap, dong vo tinh, hodc thé hé con ctia né theo diém 14, trong d6 thé bién
nap la té bao cay tréng, té bao tran, thé sin, tru dudi 14 mam, hat giéng, 14 mAm, chdi,

hodc toan bd cay.
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16. Phuong phap chudn bi cdy trdng hoic téo chuyén gen c6 kha ning chéng chiu thube
diét co, phuong phép ndy bao gdm bién nap tao, té bao cdy trdng, 1€ bao tran, thé san,
tru dudi 14 mAm, hat gidng, 14 mim, chdi, hodc toan bd cdy béng polypeptit theo diém
bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3 hodc polynucleotit md héa cia nd, trong do6 thubc

diét c6 1a thudc diét co trc ché protoporphyrinogen oxidaza.

17. Phuong phép tao ra hodc ting cuong kha ning chéng chiu thude diét cd cua cay
trdng hoic tao, phuong phap nay bao gdm bién nap tao, t& bao cay trong, té bao trin, thé
sin, tru dudi 14 mam, hat giéng, 14 mam, chdi, hodc toan bo cay bang polypeptit theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3 hodc polynucleotit ma héa ctia nd, trong do

thubc diét co 1a thudc diét ¢6 tic ché protoporphyrinogen oxidaza.
18. Phuong phap kiém sot c6 dai trén d4t trong trot, phuong phap nay bao gOm:

cung cAp cho dét trong trot cdy trdng chira polypeptit theo diém bét ky trong s6
cac diém tir 1 dén 3 hodc polynucleotit ma héa ctia nd, va

stt dung lidu lugng c6 hiéu qua cua thudc diét co e ché protoporphyrinogen
oxidaza cho dit trong trot.
19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 budc sir dung lidu lugng c6 hidu qué cta thude
didt co tic ché protoporphyrinogen oxidaza cho dat trong trot duge thuc hién bang cach
st dung lidu lwong c6 hiéu qua cia hai hodc nhidu hon hai loai thudc diét co trc ché
protoporphyrinogen oxidaza 14n luot hodc dong thoi.
20. Phuong phap theo diém 18,

trong d6 cy trong con chira polypeptit chéng chiu thudc diét ¢ thit hai hodc gen
mi hda cua néd, va

bude st dung liéu lugng c6 hiéu qua cua thudc diét co trc ché protoporphyrinogen
oxidaza cho dét trdng trot dugc thuc hién béng cach sir dung lidu lwong c6 hiéu qua cua
thudc diét cd e ché protoporphyrinogen oxidaza va thubc diét co thit hai dugc 4p dung
1an Iuot hodc ddng thoi.
21. Phuong phép loai bo sinh vt thuy sinh khong mong mudn khoi méi truong nudi cdy,
phuong phap nay bao gdm:

cung cap cho mdi trudng nudi chy tao chira polypeptit theo diém bét ky trong s6
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cac diém tir 1 dén 3 hoic polynucleotit ma hoa ctia nd, va
stt dung liéu luong c6 hiéu quéa cua thude di€t cd Gc che protoporphyrinogen

oxidaza cho méi truong nudi cay.
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DANH MUC TRINH TU
<110> FarmHannong Co., Ltd.

<120> POLYPEPTIT BIEN THE CUA PROTOPORPHYRINOGEN OXIDAZA, CHE PHAM TAO
RA VA/HOAC TANG CUONG KHA NANG CHONG CHIU THUOC DIET CO CUA CAY
TRONG CHUA POLYPEPTIT NAY VA PHUONG PHAP KIEM SOAT CO DAI

<130> OPP20173125KR

<150> KR 10-2016-0075357
<151> 2016-06-16

<160> 164

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1
<211> 486
<212> PRT

<213> Oscillatoria nigroviridis PCC 7112

<220>

<221>  PEPTIT
<222>  (1)..(486)
<223>  CyPPO2

<400> 1
Met Glu Leu Leu Asp Thr Leu Ile Val Gly Ala Gly Ile Ser Gly Leu
1 5 10 15

Ser Leu Ala His Ala Leu His Lys Glu Ala Thr Ser Ala Ser Pro Leu
20 25 30

Lys Ile Leu Val Ala Glu Ser Gln Gly Arg Val Gly Gly Asn Ile Thr
35 40 45

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

Ser Pro Thr Pro Glu Leu Met Lys Leu Ala Val Asp Val Gly Leu Lys
65 70 75 80

Gln Glu Leu Ile Phe Ala Asp Arg Lys Leu Pro Arg Phe Val Tyr Trp
85 90 95

Glu Asn Lys Leu Gln Pro Val Pro Met Thr Pro Pro Ala Met Ile Gln
100 105 110

Ser Gln Leu Leu Ser Phe Pro Gly Lys Leu Arg Ala Leu Phe Gly Ala
115 120 125

Leu Gly Phe Val Ala Pro Ala Met Gly Asp Arg Leu Ser Gln Gln Gly
130 135 140
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Asn Glu Glu Thr Val Ser Gln Phe Phe Arg Arg His Leu Gly Thr Glu
145 150 155 160

Val Met Gln Arg Leu Val Glu Pro Phe Val Ser Gly Val Tyr Ala Gly
165 170 175

Asp Pro GIn Gln Leu Ser Ala Ala Ala Ala Phe Gly Arg Val AlaLys
180 185 190

Met Ala Asp Val Gly Gly Gly Leu Val Ala Gly Ala Leu Leu Ser Ala
195 200 205

Lys Asn Arg Pro Lys Lys Met Pro Ala Asp Pro Asn Val Pro Lys Thr
210 215 220

Lys Pro Gly Glu Leu Gly Ser Phe Lys Gln Gly Leu Lys Ala Leu Pro
225 230 235 240

Glu Ala Ile Ala Ala Lys Leu Gly Asp Arg Val Lys Leu Asn Trp His
245 250 255

Leu Thr Arg Leu Gln Arg Thr Glu Arg Glu Thr Tyr Ile Ala Glu Phe
260 265 270

Ser Thr Pro Asp Gly Gln Gln Glu Val Glu Ala Arg Thr Val Val Leu
275 280 285

Thr Thr Pro Ala Tyr Val Thr Ala Asp Leu Leu Gln Pro Leu Glu Pro
290 295 300

Gln Val Ser Ser Ala Leu Gln Ala Phe Thr Tyr Pro Thr Val Ala Ser
305 310 315 320

Val Val Leu Ala Tyr Pro Gln Ser Asp Val Lys Gly Lys Leu Val Gly
325 330 335

Phe Gly Asn Leu Ile Pro Arg Gly GIn Gly Ile Arg Cys Leu Gly Thr
340 345 350

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

Thr Leu Thr Ser Tyr Ile Gly Gly Ala Thr Asp Ser Glu Ile Gly Asn
370 375 380

Leu Asp Ser Glu Gln Ile Val Arg Glu Val His Arg Asp Leu Ser Arg
385 390 395 400

Ile Leu Leu Lys Pro Asp Val Pro Gln Pro Lys Val Leu Thr Val Lys
405 410 415

Leu Trp Lys Arg Ala Ile Pro Gln Tyr Asn Leu Gly His Phe Asp Arg
420 425 430
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Leu Gln Gln Ile Asp Glu Gly Leu Lys Ser Leu Pro Gly Val Tyr Leu
435 440 445

