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LO1 CAM POAN

T6i xin cam doan luan an: #¥Nghién ciru phin Idp va biéu hién gen ma hoa
protein doc t& diét siu duc qua dau twong (Etiella zinckenella Treitschke) tir vi
khuan Bacillus thuringiensis ban dia™ 13 cong trinh nghién ctru cta chinh minh dugi
su huémg déan khoa hoc cua tap thé huéng din. Ludn én str dung thong tin trich din
tir nhiéu ngudn tham khéo khac nhau va cac théng tin trich din dugc ghi rd ngudn
gbe. Cic két qua nghién ciru cua t6i duge cong bd chung véi cdc tac gia khac da
dugc sy nhét tri clia dong tac gia khi dua vao luan an. Cac sé liéu. két qua duge
trinh bay trong ludn an la hoan toan trung thyc va chua timg duge cong b trong bt
ky mdt cong trinh nao khic ngoai cac c¢ong trinh cong bé cua tac gia. Ludn an duge
hoan thanh trong thai gian t6i 1am nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Céng

ngh¢, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé¢ Viét Nam.

Ha Néi, ngay 1S thang ko nam 2024
Tic gia

e

Lé Thu Ngoc



LOI CAM ON

Téi xin bay to long biét om sdu sic dén TS. Lé Thi Minh Thanh va PGS. TS
Pham Bich Ngoc da tan tinh hudng dan, gitip d& t6i trong sudt qua trinh thue hién
lu@n an. '

Téi xin chin thanh cam on TS. D& Tién Phat — Vién Céng nghé Sinh hoc.
Vién Han lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da giap do va tao diéu kién thuan
lgi cho t6i trong qua trinh thue hién cac thi nghiém nghién ciru trong dé tai ludn an.

Trong qua trinh thyc hién d tai. t16i da nhan duoc su gitp d& nhiét tinh cua
tap thé can by Phong Cong nghé Té bao Thuc vat. Phong Céng nghé ADN Ung
dung va Trung tim Gidng va Bao ton ngudn gen Vi sinh vat — Vién Céng nghé Sinh
hoc. Téi xin chan thanh cam on sy gitp d& quy bau do.

Téi xin cam on Ban lanh dao va can by phong Pao tao cling nhu cac phong
chirc nang cua Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da giap d& va tao diéu
kién dé nghién ciru sinh hoan thanh luin an.

Cudi ciing, t6i xin giri 161 cam on sdu sic dén gia dinh, ngudi than, ban beé va
cac dong nghiép da luén dong vién. ¢b vii tinh thin cho t6i trong sudt thoi gian vira
qua.

Ha Ngi, ngay [ thang (O nam 2024

Nghién ciru sinh

Py

Lé Thu Ngoc
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Hinh 3.30. Phan tich két qua tinh sach protein Cry2Ab39 bang SDS-
PAGE (a) va lai mién dich Western blot (b)
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MO DAU
1. Tinh cép thiét cia dé tai

Cay dau tuong (Glycine max) 1a mot trong nhitng ciy trong quan trong, c6
gi4 tri kinh t& cao khong chi ¢ Viét Nam ma con ddi v6i nhiéu qudc gia trén thé
gi6i. Hat dau twong c6 thé dugc dung 1am ngudn thirc an gidu dam cho nguoi va gia
stc, dong thoi 12 ngudn nguyén liéu quan trong cho nhiéu nganh cong nghiép ché
bién. Ngoai ra, trong cdy dau turong con c6 tac dung cai tao dat, ting ning suét cac
cay trong khac nhod hoat dong cb dinh N» cta vi khuan Rhizobium cong sinh trén ré
cay ho dau. O Viét Nam, dau tuong dugc gieo tré)ng tir rat som trudce ca cay dau
xanh va ddu den. Tuy nhién, voi phuong phap canh tac truyén théng nho 1¢, bd
gidng ning suat thap, gia thanh dau twong trong nudc khong c6 kha ning canh tranh
v6i dau twong nhap khau. Hién san xuit dau twong ndi dia mai chi di cung cép cho
khoang 8-10% nhu clu tiéu thu trong nudc, con lai phu thudc dén 90% nguén
nguyén liéu dau twong nhap khau, da phan dé ché bién thirc an chian nuéi. Mot trong
nhimg nguyén nhan anh hudng 16n dén nang suat dau twong 1a sau bénh, trong d6
sau duc qua Etiella zinckenella Treitschke 1a d6i twong gay hai nghiém trong va kho
phong trir. Do giai doan sdu non séng trong qua dau nén giai phap dung thude trir
sau hoa hoc 1a khong hiéu qua va c6 nguy co tich tu ham luong 16n thude bao vé
thuc vat trong hat dau twong. Vi vay, viéc nghién cru tim ra cac thudc trir sau vi
sinh c6 hoat luc cao trong diét trir sdu duc qua dau twong ciing nhu tao cac gidng

dau tuong chuyén gen khang sau duc qua 1a mot giai phép tiém ning.