Cys Ser Asn Tyr Val Gly Gly Val Ala Leu Gly Asp Cys Val Arg Arg
450 455 460

Gly Phe Asp Arg Ala Arg Glu Val Gly Glu Tyr Leu GIn Lys Lys Gln

465 470 475
Ser Asp Thr Arg Ser Ile
485
<210> 2
<211> 1461

<212> ADN
<213> Oscillatoria nigroviridis PCC 7112

<220>
<221> gen

<222>  (1)..(1461)
<223>  CyPPO2

<400> 2

atggaactat tagatacctt gattgtgggt gecgggtatta geggtitgag tttggegeac
gcacttcaca aggaageaac gagtgeatcg ccgetgaaga ttttagtege tgagagtcag
ggacgtgtgg gegggaacat cacgactgtg acageagagg ggtttctetg ggaggagggce
ccgaacagtt tttcgecgac gecggaattg atgaagttgg ctgtggatgt gggattgaag
caggagttga tttttgcega tcgeaaattg cetegttitg tgtattggga aaataagctg
caaccggtge cgatgactee accggegatg attcagtete agttgetgag ttttecgggg
aaactgcggg cgttgttegg ggetitgggg titgtegege cggeaatggg cgatcgactt
tcgcageagg gtaacgagga aacagtttet caatttttee gecgteatet cggtacggaa
gtgatgcage ggttggtgga accttttgtt tetggggttt atgecggega tccgcaacaa
cttagcgegg cggeggettt tggeegggta gecaagatgg ctgatgiggg tggegggcetg
gtggeggggg cgetgetttc tgetaaaaac agaccgaaga aaatgcctge agacccgaat
gttcctaaaa ctaagecggg ggagttgggt tegttcaage aggggttgaa ggetttgeca
gaggegateg ctgetaagtt gggegatega gtgaaactca actggcactt gactcgecte
cagcgeacag aacgegaaac ttacattget gaattctcga cgecegacgg acageaggaa

gttgaggege geacegtggt tttgacaacg cecgettacg ttacageega tttgttgcaa
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cctetggaac cgeaagttag cagegcttta caagctttta cttatectac ggttgectee - 960
gttgtettag cataccegea gteggatgte aagggtaaat tagtgggitit tggaaattta 1020
attccgaggg ggcagggaat tegetgtete gggacgattt ggacategag tttatttcce 1080
gatcgegege ctgeagggtg geaaactete accagttaca teggegggec aacagactcg 1140
gaaattggca atctcgactc agaacaaatc gtcgggagg tacaccgaga titgtetegg 1200
attttgctga aaccagatgt gecacageca aaagtittaa cggtgaaget gtggaaacgg 1260
gegattecte agtacaattt ggggeattte gatcgectge aacaaatega tgagggcetta 1320
aaatctttge ctggagtgta tttgtgeage aactacgttg geggagtgge tttgggagat 1380
tgcgtgegaa ggggtttcga tegtgegega gaagtgggeg agtatitgea gaagaaacaa 1440
tcagatactc gatcgatctg a 1461
<210> 3

<211> 479

<212> PRT

<213> Lyngbya sp. PCC 8106

<220>

<221>  PEPTIT
222> (1).(479)
<223>  CyPPO4

<400> 3
Met Thr His Val Leu Asp Ser Leu Ile Val Gly Ala Gly Ile Ser Gly
1 5 10 15

Leu Ala Leu Ala His Ala Leu His Gln Asn Gln Asp His Gln Leu Pro
20 25 30

Leu Asn Ile Leu Val Ser Glu His GIn Gly Arg Val Gly Gly Asn Ile
35 40 45

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

Phe Ser Pro Thr Pro Glu Leu Leu Lys Leu Ala Val Glu Val Gly Leu
65 70 75 80

Lys Pro Glu Leu Val Phe Ala Asp Arg Lys Leu Pro Arg Tyr Val Tyr
85 90 95

Trp Asn Gly Gln Leu Met Pro Val Pro Met Ser Pro Pro Ala Leu Leu
100 105 110
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Ser Thr Lys Leu Leu Ser Pro Gly Gly Lys Leu Arg Ala Leu Thr Gly
115 120 125

Ala Leu Gly Phe Val Gln Pro Ala Met Gly Glu Ser Leu Ser GIn Gln
130 135 140

Asn Gly Glu Glu Thr Ile Ser Gln Phe Phe Glu Arg His Leu Gly Ser .
145 150 155 160

Glu Val Leu Lys Arg Leu Val Glu Pro Phe Val Ser Gly Val Tyr Ala
165 170 175

Gly Asp Pro GIn Gln Leu Glu Ile Ser Ser Ala Phe Ala Arg Val Ala
180 185 190

Arg Met Ala Tyr Ser Gly Gly Gly Leu Val Ala Gly Ala Val Leu Ser
195 200 205

Arg Arg GIn Asn Lys Ser Pro Arg Ser Pro Ala Asp Pro Ser Ile Pro
210 215 220

Gln Thr Lys Arg Gly Glu Leu Gly Ser Phe Arg Gln Gly Ile Gly Ala
225 230 235 240

Leu Pro Asn Ala Ile Ala Lys Gln Leu Gly Asp Gln Leu Lys Leu Asn
245 250 255

Trp Gln Leu Thr Arg Leu Glu Arg Thr Glu Asn Gln Thr Tyr Arg Ala
260 265 270

Glu Phe Ser Thr Pro Glu Gly Val Gln Gln Val Glu Thr Arg Thr Val
275 280 285

Val Leu Thr Thr Pro Ala Tyr Val Thr Ala Glu Ile Leu Lys Pro Leu
290 295 300

Gln Leu Gln Val Ser Gln Thr Leu Thr Glu Ile Pro Tyr Pro Pro Val
305 310 315 320

Ala Cys Val Val Leu Ala Tyr Pro Val Ser Ala Leu Lys Gln Lys Leu
325 330 335

Thr Gly Phe Gly Asn Leu Val Pro Arg Gly Gln Gly Ile Arg Thr Leu
340 345 350

Gly Thr Ile Trp Thr Ser Ser Leu Phe Pro Gly Arg Ala Pro Gln Gly
355 360 365

Trp Gln Val Leu Thr Ser Tyr Ile Gly Gly Ala Thr Asp Pro Glulle
370 375 380

Gly Glu Leu Glu Asp Asp Gln Ile Val Glu Ala Val His Gln Asp Leu
385 390 395 400
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Arg His Ile Leu Leu Lys Glu Asp Ile Ser Pro Lys Val Leu Ala Val
405 410 415

His Leu Trp Lys Arg Ala Ile Pro Gln Tyr Asn Leu Gly His Gln Gln
420 425 430

Arg Leu Gln His Val Asn Glu Gly Leu Glu Ala Met Pro Gly Leu Tyr
435 440 445 '