Vi¢ce st dung céc tdc nhan sinh hoc (vi khuan, vi ném) hay cac hop chét tu
nhién c6 hoat tinh sinh hoc dé phong trir hiéu qua sdu bénh cho cay trong da duoc
tién hanh rong rai trong nhiéu thap ki qua. Trong d6, pho bién nhat 1a thudc trir siu
vi sinh Bt (Bacillus thuringiensis), chiém t6i 90% thi trudng thudc trir sdu sinh hoc
trén thé gii nho kha ning diét con triung phd rong va hiéu qua cao, nhung van dam
bdo than thi€n vo1 moi truong va an toan vdi con ngudi cling nhu cac sinh vat
khong chu dich khac. Ngoai ra, cac gen mi hoa protein dc td diét con tring trong
hé gen vi khuan Bt di duogc phan 1ap va ghép vao hé gen thyc vat dé tao ra cac

giong cay trong bién doi gen c6 kha nang khang sau bénh. Viéc sir dung cay trong
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Bt trong ndng nghiép mang lai nhiéu loi ich, bao gém viéc kiém soat con tring gay
hai hiéu qua hon, giam thiéu sir dung thudc trir sdu héa hoc, tao diéu kién va duy tri
quan thé thién dich trong cac khu vuc canh tac va cho phép thuc hanh nong nghiép
bén vimg hon. Véi ciy dau tuong, trén thé giéi hién nay c6 6 gibng dau tuong
chuyén gen Bt dugc phép canh tac va thuong mai hoa, c6 thé khang mot s loai sau
hai thuoc bd Canh vay nhu sau an 1a Anticarsia gemmatalis Hiibner, Chrysodeixis
includens Walker..., su da thuc Helicoverpa armigera. Tuy nhién, hau nhu chua
c6 bao céo nao danh gia kha nang khang sau duc qua E. zinckenella Treitschke cua
6 gidng dau tuong di thuong mai hoa ndy ciing nhu cic gidng dau tuong chuyén

gen Bt khac dang dugc nghién cuu.

Chinh vi vay, viéc tim ra cac chung Bt cing ngudn gen doc to c6 kha ning
diét sdu E. zinckenella Treitschke mang tinh quan trong va cap thiét, tao tién dé cho
cac nghién ctiru tng dung cong nghé gen dé phat trién gidng dau twong khang sau
duc qua. Hién nay, Vién Cong nghé sinh hoc dang luu gilr bd suu tap Bt (VBtC)
gém hon 3000 chung phan 1ap tir 52 tinh thanh cta Viét Nam. Vi wu thé 13 mot
trong nhitng quéc gia c6 tinh da dang sinh hoc cao nhat thé giéi, viéc nghién ctu
sang loc va khai thac cac ching Bt ban dia cua Vi¢t Nam dé tim duoc céc gen dac
hiéu diét con trang dich mong mudbn c6 trién vong rat cao. Két qua cua nhiing
nghién ctru nay s€ cho phép cac nha khoa hoc nudc ta chu dong trong viéc tao dugc
cac gibng dau twong chuyén gen khang sau duc qua thich tng tot voi diéu kién khi
hau dac thu cua Vi¢t Nam, gop phén taing nang suit va stc canh tranh cua dau

tuong nodi dia.

Xuét phat tur tinh hinh nghién ctru va thuc tién noi trén, chung t61 da thuc
hién dé tai luan an: “Nghién ciru phan 1ap va biéu hién gen mi hoéa protein doc
t6 diét sau duc qua diu twong (Etiella zinckenella Treitschke) tir vi khuan

Bacillus thuringiensis ban dia”.
2. Muc tiéu nghién ctru

Phéat hién, phan 1ap duoc gene ma hoa protein doc t6 mdi, c6 doc tinh cao tu
nguon vi khuan B. thuringiensis ban dia cua Viét Nam dé lam vat li€u chuyén gen

nham diét siu duc qua dau twong Etiella zinckenella Treitschke.



3. N§i dung nghién ciru

i) Tuyén chon cac chung Bf c6 kha ning diét sau duc qua dau tuong tir cac
chung Bt trong bd suu tap Bt ban dia Viét Nam.

11) Giai trinh ty va khai thac dir li¢u trinh ty h¢ gen ciia mot vai chung Bt ban
dia co hoat tinh diét sau duc qua dau tuong vdi hi€u qua > 85% dé tim ra cac
gen ma hoa protein doc t6 méi tiém nang.

iii) Phan 14p gen ma hoa protein doc t6 Bt méi c6 tiém ning diét sdu duc qua E.
zinckenella Treitschke tir cac chung Bf ban dia c6 hoat tinh > 85%.

iv) Biéu hién gen ma hoa protein doc t& Bt méi trong té bao Escheriachi coli va
danh gia kha ndng di¢t sdu duc qua dau tuong E. zinckenella Treitschke cua
protein tai t6 hop.

v) Cai bién ma di truyén va t6i wu hoa diéu kién biéu hién gen ma hoa doc t6 Bt
mai trong hé biéu hién thuc vat.

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

> Y nghia khoa hoc

Két qua nghién cru da tim ra cic gen ma hoa protein diét siu méi tir cac
chung Bt ban dia cua Viét Nam, gop phan lam giau co sé dit liéu vé cac protein doc
t6 c6 ngudn gdc tir vi khuan Bt di dugc phat hién va cong bd.

Luan 4n di khang dinh kha ning diét hiéu qua 4u trung siu duc qua dau
twong Etiella zinckenella Treitschke cua protein doc t6 Cry2Ab39 méi phat hién,
ddng thoi chimg minh chién luge phu hop dé biéu hién gen ma hoa doc td ndy trong
thuc vat. Pay 1a co sé khoa hoc cho hudng tiép can vé thiét ké cac ciu trac phuc vu
chuyén gen vao cdy dau tuong ting kha ning khang sau duc qua.

Céc trinh ty gen cong bd trén ngan hang GenBank cing hai bai bao dang tai
trén cac tap chi khoa hoc qudc té 13 nhiing tu liéu c6 gi tri tham khao trong nghién
ciru va giang day.

> Y nghia thye tién

Chung Bt SP14.2 cing gen doc t6 cry24b39 1a nguyén liéu tién dé cho cac

nghién ctru tao va phét trién cac gidng dau twong bién doi gen c6 kha ning khang

sau duc qua E. zinckenella Treitschke.



5. Nhirng dong gép méi cia ludn an

» Hg¢ gen 4 chung Bt ban dia cia Viét Nam da duoc giai trinh tu, lép rap va chu
giai. Tir két qua khai thac dir liéu hé gen 4 ching nay, di tim dugc 4 gen ma hoa
doc td diét con trung dugc du doan co6 tinh méi thudc hang 4, bao gém 2 gen
thudc nhoém cryl (crylNa, crylBe) va 2 gen thudc nhom cry2 (cry2Ab, cry2Ah).

> Da phan lap, nhan dong va biéu hién gen mi héa doc t& Bt méi tir ching Bt
SP14.2 thudc bg suu tap Bf ban dia ciia Vi¢t Nam. Trinh ty gen ndy dugc cong
b trén ngan hang GenBank v&i ma s MN319700.1, dong thoi protein doc td
méi di duoge Hoi ddng danh phéap cac doc td co ngudn goc tir B dinh danh 13
Cry2Ab39. Gen cry24b39 co kich thuéc 1899 bp, gidng 99,05% vé trinh tur
nucleotide v6i gen tham chiéu cry24b3 (Genbank AF164666.1). Trong khi do,
protein Cry2Ab39 gdm 633 amino axit do gen ndy ma héa va protein tham chiéu
Cry2Ab3 c6 d6 twong dong 99,21%. Ching Br SP14.2 mang gen cry24b39 da
duge Cuyc so hitu tri tué Viét Nam cip bang doc quyén sang ché sb 37733 ngay
30/10/2023.

> Protein Cry2Ab39 tai to hop dugc biéu hién va tinh sach tir té bao E. coli BL21
d3 duoc chimg minh c6 kha ning diét au trung siu duc qua dau tuong Etiella
zinckenella Treitschke voi lidu gay chét 50% sau 7 ngdy 1a LCso = 1,74 pg/g

thuc an.
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Chuong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. Pau twong va con trung gay hai
1.1.1. Tam quan trong ciia cdy diu twong

bau tuong (Glycine max (L.) Merrill), thudc ho dau (Fabaceae), 1a cay tréng
quan trong dtmg vi tri thir tu trong s6 cac cdy luong thuc thuc phim sau laa my, lua
nude va ngd [1]. Pau tvong ban dau dugc thuan hoa cach day hon ba nghin nim &
vung Dong Bic Trung Qudc. Trong nhiéu thé ky, viée san xuat, ché bién va tiéu thy
loai cdy nay van tap trung & Trung Qubc va Pong A, nhung ngay nay dau tuong da
tré thanh mat hang toan cau - véi 170 qudc gia giao dich loai cdy nay trén thé gidi

v6i tong gia tri udc tinh 1 58 ty USD vao ndm 2017 [2].

Kho c6 thé tim duoc loai cay tréng nao lai co tdc dung nhiéu mat va hiéu qua
kinh té cao nhu cdy dau tuwong. V& thyc pham, hat dau tuong c6 thanh phan dinh
dudng cao, chira khoang 40% protein va 21% dau trén tong khéi lugng kho. Protein
ctia ddu twong c6 pham chat tt nhét trong cac protein cua thuc vat, c6 day da va
can d6i cac loai axit amin can thiét, hoan toan c6 thé thay thé dam dong vat trong
bita an hang ngdy cua con ngudi. Protein ctia dau twong lai dé tiéu hoa va khong co
cac thanh phan tao thanh cholesterol. Lipit ctia ddu twong chira ty 1¢ 16n cac axit béo
chua no, c6 hé s6 ddng hoa 16n (98%), chi sd i6t cao (120-137) c¢6 tac dung phong
chéng bénh budu c6 cho nguoi, dac biét dbi véi vung trung du va mién nui. Hat dau
tuong con chira nhiéu loai mudi khoang va c6 kha ning cung cép nang luong kha
16n (4.710 kcal/kg), cho nén ngudi ta dd ché bién hat dau twong thanh hon 600 san
pham khac nhau. Mit khac st dung protein va lipit dau twong con cé tac dung
phong chita bénh dai thao dudng, béo phi, huyét ap cao, chay méau nio... Ngiy nay
ngudi ta méi biét thém trong hat dau twong co chét lecithin c6 tic dung 1am co thé
tré 1au, tang tri nhG va tai sinh cac mé, 1am cimg xuong, ting stc dé khang. Ngoai
ra n6 con chira nhiéu loai vitamin, 13 vi thubc dé chita bénh, co tac dung tbt cho tim,
gan, than, da dﬁy. .. [3]. San phém tu cay dau tuong dugc st dung rat da dang nhu
ding tryc tiép hat tho hodc ché bién thanh dau phy, ép thanh dau dau nanh, nudc
tuong, lam banh keo, sira dau nanh... Trong chin nudi, dau twong 12 ngudn cung cip

protein 16n nhat cho gia stc trén toan cau [4]. Hién nay, dau tuong dong gop 50%
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lwong dau an toan ciu va khoang 2/3 luong protein thyc vat trén thé gisi dé lam
thire 3n cho ngudi va vét nudi [5]. Pau twong di duoc khuyén nghi dua vao chuong
trinh lvong thuc quéc gia cta 13 nudc nhu My, Nhat Ban, Han Quéc, Canada, Anh,

Uc...