Leu Cys Ser Asn Tyr Ile Asp Gly Val Ala Leu Gly Asp Cys Val Arg
450 455 460

Arg Ser Ile Gly GIn Ala Asn Glu Ile Leu Ser Phe Leu Gly Gln

465 470 475
<210> 4
<211> 1440

<212> ADN
<213> Lyngbya sp. PCC 8106

<220>

<221> gen

<222> (1)..(1440)
<223> CyPPO4

<400> 4

atgactcacg tactcgatag tttaatcgtc ggtgcaggea ttagcggecet ggegttaget 60
catgetetee atcagaacca agatcatcaa ttgectctea acattettgt cagcgageat 120
caaggacggg taggaggaaa tataaccaca gtatccgaag gagaatttct ttgggaagaa 180
ggecccaata gtttttetee aaccectgag ttactgaagt tagcggtaga agtaggtett 240
aagcctgage tagtetttge cgatcgeaag ttaccteggt acgtttactg gaatggtcaa 300
cteatgectg tgecgatgag tectecggct ttgttgagta caaaactctt aagtectgga 360
ggtaaacttc gageattaac gggggceattg gggtitgtac aacccgcegat gggagaatcg 420
ttaagtcaac aaaatgggga agaaacgatc tegeagttit ttgagcegtcea tttgggttca 480
gaagttctca agegactggt tgaaccettt gtttetggtg tttatgcagg cgatccccag 540
caactcgaaa ttagctegge ttttgecega gtegeacgta tggcttacag tggeggtgga 600
ttggttgctg gageggttit atcgegtegt cagaacaaat ctccgegate gectgeegac 660
ccgtctattc cccaaactaa acggggagag ttggggtctt ttcgtcaggg gattggagee 720
ttacccaatg cgatcgecaa acagttagge gatcaactca aattaaactg gcaactcacc 780
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cgtetegaac ggactgaaaa ccaaacctat cgggetgaat tttcgactee agaagggett 840
caacaggtag aaactcgaac ggtggtgttg acgactcegg cetatgteac ageagaaatt 900
ctcaaaccgt tgcaactcca agtcagtcaa acgttaactg aaattcecta tceceeggtg 960
gcttgegteg ttttagecta teecgtttca getttaaage agaaattaac cggatttggce 1020
aatttagttc cccgaggaca agggattcgg acgttaggea cgatttggac atcgagttta 1080
tttectggte gegeeeecea aggetggeaa gtecteacea gttatattgg cggagegacg 1140
gatccagaaa ttggagagtt agaagatgat caaattgttg aggeggttca tcaagatitg 1200
cgtcacattt tactcaaaga agatatctct cccaaagtge tageegtgea tetgtggaaa 1260
cgtgctatee cteaatacaa tetcggacac caacaacggt tacaacacgt taatgagggt 1320
ctagaggcaa tgccggggtt atatctgtgt ageaactata tegacggtgt agegtiggga 1380
gattgtgtgce gtegttctat cggacaagct aacgaaattc teagtttitt gggtcaatag 1440
<210> 5

<211> 466

<212> PRT

<213> Halothece sp. PCC 7418

<220>

<221> PEPTIT
<222> (1)..(466)
<223> CyPPO8

<400> 5
Met Ile Asp Thr Leu Ile Val Gly Ala Gly Ile Ser Gly Leu Ser Ala
1 5 10 15

Ala Tyr Arg Leu Asp Glu Lys Gln Arg GIn Val Leu Val Ala Glu Lys
20 25 30

Arg Asp Arg Ala Gly Gly Asn Ile Thr Ser Gln Gln Ser Gly Asp Phe
35 40 45

Leu Trp Glu Glu Gly Pro Asn Ser Phe Ser Pro Thr Pro Glu Leu Leu
50 55 60

Lys Leu Ala Val Asp Ala Gly Leu Arg Asn Glu Leu Ile Phe Ala Asp
65 70 75 80

Arg Gly Leu Pro Arg Tyr Val Tyr Trp Glu Gly Lys Leu Arg Pro Val
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85 90 95

Pro Met Ser Pro Pro Thr Ala Val Thr Ser Gln Leu Leu Ser Pro Ile v
100 105 110

Gly Lys Leu Arg Ala Leu Thr Gly Ala Leu Gly Phe Ile Pro Pro Gln
115 120 125

Val Ser Ser Gln Glu Glu Thr Val Ala Asp Phe Phe Thr Arg His Leu
130 135 140

Gly Ser Glu Val Ala Gln Arg Leu Val Ser Pro Phe Val Ser Gly Val
145 150 155

Tyr Ala Gly Asp Val Asp Gln Leu Ser Ala Glu Ala Ala Phe Gly Arg
165 170 175

Val Thr Gln Leu Ala Asp Val Gly Gly Gly Leu Val Ala Gly Alalle
180 185 190

Leu Cys Arg Arg Gln Lys Pro Lys Ser Thr Pro Lys Thr Ala Lys Pro
195 200 205

Ser Asp Ile Pro Glu Thr Lys Ser Gly GIn Leu Gly Ser Phe Lys Glu
210 215 220

Gly Leu GIn Gln Leu Pro Ser Ala Ile Val Ser GIn Leu Gly Asp Lys
225 230 235

Val Lys Phe GIn Trp Glu Leu Lys Asn Ile Ser Pro His Pro Glu Ser
245 250 255

Gly Tyr Val Ala Thr Phe Ser Thr Pro Glu Gly Glu GIn Thr Val Glu
260 265 270

Ala Lys Thr Val Ile Leu Thr Thr Pro Ala Tyr Val Thr Ala Ser Leu
275 280 285

Val Lys Asp Leu Ser Pro Gln Ala Ser Gln Ala Leu Asn Glu Ile Ser
290 295 300

Tyr Pro Pro Val Ala Cys Val Val Leu Ala Tyr Pro Asp Glu Ala Leu
305 310 315

Arg Phe Pro Leu Lys Gly Phe Gly Asn Leu Asn Pro Arg Ser Gln Gly
325 330 335

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

Thr Pro Lys Gly Trp His Leu Leu Thr Asn Phe Ile Gly Gly Ala Thr
355 360 365

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

His Gln Asp Leu Gin Gln Ala Val Ile Lys Ser Gly Ser Ile Pro Lys
385 390 395

Pro Leu Ala Val His Leu Trp Ser Lys Ala Ile Pro Gln Tyr Asn Leu
405 410

Gly His Leu Lys Arg Leu Glu Thr Ile Arg Asn His Leu Lys Pro Phe
420 425 430

Ser Gly Leu Phe Leu Ser Ser Asn Tyr Leu Asp Gly Val Ala Leu Gly

435 440 445

Asp Cys Val Arg Arg Gly Glu Glu Ser Ser Gln Ala Val Leu Asp Tyr

450 455 460
Leu Gly
465
<210> 6
<211> 1401

<212> ADN
<213> Halothece sp. PCC 7418

<220>
<221> gen

222> (1).(1401)
<223>  CyPPOS

<400> 6

atgatagata ctttaattgt gggagcaggg attagtggtt taagtgetge gtatcgactc
gatgagaagc agegecaagt getggttgea gaaaagegeg atcgegetgg gggaaatatc
accagceaac aaagtggega tttectetgg gaagaaggac cgaacagiit ttctcecaca
ccagaactcc taaaactagc ggttgatgeg ggcttaagaa atgagttaat ctttgetgat
cgeggactte cecgttatgt ttattgggag gggaaactge geeetgtice tatgagtcce
cccacageeg tgacatcecea gttgetgagt ccaatcggga aactacggge gttaacgggt
gcattaggct ttattcccee geaagtgteg agtcaggaag aaacggttge ggactttttt
acccgteatc teggttcaga agtageecaa cggttagtga gtecgtttgt gtctggggtt
tatgcagggg atgtggatca actcagtgeg gaagetgeat ttggacgagt tacccaactg

geggatgtgg geggtggact ggtegeaggt gegatttat gtegtegica aaagecaaag

tcaaccccaa aaacggcetaa accgtetgat attccagaaa caaagtetgg acagttaggt
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tcatttaagg aaggattaca acaattaccc agcgegateg tttctcaact gggagacaaa
gtaaagtttc aatgggaact gaaaaatatc teccetcate cagaateggg ttacgtcgeg
acattttcca caccagaggg agaacaaaca gtcgaageca aaaccgttat cetcaccact
cecgectacg ttaccgecte tetggtcaaa gatttatcac ctcaageeag tcaagcctta
aacgaaattt cctatcccee cgtagettgt gtggtettag cetatccega tgaagcccte
cgttttcece tcaaaggatt tggtaatctt aaccctegea gtcaaggaat ccgeactett
ggtacaattt ggagttcaac actctitcca ggacgeacge cgaaaggitg gceatctctta
accaatttta ttggeggtec aactgatece geaattgetg aactcagtga agatcaaatt
attgaacaag tccatcaaga cttacaacaa geggtgatta aatcgggaag tatcccgaaa
cecttagecg ticatttgtg gtcaaaageg attccgcaat acaatctegg acatctgaaa

cggttagaaa ccatccgeaa teacttaaaa cecttetetg gactettitt atcgagtaac

tatctcgatg gegttgcgtt gggtgattgt gtgegeegag gggaagagag tagicaagee

gtgttagatt atttgggtta a

<210> 7

<211> 537

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> PEPTIT

<222> (1)..(537)

<223>  AtPPOI kiéu dai

<400> 7

Met Glu Leu Ser Leu Leu Arg Pro Thr Thr Gln Ser Leu Leu Pro Ser
1 5 10

Phe Ser Lys Pro Asn Leu Arg Leu Asn Val Tyr Lys Pro Leu Arg Leu
20 25 30

Arg Cys Ser Val Ala Gly Gly Pro Thr Val Gly Ser Ser Lys Ile Glu
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Thr Thr Ile Thr Thr Asp Cys Val Ile Val Gly Gly
50 55 60

Gly Ile Ser Gly Leu Cys Ile Ala GIn Ala Leu Ala Thr Lys His Pro
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65 70 75 80

Asp Ala Ala Pro Asn Leu Ile Val Thr Glu Ala Lys Asp Arg Val Gly
85 90 95

Gly Asn Ile Ile Thr Arg Glu Glu Asn Gly Phe Leu Trp Glu Glu Gly
100 105 110

Pro Asn Ser Phe Gln Pro Ser Asp Pro Met Leu Thr Met Val Val Asp
115 120 125

Ser Gly Leu Lys Asp Asp Leu Val Leu Gly Asp Pro Thr Ala Pro Arg
130 135 140

Phe Val Leu Trp Asn Gly Lys Leu Arg Pro Val Pro Ser Lys Leu Thr
145 150 155 160

Asp Leu Pro Phe Phe Asp Leu Met Ser Ile Gly Gly Lys Ile Arg Ala
165 170 175

Gly Phe Gly Ala Leu Gly Ile Arg Pro Ser Pro Pro Gly Arg Glu Glu
180 185 190

Ser Val Glu Glu Phe Val Arg Arg Asn Leu Gly Asp Glu Val Phe Glu
195 200 205

Arg Leu Ile Glu Pro Phe Cys Ser Gly Val Tyr Ala Gly Asp Pro Ser
210 215 220

Lys Leu Ser Met Lys Ala Ala Phe Gly Lys Val Trp Lys Leu Glu Gln
225 230 235 240

Asn Gly Gly Ser Ile lle Gly Gly Thr Phe Lys Ala Ile Gln Glu Arg
245 250 255

Lys Asn Ala Pro Lys Ala Glu Arg Asp Pro Arg Leu Pro Lys Pro Gln
260 265 270

Gly Gln Thr Val Gly Ser Phe Arg Lys Gly Leu Arg Met Leu Pro Glu
275 280 285

AlaIle Ser Ala Arg Leu Gly Ser Lys Val Lys Leu Ser Trp Lys Leu
290 295 300

Ser Gly Ile Thr Lys Leu Glu Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Thr Tyr Glu
305 310 315 320

Thr Pro Asp Gly Leu Val Ser Val Gln Ser Lys Ser Val Val Met Thr
325 330 335

Val Pro Ser His Val Ala Ser Gly Leu Leu Arg Pro Leu Ser Glu Ser
340 345 350

Ala Ala Asn Ala Leu Ser Lys Leu Tyr Tyr Pro Pro Val Ala Ala Val
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355 360 365

Ser Ile Ser Tyr Pro Lys Glu Ala Ile Arg Thr Glu Cys Leu Ile Asp
370 375 380

Gly Glu Leu Lys Gly Phe Gly Gln Leu His Pro Arg Thr GIn Gly Val
385 390 395 400

Glu Thr Leu Gly Thr Ile Tyr Ser Ser Ser Leu Phe Pro Asn Arg Ala
405 410 415

Pro Pro Gly Arg Ile Leu Leu Leu Asn Tyr Ile Gly Gly Ser Thr Asn
420 425 430

Thr Gly Ile Leu Ser Lys Ser Glu Gly Glu Leu Val Glu Ala Val Asp
435 440 445

Arg Asp Leu Arg Lys Met Leu Ile Lys Pro Asn Ser Thr Asp Pro Leu
450 455 460

Lys Leu Gly Val Arg Val Trp Pro Gln Ala Ile Pro Gln Phe Leu Val
465 470 475 480

Gly His Phe Asp Ile Leu Asp Thr Ala Lys Ser Ser Leu Thr Ser Ser
485 490 495

Gly Tyr Glu Gly Leu Phe Leu Gly Gly Asn Tyr Val Ala Gly Val Ala
500 505 510

Leu Gly Arg Cys Val Glu Gly Ala Tyr Glu Thr Ala Ile Glu Val Asn
515 520 525

Asn Phe Met Ser Arg Tyr Ala Tyr Lys

530 535
<210> 8
<211> 1614

<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> gen

<222>  (1)..(1614)
<223>  AtPPOLl kidu dai

<400> 8

atggagttat ctettctecg tecgacgact caategette tteegtegtt ttcgaagece 60
aatctccgat taaatgttta taagcctctt agacteegtt gttcagtgge cggtggacca 120
accgtcggat cttcaaaaat cgaaggegga ggaggeaccea ccatcacgac ggattgtgtg 180
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attgtcggeg gaggtattag tggtctttge atcgetcagg cgettgetac taagcatcct
gatgctgete cgaatttaat tgtgaccgag getaaggate gigitggagg caacattatc
actcgtgaag agaatggttt tetctgggaa gaaggteeca atagttica accgtctgat
cctatgctca étatggtggt agatagtggt ttgaaggatg atttggtgtt gggagatect
actgegccaa ggtitgtgtt gtggaatggg aaattgagge cggticeate gaagctaaca
gacttacegt tetttgattt gatgagtatt ggtgggaaga ttagagetgg ttttggtgea
cttggeatte gaccgteace tecaggtegt gaagaatetg tggaggagtt tgtacggegt
aaccteggtg atgaggtttt tgagegeetg attgaacegt tttgticagg tgtttatget
ggtgatectt caaaactgag catgaaagea gegtttggga aggtitggaa actagagcaa

aatggtggaa geataatagg tggtacttit aaggeaattc aggagaggaa aaacgcteee

aaggcagaac gagacccgceg cctgecaaaa ccacagggee aaacagttgg ttctttcagg

aagggacttc gaatgttgee agaagceaata tetgeaagat taggtageaa agttaagttg
tettggaage tctcaggtat cactaagetg gagageggag gatacaactt aacatatgag
actccagatg gtttagtttc cgtgeagage aaaagtgttg taatgacggt gccatctcat
gttgcaagtg gtetcttgeg cectetttet gaatetgetg caaatgcact ctcaaaacta
tattacccac cagttgeage agtatctate tcgtacccga aagaageaat ccgaacagaa
tgtttgatag atggtgaact aaagggtttt gggeaattge atccacgeac gcaaggagtt
gaaacattag gaactatcta cagcetectea ctetttccaa atcgegeace geceggaaga
attttgetgt tgaactacat tggegggtct acaaacaccg gaattetgtc caagtctgaa
ggtgagttag tggaagceagt tgacagagat ttgaggaaaa tgctaattaa gectaatteg
accgatccac ttaaattagg agttagggta tggectcaag ceattectea gtttctagtt
ggteactttg atatcettga cacggctaaa teatctctaa cgieticggg ctacgaaggg
ctatttttgg gtggcaatta cgtegetggt gtagecttag geeggtgtgt agaaggegea

tatgaaaccg cgattgaggt caacaacttc atgtcacggt acgcttacaa gtaa

<210> 9
<211> 537
<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>  AtPPOI1 loai dot bién