V& mit cong nghiép, nhitng san phdm cia dau twong 13 nguyén liéu cua
nhiéu nganh cong nghiép ché bién thuc pham, cong nghiép ép dau, cong nghiép st
dung truc tiép hodc gian tiép nguyén liéu tir dau twong nhu nhu: ché bién cao su
nhan tao, muc in, xa phong, chat déo, to nhan tao, chat dbt long, dau bdi tron trong
nganh hang khoéng... Trong linh vuc trong trot, dau twong tir lau da duoc coi la
thanh phan quan trong trong hé thong canh tac cdy trong ¢ ving nhiét déi va can
nhiét d6i, thich hop cho nhiéu hé théng canh tac khac nhau. Pau twong c6 kha ning
tich luy dam tir nito trong tu nhién dé nudi cdy va lam giau cho dat nhd cong sinh
ctia vi khuan Rhizobium & b ré, cing véi than va 14, cac chat hiru co nay goép phan
lam thay doi tinh chat 1y hod va ting d6 phi nhiéu cho dat. Trong hé théng tham
canh, trong dau twong cé tac dung lam cho cdy trong vu sau phat trién tot hon, gop
phan phé v& chu ky sdu bénh, chéng nan 6 nhiém do lam dung bon phan hod hoc va
thudc trir sdu. Ngoai ra 14, ré va than cua cay dau twong dé lai trong dat duoc phan
giai s& ting mun gitip cho cai tao dat. CAy dau tuong c6 thé trdng trén nhiéu loai
dét, nhiéu vu trong nam, co thé xen canh, géi vu rat thuan loi [3].

1.1.2. Tinh hinh sin xudt ddu twong trén thé gidi va Viét Nam

Do c6 kha nang thich nghi rong véi cac diéu kién khi hau va sinh thai khac
nhau nén dau tuong duoc tréng rong rai trén ca nam chau luc, tap trung nhiéu nhat &
chau My, ké tiép 1a chau A. Murc ting trudng dot bién trong san xut ddu twong toan
cau duoc cho 13 két qua ciia hai nguyén nhan chinh 1 viéc mé rong dién tich canh
tac va ting ning suit trung binh nhd nhitng tién b trong cai tai di truyén gidng va
ky thuat canh tac. Dir liéu thong ké cho giai doan 1968-2023 cho thiy sy ting
truong khong ngimg vé dién tich canh tac, tong san luong va ning suat trung binh
clia cdy dau tuong trén thé gidi. Trong 55 niam, san luong dau tuwong cia thé gidi
tang 9,8 1an (tir 40 triéu tAn 1én 395 triéu tAn), ning suat trung binh ting gan gip do6i
(tir 1,5 tn/ha 1én 2,8 tin/ha) va dién tich toan cau danh cho cdy trong nay ting 4,8

lan (tir 28,8 triéu ha ndm 1968, 1én hon 139 tri¢u ha vao nam 2023, twong tng véi
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téng dién tich 16n hon toan bo Nam Phi) [2], [5], [6], [7]. Trong nhiing nim 1980,
My 1a nude san xuat hon 50% san luong dau twong thé gigi. Tuy nhién, hién nay
Brazil da tro thanh cac qudc gia san xuat dau twong hang dau thé giGi véi tong san
lwong nam 2023 dat 153 triéu tan (chiém 39% tong san luong dau twong toan cau).
Trong khi d6, My (hon 113 triéu tin) va Argentina (49 triéu tdn) dting & vi tri thir
hai va tht ba, chiém 1an luot 29% va 13% téng san lugng dau tuong toan cAu nam
2023. Ba nudc trén cung véi Trung Qubc va An Do san suit gan 90% san lugng dau

twong cua thé gidi [7].

O Viét Nam, viéc canh tic dau tuong co truyén théng lau doi, ban dau tr
gidng hoang dai, sau d6 dugc thuan héa va duogc trong nhu mot cy cé gia tri dinh
dudng cao. Tir nim 1993 ca nudc di hinh thanh sau ving san xuit dau twong chu
luc bao gdm ving Pong Nam Bo véi dién tich trong ddu twong 16n nhit ca nude
(chiém 26,2% dién tich dau tuong cua ca nudc), khu vuc mién nui Bic B (24,7%),
viung ddng bang song Hong (17,5%), dong bang séng Ciru Long (12,4%). Tong

dién tich sau ving nay chiém 66,6% tong dién tich dau twong ca nudc [8].

Theo B Néng nghiép va Phat trién nong thon, dau twong 13 mot trong bdn
loai cdy trong chu lyc, nhung diéu bat cap 1a dién tich gieo tréng ngiy cang giam.
Trén thuc té, cdy dau twong dang bi canh tranh manh vé&i nhitng cay tréng khac vi
ning suit ngdy cang sut giam, dau ra khong 6n dinh, gia ban lai khong cao. Hién
san xuat dau trong ndi dia méi chi du cung cip cho khoang 8—10% nhu ciu chu yéu
dé ché bién 1am sita ddu twong va cac loai thuc pham khac va phu thudc dén 90%
ngudn nguyén lidu dau twong tir cic ngudn nhap khau, da phan dé ché bién thic dn
chin nuoi. Bén nam 2023, dién tich trdng dau tuong trén ca nude chi con 28 ngan
ha (giam hon 7,5 14n so v6i ndm 2010), nang suét khoang 1,6 tan/ha, san lugng dat
45 ngan tan [8], [9]. Trong 10 nim trd lai ddy, mdi ndm nude ta tiéu thu trung binh
gan 2 tridu tan dau tuong. Khoang 70% trong s nay duogc st dung cho hoat dong
ép dau dé san xuat kho dau tuwong - thanh phan chinh trong hdn hop thtic an chin
nudi. Phan 16n nhu cau tiéu thu dau tuong tai nudc ta van dugce dap tmg bodi nguon
hang nhap khau. Theo sb liéu so bd tur Téng cuc Hai quan Viét Nam, nam 2022,
nude ta nhap khau 1,84 triéu tan dau twong, trong d6 Brazil va My 14 hai nha cung

cép 16n nhat. Moa vu 2023-2024, Viét Nam du kién nhap khau khoang 2,6 tri¢u tan



dau tuong, tang manh 30% so v&i mua vu trude.
1.1.3. Sdu duc quda ddu twong E. zinckenella Treitschke va bién phap phong trir

Trong san xuat néng nghiép, thiét hai do con tring gy ra 1a mot trong nhing
yéu td quan trong nhat 1am giam ning suét cta bat ky loai cdy trong nao [10]. Hau
nhu tat ca céc bo phan nhu 18, than, vo, chdi, 14, hoa va qua déu co thé bi sau hai tan
cong, pha hoai [11]. Giéng nhu céc loai cay trong khéac, cdy dau twong bi tin cong
boi nhiéu loai sau bénh tir giai doan ndy mam dén thu hoach. Sau hai dau tuong la
nhoém d6i twong thudng xuyén gy ra nhimng thiét hai dang ké ddi véi san xuat dau
tuong. Sau hai tat ca cac bd phan cua cay, nhom sau hai 14, than, qua, sau hai trong
dat. Co t6i 360 loai sau hai dau twong & cac vung trong dau tuong trén thé gidi. Tuy
nhién, cac loai sau hai va mirc d¢ gay hai ¢ cac vung co6 su bién thién. Cac loai sau
hai nay dugc chia thanh 3 nhom chinh 1a sau an 14 (sau xanh Helicoverpa armigera,
sau cudn 1a dau Omiodes indicata, siu khoang Spodoptera litura, sdu xanh da lang
Spodoptera exigua...), sau duc qua (E. zinckenella, Maruca vitrata...) va sau hai
than (sau duc than Epinotia aporema, doi duc than Melanagromyza sojae...). Trong
sd ndy, sau duc qua qua dau E. zinckenella Trietsche dugc ghi nhan 13 d6i tuong sau
hai nghiém trong nhét cho dau tuong tai nhiéu quéc gia, dac bi¢t 1a ving Dong Nam
A, gay thiét hai ning né dén ning sudt va giam chit luong hat dang ké néu khong
phong trir kip thoi [12]. O Iran, thiét hai ning suat do sau duc qua dén 40%. O Pong
Nam A, thiét hai do chung giy ra & Pai Loan 13 10-15%, trong khi d6 ¢ Indonesia
1én toi 80%, ¢ Philippines 13 57% [13]. O nuéc ta, sau duc qua dau twong E.
zinckenella Treitschke 1a d6i tugng gay hai nghiém trong va kho phong trir. Sau duc
qua phat sinh quanh nim. O céc tinh phia Bac sau phat sinh va giy hai manh trén
dau tuong vu xuan (thang 4 - 6) vu he (thang 7 - 8) vu h¢ thu (thang 9 - 10). Vu
dong bi hai nhe hon. O mién Nam siu phat sinh va gay hai quanh nam, manh nhat
vao thang 4 - 5. Ngai dé triing trén qua ddu la chinh (73,2%), ¢ cac bd phéan khac
chi chiém 11 - 20,7% s6 trimg. Thiét hai do sau dyc qua t6i nang suat 1én dén 70-
80% néu khong duoc phong trir hop 1y [14].

E. zinckenella Treischke 1a loai con trung thudc by canh vay Lepidoptera, ho
Phycitidae, phan b6 rong rai va gay hai trén nhiéu loai ky chi nhu: cic cay ho dau,

cay dinh lang, trong d6 ddu tuwong 1a ky chu wua thich cua chung. Vong do1 cua sau
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duc qua dau tuong dao dong tir 32-51 ngay. Sau phat trién qua 4 pha: tring, siu
non, nhong va truong thanh (Hinh 1.1). Sau céi truéong thanh dé tring trén cay
sau d6 sau non dyc vao vo va an hat dang phat trién dan dén giam ca chat lugng va
ning suat. Triéu ching giy hai cta sau duc qua rat rd, tham chi khi khéng c6 su
hién dién cua sau non. Qua dau xuat hién dém nau, day 1a vi tri ma sau duc vao qua.
L thoét ra ctia sdu non dé vao nhong trong dat cling d& dang nhan thay ¢ vo qua
dau. Trong qua trinh gdy hai sdu non thai ra phan 1am cho qua dau tré nén x6p va bi
thbi tung ddm. Hat bi an hét tung phﬁn hodc ca hat, chi con lai nhitng mang nhu sgi
to & trong qua [13]. Thong thudng, mot siu non c6 kha ning dn hau hét hat trong
mot qua, sau do tiép tuc duc dé chui vao pha qua khac nén mdi con cb thé hai nhiéu

qua dan dén thiét hai nghiém trong vé ning suit [15].