<400> 9
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

Arg Cys Ser Val Ala Gly Gly Pro Thr Val Gly Ser Ser Lys Ile Glu
35 40 45

Gly Gly Gly Gly Thr Thr Ile Thr Thr Asp Cys Val Ile Val Gly Gly
50 55 60

Gly Ile Ser Gly Leu Cys Ile Ala GIn Ala Leu Ala Thr Lys His Pro
65 70 75 80

Asp Ala Ala Pro Asn Leu Ile Val Thr Glu Ala Lys Asp Arg Val Gly
85 90 95

Gly Asn Ile Tle Thr Arg Glu Glu Asn Gly Phe Leu Trp Glu Glu Gly
100 105 110

Pro Asn Ser Phe Gln Pro Ser Asp Pro Met Leu Thr Met Val Val Asp
115 120 125

Ser Gly Leu Lys Asp Asp Leu Val Leu Gly Asp Pro Thr Ala Pro Arg
130 135 140

Phe Val Leu Trp Asn Gly Lys Leu Arg Pro Val Pro Ser Lys Leu Thr
145 150 155 160

Asp Leu Pro Phe Phe Asp Leu Met Ser Ile Gly Gly Lys Ile Arg Ala
165 170 175

Gly Phe Gly Ala Leu Gly Ile Arg Pro Ser Pro Pro Gly Arg Glu Glu
180 185 190

Ser Val Glu Glu Phe Val Arg Arg Asn Leu Gly Asp Glu Val Phe Glu
195 200 205

Arg Leu Ile Glu Pro Phe Cys Ser Gly Val Tyr Ala Gly Asp Pro Ser
210 215 220

Lys Leu Ser Met Lys Ala Ala Phe Gly Lys Val Trp Lys Leu Glu Gln
225 230 235 240

Asn Gly Gly Ser Ile Ile Gly Gly Thr Phe Lys Ala Ile Gln Glu Arg
245 250 255

Lys Asn Ala Pro Lys Ala Glu Arg Asp Pro Arg Leu Pro Lys Pro Gln
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260 265 270

Gly Gln Thr Val Gly Ser Phe Arg Lys Gly Leu Arg Met Leu Pro Glu
275 280 285

Ala Tle Ser Ala Arg Leu Gly Ser Lys Val Lys Leu Ser Trp Lys Leu
290 295 300

Leu Gly Ile Thr Lys Leu Glu Ser Gly Gly Tyr Asn Leu Thr Tyr Glu
305 310 315 320

Thr Pro Asp Gly Leu Val Ser Val Gln Ser Lys Ser Val Val Met Thr
325 330 335

Val Pro Ser His Val Ala Ser Gly Leu Leu Arg Pro Leu Ser Glu Ser
340 345 350

Ala Ala Asn Ala Leu Ser Lys Leu Tyr Tyr Pro Pro Val Ala Ala Val
355 360 365

Ser Ile Ser Tyr Pro Lys Glu Ala Ile Arg Thr Glu Cys Leu Ile Asp
370 375 380

Gly Glu Leu Lys Gly Phe Gly Gln Leu His Pro Arg Thr GIn Gly Val
385 390 395 400

Glu Thr Leu Gly Thr Ile Tyr Ser Ser Ser Leu Phe Pro Asn Arg Ala
405 410 415

Pro Pro Gly Arg Ile Leu Leu Leu Asn Met Ile Gly Gly Ser Thr Asn
420 425 430

Thr Gly Ile Leu Ser Lys Ser Glu Gly Glu Leu Val Glu Ala Val Asp
435 440 445

Arg Asp Leu Arg Lys Met Leu Ile Lys Pro Asn Ser Thr Asp Pro Leu
450 455 460

Lys Leu Gly Val Arg Val Trp Pro Gln Ala Ile Pro GIn Phe Leu Val
465 470 475 480

Gly His Phe Asp Ile Leu Asp Thr Ala Lys Ser Ser Leu Thr Ser Ser
485 490 495

Gly Tyr Glu Gly Leu Phe Leu Gly Gly Asn Tyr Val Ala Gly Val Ala
500 505 510

Leu Gly Arg Cys Val Glu Gly Ala Tyr Glu Thr Ala Ile Glu Val Asn
515 520 525

Asn Phe Met Ser Arg Tyr Ala Tyr Lys
530 535

-113-



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

<220>
<223>

<400>

atggagttat ctcttctceg tecgacgact caategette tteegtegtt ticgaageee

aatctccgat taaatgttta taagectctt agactcegtt gttcagtgge cggtggacca

38834

10

156

ADN

Trinh ty nhén tao

cTP(peptit chuyén tiép luc lap)

10

accgtcggat cttcaaaaat cgaaggegga ggagge

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

<220>
<223>

<400>

11

72

ADN

Trinh ty nhan tao

thé HA(hemaglutinin)

11

atgtatcctt atgatgttce agattatget agtettatgt acccatacga cgtgcctgac

tacgcatcat tg

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223>  doan mdi CyPPO2_F
<400> 12

ccecggatee atggaactte ttgatactet

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

<220>
<223>

13

30

ADN

Trinh ty nhén tao

doan mdi CyPPO2_R
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<400> 13
cceectegag gattgacetg gtatcactet

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan mdi CyPPO4_F

<400> 14
ccececggatee atgacccatg ttttggattc

<210> 15
<211> 35
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi CyPPO4_R

<400> 15
cceectegag ctgtectaaa aatgataaaa teteg

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  doan mdi CyPPOS_F

<400> 16
ccceggatee atgatagata ctettatagt ggg

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  doan mdi CyPPO8_R

<400> 17
cceectegag tectaagtaa tetaaaactg

38834

30

30

35

30
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<210> 18

211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Doan mdi xudi cho CyPPO2_Y373M

<400> 18
gacctctatg attggtggag ctactgatag

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  DPoan mdi ngugc cho CyPPO2_Y373M

<400> 19
accaatcata gaggtcaatg tttgccatce

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi xubi cho CyPPO2_Y373V

<400> 20
gacctetgtg attggtggag ctactgatag

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Poan mdi ngugc cho CyPPO2_Y373V

<400> 21
accaatcaca gaggtcaatg tttgccatce
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38834

22

30

ADN

Trinh tu nhéan tao

Doan mdi xudi cho CyPPO2_ Y3731

22

gacctctatc attggtggag ctactgatag

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

<220>
<223>

<400>

23

30

ADN

Trinh tu nhan tao

Poan mdi nguge cho CyPPO2_Y3731

23

accaatgata gaggtcaatg tttgccatce

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

<220>
<223>

<400>

24

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi xudi cho CyPPO2_Y373T

24

gacctctaca attggtggag ctactgatag

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

<220>
<223>

<400>

25

30

ADN

Trinh ty nhéan tao

Poan mdi nguge cho CyPPO2_Y373T

25

accaattgta gaggtcaatg tttgccatee

<210>
<211>

26
30
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi xudi cho CyPPO2_Y373L

<400> 26
gacctctttg attggtggag ctactgatag

<210> 27
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  DPoan mdi ngugc cho CyPPO2_Y373L

<400> 27
accaatcaaa gaggtcaatg tttgccatce

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

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi xudi cho CyPPO2_Y373C

<400> 28
gacctcttgt attggtggag ctactgatag

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi nguoc cho CyPPO2_Y373C

<400> 29
accaatacaa gaggtcaatg tttgccatce

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
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<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_A175C