Hinh 1.1. Vong doi cua sau duc qua dau tuong Etiella zinckenella Treischke

(http://vitc.edu.vn/tudiennn/home/view/6091/Sau-duc-qua-dau-tuong-)

a. Tring, b. Sau non, ¢. Nhong, d. Con truong thanh

Do tap tinh séng ciia sdu non 1a duc an vao trong qua nén cac bién phap kiém
soat con triung thong thuong nhu phun thude trir sdu thuong khong c6 hiéu qua véi
E. zinckenella Trietsche vi thudc trir sdu hau nhu khong thé tiép can 4u tring bén
trong vé qua bé‘mg cach phun [16], [17]. Viéc st dung cac loai thudc bao vé thuc vat
dang noi ha”ip va luu ddn manh c6 kha nang diét siu duc than, duc qua, tuy nhién s&

tdc dong xau dén moi trudng ciing nhu cd hai doi véi ngudi phun cling nhu nguoi
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tiéu thy thuc pham do lugng hoa chat con ton du trong qua [18]. Ngoai ra, viéc lam
dung thudc trir sdu qua nhiéu ciing dan dén xuat hién cac quan thé sau hai c6 kha

nang khang thudc, tham chi khang da thudc rat kho phong trur [19], [20].

Hién nay, cach hiéu qua nhat dé giam thiét hai do sau duc qua E. zinckenella
Trietsche giy ra cho ddu twong 13 st dung bay ba pheromone hodc chon cac gidng
dau twong khang sau bénh [17], [21]. Dya vao dac tinh sinh san cta hau hét cac loai
buém dém 14 con céi tiét ra chat din du gi6i tinh (sex pheromone)- cac chét d& bay
hoi dé hip dan va thu hat tir xa cac con duc dén giao phdi, ngudi ta di phat trién cac
loai bay pheromone nhdm muc dich du bao tinh hinh va phong trir mot sé ddi tuong
siu hai. Sau khi lip dat, by pheromone s& giai phong cic chat mé phong
pheromone sinh duc tu nhién dé thu hut con duc trudong thanh. Con triung s& bj mic
ket trong bay, din dén giam co hoi giao phdi va giam sb luong cé thé trong quan thé
& thé hé sau. Di véi loai E. zinckenella Trietsche, bdn chat thanh phﬁn da duoc tim
thdy trong tuyén pheromone ctia buém cai thudc cac quan thé & Hungary va Ai Cap
bao gdm: tetradecyl acetate, (Z)-9-tetradecenyl acetate (Z9-14:Ac), (Z)-11-
tetradecenyl acetate (Z11-14:Ac) va (E)-11-tetradecenyl acetate. Cac thu nghiém
bay pheromone phdi tron hai chat Z9-14:Ac va Z11-14:Ac cho két qua kha tot ¢
nhiéu nuée chau Au, Bic Phi va An D6. Tuy nhién by pheromone dung mdi nhir 1a
hdn hop bén chat tetradecyl/tetradecenyl acetate trén khi duoc thir nghiém ¢ Dong
A va Uc thi hau nhu khéng bat dugc con budm duc nao. Diéu nay cho thiy co su
khac biét vé thanh phan cac chat trong pheromone sinh duc giita cac quan thé sau
duc qua E. zinckenella Trietsche phan bd & cac ving dia 1y khac nhau. Mot minh
chung cho gia thuyét nay l1a két qua nghién ciru pheromone sinh duc ciia sau duc
qua E. zinckenella Trietsche thudc cac qu?m thé & Nhat Ban. Ngoai bdn chat
tetradecyl/tetradecenyl acetate noi trén, ngudi ta dd phat hién thém chat dedocenyl
acetate E9-12:Ac, va chi cn b sung mot lwong nhod chit ndy dang tong hop vao
moi nhir pheromone di gitp ting dang ké kha ning din du con duc [17]. Nhu vy,
mic du by pheromone dugc danh gia 13 an toan, than thién véi moi trudng va con
nguoi nhung dé kiém soat hiéu qua con trung gay hai, can c6 cic nghién ciru sau vé

quan thé con trung dich tic dong, tir d6 st dung cac loai biy pheromone phu hop.