<400> 30
ggtgtgtact gtggagatcc tcaacagete

<210> 31

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Doan mdi nguge cho CyPPO2_ A175C

<400> 31
aggatctcca cagtacacac cagaaacaaa

<210> 32
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_A175L

<400> 32
ggtgtgtact tgggagatee tcaacagete

<210> 33
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Doan mdi nguge cho CyPPO2_A175L

<400> 33
aggatctcece aagtacacac cagaaacaaa

<210> 34

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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<223>  Poan mdi xudi cho CyPPO2_V318M

<400> 34
tatccaacaa tggcttcagt tgtgttggea

<210> 35
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi ngugc cho CyPPO2_V318M

<400> 35
aactgaagcc attgttggat aagtgaatge

<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_G351A

<400> 36
cgctgteteg ctacgatttg gacatcgagt

<210> 37

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan moi nguge cho CyPPO2_G351A

<400> 37
ccaaatcgta gcgagacagce gaattecctg

<210> 38

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223>  Poan mdi xudi cho CyPPO2_S63T
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<400> 38
gccegaacac tttttegecg acgeeggaat tg

<210> 39

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi ngugc cho CyPPO2_S63T

<400> 39
ggcgaaaaag tgttcgggece ctecteecag

<210> 40
<211> 34
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223>  DPoan mdi xudi cho CyPPO2_R92A

<400> 40
caaattgect gettttgtgt attgggaaaa taag

<210> 41
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  DPoan mdi ngugc cho CyPPO2_R92A

<400> 41
atacacaaaa gcaggeaatt tgcgategge

<210> 42
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_V1738
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<400> 42
gtttctggga gttatgeegg cgateegeaa ¢

<210> 43
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> DPoan mdi nguge cho CyPPO2_V1738

<400> 43
ccggcataac tcccagaaac aaaaggttee

<210> 44

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  DPoan mdi xudi cho CyPPO2_V173C

<400> 44
gtttetgggt gttatgecgg cgatecgeaa ¢

<210> 45
<211> 32
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi ngugc cho CyPPO2_V173C

<400> 45
ccggeataac acccagaaac aaaaggttee ac

<210> 46

211> 31

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_V173T

<400> 46
gtttctggga cttatgecgg cgatecgeaa ¢
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<210> 47

211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Doan mdi nguoce cho CyPPO2_V173T

<400> 47
ccggeataag tcccagaaac aaaaggttec ac

<210> 48

211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi xubi cho CyPPO2_L229F

<400> 48
actaagccgg gggagticgg ttcgticaag cag

<210> 49
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  DPoan mdi ngugc cho CyPPO2_L229F

<400> 49
ctgettgaac gaaccgaact cceceggctt agt

<210> 50

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Poan mdi xudi cho CyPPO2_1.340I

<400> 50
ttttggaaat ataattccga gggggeaggg
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38834

51

34

ADN

Trinh tu nhéan tao

Doan mdi ngugc cho CyPPO2_L3401

51

ctcggaatta tatttccaaa acccactaat ttac

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

<220>
<223>

<400>

52

31

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi xudi cho CyPPO2_1353T

52

tcgggacgac ttggacatcg agtttatttc ¢

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

<220>
<223>

<400>

33

31

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi ngugc cho CyPPO2_I353T

53

gatgtccaag tcgteccgag acagegaatt ¢

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

<220>
<223>

<400>

54

30

ADN

Trinh ty nhan tao

Doan mdi xudi cho CyPPO2_I353L

54

ctcgggacgce tttggacatc gagtttattt

<210>
<211>

55
30

-124-

31

30

31



38834

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi ngugc cho CyPPO2_I353L

<400> 55
atgtccaaag cgtccecgaga cagcegaatte

<210> 56

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_I353V

<400> 56
actaagccgg gggagticgg ttegticaag cag

<210> 57
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Poan mdi nguge cho CyPPO2_I353V

<400> 57
ctgettgaac gaaccgaact ceceeggett agt

<210> 58
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2 _I353C

<400> 58
tcgggacgtg ttggacatcg agtttattte ¢

<210> 59
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> Poan mdi nguoc cho CyPPO2_1353C

<400> 59
gatgtccaac acgtcecgag acagegaatt ¢

<210> 60

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_V318T

<400> 60
tatcctacga ctgecteegt tgtcttagea

<210> 61

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Poan mbi nguoc cho CyPPO2_V318T

<400> 61
aacggaggca gtegtaggat aagtaaaage

<210> 62

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_E228A

<400> 62
aaaactaagc cgggggegtt gggttegtic aag

<210> 63

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
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<223>

<400>

38834

Doan mdi nguge cho CyPPO2_E228A

63

cttgaacgaa cccaacgecc ccggettagt tit

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

<220>
<223>

<400>

64

30

ADN

Trinh ty nhan tao

DPoan mdi xudi cho CyPPO2_P91L

64

aaacttctta gattcgtgta ttgggaaaac

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

<220>
<223>

<400>

65

30

ADN

Trinh ty nhan tao

Poan mdi ngugc cho CyPPO2_P91L

65

acgaatctaa gaagttttct atctgegaat

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

<220>
<223>

<400>

66

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi xudi cho CyPPO2_P316A+V318L

66

gcttttactt atgctacget tgeeteegtt

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

<220>
<223>

67

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi ngugc cho CyPPO2_P316A+V318L
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<400> 67

gacaacggag gcaagcgtag cataagtaaa 30
<210> 68

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_P316L+V318L

<400> 68

gettttactt atcttacget tgeeteegtt 30
<210> 69

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DPoan mbi nguoc cho CyPPO2_P316L+V318L

<400> 69

gacaacggag gcaagcgtaa gataagtaaa 30
<210> 70

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_F337V

<400> 70

ttagtgggtg ttggaaattt aattccgagg gg 32
<210> 71

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> DPoan mdi nguge cho CyPPO2_F337V
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38834

<400> 71
taaatttcca acacccacta atttaccctt gac

<210> 72

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi xubi cho CyPPO2_T352V

<400> 72
tgtetegggg tgatttggac atcgagttta tit

<210> 73

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Doan mbi nguge cho CyPPO2_T352V

<400> 73
gtccaaatca cccegagaca gegaattece tg

<210> 74

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_V173L

<400> 74
gtttetggge tttatgeegg cgatecgeaa ¢

<210> 75

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Doan mbi nguoc cho CyPPO2_V173L

<400> 75
cggcataaag cccagaaaca aaaggttcca ¢
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<210> 76
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  DPoan mdi xudi cho CyPPO2_A175]

<400> 76
gtttctgggg tttatattgg cgatccgeaa

<210> 77
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi nguoc cho CyPPO2_A1751

<400> 77
ttgttgcgga tegecaatat aaacceecaga

<210> 78

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_L340V

<400> 78
ttttggaaat gttattccaa gaggtcaagg aatc

<210> 79
<211> 32
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Poan mbi nguoc cho CyPPO2_L340V

<400> 79
cttggaataa catttccaaa acccacgagt tt
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<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>  DPoan mdi xudi cho CyPPO2_L340T

<400> 80
ttttggaaat actattccaa gaggtcaagg

<210> 81

211> 34

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Poan mdi nguoc cho CyPPO2_L1340T

<400> 81
cttggaatag tatttccaaa acccacgagt tttc

<210> 82

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi xudi cho CyPPO2_F169A

<400> 82
ccagaaacag caggttccac caaccgetge ate

<210> 83
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi nguge cho CyPPO2_F169A