Mot phuong phap khac nham kiém soat sau hai ma khong gy 6 nhiém méi
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truong, dam bao quan 1y bén ving hé sinh thai 1a chon loc va phat trién cac gidng
khang sau bénh. Kha niang khang con trung c6 thé dugc theo ddi thong qua viéc lra
chon céac dic diém hinh thai. CAu trac, chiéu dai va mat do 1ong to trén than, 13 va
qua dau duoc cho 13 anh hudng rit nhiéu dén kha ning khang siu cua cay dau
twong. Theo d6, mat do 16ng to cang cao thi muc d6 cdy bi sdu tin cong cang thip
va nguoc lai [14]. Nhiéu nghién ctru trong va ngoai nude da duoc thuc hién dé danh
gia phan tmg cua cac giéng dau tuong d6i véi sau duc qua E. zinckenella Trietsche
nhiam chon giéng c6 kha ning khang véi loai sau hai nay [14], [18], [22]. Tuy
nhién, chon gidng khang sau 1a cong viéc kho khin va lau dai, ton nhiéu chi phi va
cong stc. Cac giong duoc chon can duoc tiép tuc nghién ctiru va khao sat qua nhiéu
mua vu ciing nhu ¢ nhiéu ving dia 1y khac nhau thi méi dua ra duoc két luan chinh
xé4c vé mirc do khang ciing nhu tinh 6n dinh cta viéc duy tri tinh khang qua céc thé

h¢é sau.

Cung v&i nhitng tién bd vugt bac trong Cong nghé gen, cay trong chuyén gen
khang sau hién dang 13 bién phap kiém soat con tring gy hai mua mang dugc wu
tién lya chon trong cac hé sinh thai néng nghiép. Pic trung cua ching 13 c6 sy biéu
hién cac gen ma héa protein doc t6 diét con tring c6 ngudn gdc tir vi khudn Bt. Viéc
st dung cay trong Bt trong ndng nghiép mang lai nhiéu loi ich, bao gém viéc kiém
soat con trung gay hai hi€éu qua hon, gidm thiéu st dung thudc trir sdu héa hoc, tao
diéu kién va duy tri quan thé thién dich trong cac khu vuc canh tic va cho phép thuc
hanh néng nghiép bén vitng hon [23]. Nhitng nghién ctru dau tién vé chuyén gen
cry ¢6 ngudn gdc tir B vao cdy trong duoc cic nha khoa hoc thuc hién vao giira
nhimg nam 1980, va dén nhitng ndm 1990, khoai tiy, ngd va bong chuyén gen Bt di
dugc phé duyét thuong mai héa. Vi dau twong, mac du hién nay dién tich canh tac
cac gibng dau twong bién ddi gen ludn chiém vi tri cao so véi cic ciy nong nghiép
khac nhung lai chua c6 nhiéu giéng chuyén gen Bt khang sdu ma tap trung chu yéu
vao tinh trang khang thudc diét c6. Ngoai ra, co rét it cong bd trong va ngoai nudc
lién quan dén nghién ciru phat trién dau twong chuyén gen Bt c¢6 kha ning khang sau
duc qua E. zinckenella Trietsche. Gan day, Pham Lé Bich Héng va cong su thude
Vién nghién ctru H¢ gen, Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam da chirng minh sy

phdi hop hai protein doc t6 ma hoa bai hai gen crylda4 va crylla34 phan lap tir



12

mot chung Bt ban dia c6 thé diét hiéu qua loai E. zinckenella Trietsche [24]. Két qua
nghién ctru cho thay tiém ning tng dung cua hai protein doc té ndy trong viéc phat
trién thudc trir sdu sinh hoc ciing nhu cay trong chuyén gen Bt c6 kha ning khang E.

Zinckenella.
1.2. Protein djc to diét con tring c6 ngudn goc tir Bacillus thuringiensis
1.2.1. Phdan logi va danh phap

B. thuringiensis (Bf) 1 vi khuan dat hinh que, gram dwong, ho hip hiéu khi
hodc ki khi khong bét budc, sinh bao tir, kich thudce té bao khoang 0,8-1,4 um x 2,5-
10 um, c6 phu tiém mao khong ddy, chuyén doéng dugc. Trong qua trinh sinh trudng
va phat trién, Bt c6 kha nang sinh ra cac loai protein doc td diét con trung. Chinh vi
diéu nay, vi khuén Bt thuong dugc coi la mam bénh co hoi d6i véi cac loai sdu bo.
Vié¢c san sinh ra cac protein ddc td diét con trung dugc cho 1a mang lai lgi thé vé
mat tién hoa, cho phép té bao vi khuan Bt c6 thé nay mam va sinh sdi nhanh chong
trong co thé vat chi bi xdm nhiém [25]. Nhan t6 doc luc quan trong nhat c6 kha
nang diét con trung ¢ cac chung Bt 1a cac protein ndi doc td 8-endotoxin. Cac doc to
nay duoc sinh ra trong sudt pha tinh trong vong doi sinh truéng cia Bt, phan 16n
chung tich tu trong té bao me va két cum lai tao thanh céac thé vui dang tinh thé ¢6
hinh dang khéng cb dinh ¢ thé 1a hinh 1ap phuong, hinh ludng thap hodc hinh ciu.
Céc tinh thé ndy c6 thé chiém t&i 20-30% khoi lwong kho cua té bao da bao tir hoa.
Khi & trong té bao sinh dudng thi bao tir va tinh thé thudng nam ké nhau, khi té bao
tan thi bao tr va tinh thé cung thoat ra ngoai (Hinh 1.2). Cac ndi doc té Bt co thé
duoc chia nho hon thanh 2 16p/ho 14 Cry (crystal protein - tinh thé doc) duogc ma
hoa bai cac gen cry va Cyt (cytolytic toxin - doc t6 phan giai té bao) do gen cyt ma
hoa [26]. Ngoai cac protein ndi doc to duoc sinh ra trong qua trinh bao tir hoa, trong
sudt pha sinh truong sinh dudng, vi khuan Bt con tong hop cac loai doc t6 khac
khong c6 cdu trac tinh thé nhung ciing c6 kha ning gay doc cho con tring 1a Vip
(vegetative insecticidal protein) va Sip (secreted insecticidal proteins). Cac doc td
nay sau do s& duoc tiét ra dudi dang protein hoa tan trong méi trudng nudi ciy [26],