<400> 83
gtggaacctg ctgttictgg ggtttatgee g

<210> 84
<211> 30
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<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO4_Y375M

<400> 84

cttacatcta tgattggtgg agctaccgat 30
<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO4_Y375M

<400> 85

ccaccaatca tagatgtaag aacctgecat 30
<210> 86

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>  Doan mdiR cho CyPPO4_Y375V

<400> 86

cttacatctg ttattggtgg agcetaccgat 30
<210> 87

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO4_Y375V

<400> 87

ccaccaataa cagatgtaag aacctgecat 30
<210> 88

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>

38834

<223>  DPoan mdi F cho CyPPO4_Y375I

<400> 88
cttacatcta tcattggtgg agctaccgat

<210> 89

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

30

<223>  Doan mdi R cho CyPPO4_Y3751

<400> 89
ccaccaatga tagatgtaag aacctgcecat

<210> 90
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>  DPoan mdi F cho CyPPO4_Y375T

<400> 90
cttacatcta ccattggtgg agctaccgat

<210> 91

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

30

<223>  Doan mdi R cho CyPPO4_Y375T

<400> 91
ccaccaatgg tagatgtaag aacctgecat

<210> 92
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

30
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<223>  Poan mdi F cho CyPPO4_Y375C

<400> 92
cttacatctt gtattggtgg agctaccgat

<210> 93

211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Poan mdi R cho CyPPO4_Y375C

<400> 93
ccaccaatac aagatgtaag aacctgccat

<210> 94

211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  DPoan mdi F cho CyPPO4_A176C

<400> 94
ggtgtgtatt gtggagatee acaacagett

<210> 95
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  DPoan mdi R cho CyPPO4_A176C

<400> 95
tggatctcca caatacacac cagaaacaaa

<210> 96
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan moi F cho CyPPO4_A176L
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<400>

38834

96

ggtgtgtatt tgggagatec acaacagcett

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

<220>
<223>

<400>

97

30

ADN

Trinh tu nhén tao

Doan mdi R cho CyPPO4 A176L

97

tggatctece aaatacacac cagaaacaaa

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

<220>
<223>

<400>

98

33

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi F cho CyPPO4 P318L+V320L

98

attccttatt tgecattgge ttgtgttgtg cte

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

<220>
<223>

<400>

99

34

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi R cho CyPPO4_P318L+V320L

99

aacacaagcc aatggcaaat aaggaatttc tgta

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

<220>
<223>

<400>

100

30

ADN

Trinh tu nhan tao

Doan mdi F cho CyPPO4_V320M

100
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tatcctccaa tggettgtgt tgtgctegea

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

<220>
<223>

<400>

101

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi R cho CyPPO4 V320M

101

aacacaagcc attggaggat aaggaatttc

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

<220>
<223>

<400>

102

33

ADN

Trinh tu nhén tao

Doan mdi F cho CyPPO4_P318A+V320L

102

attccttatg ctecattgge ttgtgttgtg cte

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

<220>
<223>

<400>

103

34

ADN

Trinh ty nhan tao

Doan mdi R cho CyPPO4_P318A+V320L

103

aacacaagcc aatggagcat aaggaattte tgta

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

<220>
<223>

<400>

104

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi F cho CyPPO8_F363M

104

ttgacaaata tgattggtgg agctaccgat
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<210> 105
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_F363M

<400> 105
caccaatcat atttgtcaaa aggtgecatc

<210> 106

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Poan mdi F cho CyPPO8_F363V

<400> 106
cttttgacaa atgttattgg tggagctace

<210> 107

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_F363V

<400> 107
agctccacca ataacatitg tcaaaaggtg

<210> 108
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F363L

<400> 108
cttttgacaa atcttattgg tggagetacc

<210> 109
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<211> 30
<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  DPoan mdi R cho CyPPO8_F363L

<400> 109

agctccacca ataagatttg tcaaaaggtg 30
<210> 110

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F363C

<400> 110

cttttgacaa attgtattgg tggagcetace 30
<210> 111

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> DPoan moi R cho CyPPO8_F363C

<400> 111

agctccacca atacaatttg tcaaaaggtg 30
<210> 112

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_A162C

<400> 112

tctggtgtgt attgtggaga tgttgatcaa 30
<210> 113

<211> 30

<212> ADN
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<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_A162C

<400> 113
atcaacatct ccacaataca caccagaaac

<210> 114

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_A162L

<400> 114
tetggtgtgt atcttggaga tgttgatcaa

<210> 115
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_A162L

<400> 115
atcaacatct ccaagataca caccagaaac

<210> 116
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_P306L+V308L

<400> 116
atctcatatc ttccacttge ttgegttgtg

<210> 117

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223>  DPoan mdi R cho CyPPO8_P306L+V308L

<400> 117
aacgcaagca agtggaagat atgagatttc

<210> 118

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_V308M

<400> 118
tcatatccte caatggcettg cgttgtgcete

<210> 119
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_V308M

<400> 119
cacaacgcaa gccattggag gatatgagat

<210> 120

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_P306A+V308L

<400> 120
atttcctatg ceceectage ttgtgtggte ttagee

<210> 121

<211> 38

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_P306A+V308L
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<400> 121
cacacaagct aggggggcat aggaaatttc gtttaagg

<210> 122

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_V160S

<400> 122
gtgtetgggt cttatgecagg ggatgtggat ¢

<210> 123

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_V 1608

<400> 123
cctgcataag acccagacac aaacggactc ac

<210> 124

<211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_I343T

<400> 124
ttggtacaac ttggagttca acactctttc ¢

<210> 125
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_I343T
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<400> 125
gaactccaag ttgtaccaag agtgeggatt ¢

<210> 126
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F3631

<400> 126
cttttgacaa atattattgg tggagetacc

<210> 127

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_F3631

<400> 127
agctccacca ataatatttg tcaaaaggtg

<210> 128
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F363T

<400> 128
cttttgacaa atactattgg tggagctacc

<210> 129

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi R cho CyPPO8_F363T

<400> 129
agctccacca atagtatttg tcaaaaggtg

-142-

31

30

30

30

30



38834

<210> 130

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85A

<400> 130
ggacttcceg cttatgttta ttgggagggg

<210> 131

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85A

<400> 131
caataaacat aagcgggaag tccgegatea ge

<210> 132

211> 31

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPOS8_I343V

<400> 132
cttggtacag tttggagttc aacactcttt ¢

<210> 133

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_I343V

<400> 133
aactccaaac tgtaccaaga gtgcggattc
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<210> 134

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_P84L

<400> 134
aggtttactt aggtatgttt actgggaggg

<210> 135
<211> 30
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_P84L

<400> 135
catacctaag taaacctcta tctgcaaaga

<210> 136

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85C

<400> 136
gacttccetg ttatgtttat tgggagggga aac

<210> 137
<211> 33
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85C

<400> 137
taaacataac agggaagtcc gcgatcagea aag

<210> 138
<211> 32
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<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85H

<400> 138
acttccecat tatgtttatt gggaggggaa ac

<210> 139

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85H

<400> 139
caataaacat aatggggaag tccgegatea ge

<210> 140

<211> 32

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85L

<400> 140
acttccectt tatgtttatt gggaggggaa ac

<210> 141
<211> 32
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85L

<400> 141
caataaacat aaaggggaag tccgegatcea ge

- <210> 142

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85T

<400> 142
gacttcccac ttatgtttat tgggagggga aac

<210> 143

<211> 34

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85T

<400> 143
ataaacataa gtgggaagtc cgegatcage aaag

<210> 144

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_R85V

<400> 144
gacttccegt ttatgtttat tgggagggga aac

<210> 145
<211> 34
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_R85V

<400> 145
ataaacataa acgggaagtc cgcgatcage aaag

<210> 146

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
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<400>
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Doan mdi F cho CyPPO8_F156A

146

gtgagtecgg ctgtgtetgg gatttatgea

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

<220>
<223>

<400>

147

30

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi R cho CyPPO8_F156A

147

cccagacaca gecggactca ctaaccgttg

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

<220>
<223>

<400>

148

33

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi F cho CyPPO8_V160C

148

cegtttgtgt ctgggtgcta tgcaggggat gtg

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

<220>
<223>

<400>

149

33

ADN

Trinh ty nhan tao

Doan mdi R cho CyPPO8_V160C

149

cacatccect geatageace cagacacaaa cgg

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

<220>
<223>

150

31

ADN

Trinh ty nhan tao

Doan mdi F cho CyPPO8_Q179G
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<400> 150
tccgecagtc cggtaacteg tecaaatgea g

<210> 151
<211> 31
<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_Q179G

<400> 151
cgagttaccg gactggegga tgtgggeggt g

<210> 152

<211> 36

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F327V

<400> 152
gttttccect caaaggagtg ggtaatetta accete

<210> 153
<211> 36
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223>  Doan mdi R cho CyPPO8_F327V

<400> 153
gagggttaag attacccact cctttgaggg gaaaac

<210> 154

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao
<220>

<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_L330T

<400> 154
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tttggtaata ctaacccteg cagtcaagga 30
<210> 155

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>  Poan mdi R cho CyPPO8_L330T

<400> 155

gcgagggtta gtattaccaa atcctttgag 30
<210> 156

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223>  Doan mdi F cho CyPPO8_F363M+N362S

<400> 156

cttttgacat caatgattgg tggagetacc 30
<210> 157

<211> 30

<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>  Poan mdi R cho CyPPO8_F363M+N362S

<400> 157

ccaatcattg atgtcaaaag gtgecatect 30
<210> 158

<211> 21

<212> ADN
<213> Trinh tu nhéan tao

<220>
<223> Doan mdi xudi cho CyPPO8 F363M doan do

<400> 158
gegttaacgg gtgeattagg ¢
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<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>  DPoan mdi ngugce cho CyPPO8 F363M doan do

<400> 159

tggaaagagt gttgaactcc 20
<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>  doan mdi TOPO-cTP_F

<400> 160

caccatggag ttatctcttc 20
<210> 161

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223>  doan mdi TOPO-CyPPO2 R

<400> 161

tcagatcgat cgagtatctg 20
<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhéan tao

<220>

<223> doan méi TOPO-CyPPO8_R

<400> 162

ttaacccaaa taatctaaca 20
<210> 163
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<220>
<223>

<400>
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20
ADN
Trinh tu nhéan tao

Poan moi xudi cho doan do bar

163

ttecgtaceg agecgeagga

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Doan mdi nguge cho doan do bar
<400> 164

cgttgggeag ccegatgaca
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[Fig. 2]

Xho l(158)
Not i{166}
Eag l{166)
Hind HI{(173)
Sal I(179)
Sac (190}
EcoR l{192)
BamH 1(198)
EcoR V(206)
Nco 1(212)
Kpn 1{238)

Bpu1102 s0) Byl li(241)
} NSp Vi268)
Nde 1(295)
;:_«;“"”““:} - Xba 1{333)

- SgrA 1{444)
Sph {600}

Miu (11285)

s Bel l{1139)
=\
~ !
PET-20b(+) 3| e
(5371bp) 2 || hpaiie
&

BssH 1i{1536)
Hpa l(1631)

Eco57 1(3774)

AlwN (3642)

BssS 1(3399) PshA (1870)
BspLU11t I(38226)i/‘
ap (3110} —
Bst1107 l2997) T Fsp 12207y

Tth111 I2871) Psp5 112232)

2/49

-153-



EcoRI-2848

T pBBinF

38834

~ 0 pACBB'eGFP
3848 bos 1060

PIBA orf

3/49

-154-

Neol 1025



38834

[Fig. 4]

Dién giai cho pET303 CT-His
5369 nucleotit
Doan khéi ddu T7: bazo 20-36
Vi tri do doan khéi dau T7: bazo 20-39
Doan vén hanh lac ({acO): bazo 39-63

Vi tri lién két riboxom (RBS): bazo 95-100
Thé 6X His: bazo 119-136

Vi tri dd doan nguoc T7: bazo 186-206
Ving két thiic phién ma T7: bazo 147-277
‘F1 gbc: bazo 287-742

Poan khéi du bla: bazo 775-879

Gen khang ampixilin (b/a): bazo 874-1734
pBR322 goc: bazo 1945-2678 (g}

ROP ORF: bazo 12920-3011 (c}

laci ORF: bazo ;3914-5032 (c)
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]
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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. 17]
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[Fig. 18]
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[Fig. 19]
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[Fig. 20]
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[Fig. 21]

WEO0EN.

I
et
WESES
1E9Ed
984

1A 88

!_l.uﬂl:]

LI ZEs0

20/49

-171-



38834

[Fig. 22]
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[Fig. 23]
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[Fig. 24]

TBOEA190Ed

NBDEA

wrlooz wrloot

BOEA+YS0EE |

| |Aje-udynpeIAg

23 /49

-174-



38834

[Fig. 25]
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[Fig. 26]

Vecto d& dung hop protein cia PPD va MMP (Protein lién két maltoza)
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[Fig. 27]
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[Fig. 28]

1; rira giai Cy2 6
2; rira giai Cy2 7
3; rua giai Cy2 8
4; rira giai Cy2 9
5; rira giai Cy2 10

6; Doan danh du
7; rira giai Cy2YM 5

8; rira giai Cy2YM 6
9; rira giai Cy2YM 7

[Fig. 29]

-1; rira giai Cy4 2
2; rira giai Cy4 3
.| 3;riragidiCy4 4

. 4;rira giai Cy4 5
5; rira giai Cy4 6

| 6. rira giai Cy4 YM 3
7, rira giai Cy4 YM 4
8; rira giai Cy4 YM 5
- '9; rira giai Cy5 YM 6
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[Fig. 30]

1 rira giai Cy8 7

" 2; rira giai Cy8 8
3; rira giai Cy8 9

4; rira giai Cy8 10
5; Doan danh dau
6; rira giai Cy8FM 4
7; rira giai Cy8FM 5
8; ira giai Cy8FM 6
9; rira giai Cy8FM 7
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[Fig. 31]
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[Fig. 32]

N CyPPO4 AtPPO1
CyPPO2 Y373M  Y375M CyPPO8 F363M__ SLYM

Col-0 32 34 38 14 31 22 51 52 3 7
EoT

[Fig. 33]

CyPPO4
CyPPO2Y373M  Y375M CyPPOS8 F363M
WT 32 34 38 14 31 22 52
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[Fig. 34]
Tiafenacil
CyPPO2 CyPPO8 AtPPO1
Col-0 ¥373M F363M SLYM

38 39 34 22 51 52 3

[Fig. 35]

Saflufenacil
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[Fig. 36]
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[Fig. 37]
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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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[Fig. 42]
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[Fig. 43]
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[Fig. 44]
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[Fig. 45]
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[Fig. 46]
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[Fig. 47]
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[Fig. 48]
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[Fig. 49]
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[Fig. 50]

.
mﬁm gﬁsnﬁ 80ddA 0" LMoZad

- d

o 'Y’ e

mw:l 8=  Z20ddho0imozaed

Td

44149

-195-



38834

[Fig. 51]
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[Fig. 52]
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[Fig. 53]
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[Fig. 54]
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[Fig. 55]
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[Fig. 56]
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