[27].
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Trong giai doan dau khi cic gen md hoa protein tinh thé diét sau Bz bat dau
duoc phat hién, phan 1ap va nghién ctru, nim 1989, Hofte va Whiteley dd dé& xuét
khoa phan loai cac gen cry thanh 4 16p chinh dya trén sy khac nhau vé khdi luong
protein va pho tac dung voi con trung: (1) Gen cryl mi hod protein c6 khdi luong
phan tir 130-140 kDa gay doc d6i voi con trung bd canh vay; (2) Gen cryll ma hoa
tien doc td co khoi lugng phan tor 69-71 kDa c6 hoat luc véi u trung cua bd canh
vay (Cry2B) va bg hai canh (Cry2A); (3) Gen crylll ma hoa protein 73-74 kDa diét
con trang canh cung; (4) Gen crylV ma hoa protein c¢6 khéi lugng phan tir 135, 128,
74 va 72 kDa diét 4u trung thudc b hai canh [28].

Hinh 1.2. Anh chyp SEM céc tinh thé protein (hinh ludng thap) cing cac bao ti tir
chung Bt LIPMKA. [29]

Maic du kha hitu ich trong viéc phan loai mot cach c6 hé théng cac protein
tinh thé doc da duoc dat tén tuy ti€n trudc day, khoéa phan loai cia Hofte va
Whiteley van ton tai nhiéu han ché. Mot trong s6 do 1a viée cac protein c¢o trinh ty
tuong dong thuong cé tinh dic hiéu diét con trung khac nhau, doi hoi chung phai
duoc xép vao cac nhém phan loai chinh khiac nhau. Mot han ché 16n khac 1a can
phai thuc hién toan dién cac thtr nghiém sinh hoc trudc khi mudn phan loai mot
protein [27]. Dé giai quyét nhimg han ché trén, dua trén khoa phan loai cua Hofte
va Whiteley, ndm 1998, Crikmore va cong sy da 1ap mot Hoi déng danh phap cac

doc td6 c6 ngudn goc tur Bt va dua ra mot khoa phan loai madi hoan thi¢n hon dya
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trén do tuong déng vé trinh tu axit amin cua cac protein doc td dé tién cho viéc bd
sung nhitng doc t& Bt méi dugc phat hién. Trong danh phap ndy, tén protein doc td
s& duoc bat dau bang chir viét tat cho ho doc té (Cry/Cyt/Vip/Sip), theo sau 1a 4 ki
tu dai dién cho 4 bac phan cép: s6 dém (1,2,3...), chir in hoa (A, B, C...), chir
thuong (a, b, c...) va sé dém (1, 2, 3...) (Hinh 1.3). Theo d0, cac doc té c6 trinh tu
amino axit trong dong dudi 45% s& khac nhau ¢ bac 1 (Vi du: Cryl, Cry2, Cry3),
trong khi do, cac protein c¢6 do trong dong vé trinh ty nam trong khoang 45-78% s&
khac nhau ¢ bac 2 (Vi du: CrylA, CrylB). Bac 3 (Vi du: CrylAb, CrylAc) gitp
phan biét cac doc td co do tuong ddng tir 78%-95%, va bac 4 (Vi du: CrylAcl,
CrylAc3) dé phan biét cac doc t ¢ trinh ty amino axit giong nhau trén 95% [30].
Khoa dinh danh 4 bac nay da thé hién tinh wu viét va duogc st dung lam quy chuan
cho dén nay dé dat tén mot protein doc té Bf méi. Tinh dén nay, cac nghién ctru da
phat hién va dinh danh dugc khoang hon 700 loai doc td Cry dugc phan thanh 78 ho
(Cryl-Cry78) va 40 loai doc t&6 Cyt thuoc 3 nhém Cytl-Cyt3
(www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/index.html). Dbi v6i cac doc td
pha sinh dudng, 15 protein Vipl, 20 protein Vip2, 111 protein Vip3 va 5 protein
Vip4 di dugc cong bd va dit tén [26].

Vip3Aa7

Pdc td diét con trung l

Cap 1 (45%)

Cap 11 (78%)

Cap 111 (95%)
Cap IV (> 95%)

Hinh 1.3. So db khai quat vé hé thong danh phap 4 bac dé dinh danh cac noi doc t6

(Cry va Cyt) va cac doc t6 dang tiét (Vip va Sip). [26]

Tuy thuan tién trong viéc dinh danh mot lugng 16n cac doc td Bt dd va mai
dugc phat hién qua cac nghién cru, ngudi ta nhan thiy van c6 diém bat cap véi
cach phan loai nay. Vi dy, mét sb protein c6 do tuong déng vé trinh tu axit amin rat

thip van duoc xép vao ho doc tb Cry nhu Cry6, Cryl5 va Cry22. Khi ngay cang
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nhiéu céac protein “ngoai lai” nay dugc phat hién va mo ta, ching dugc xac dinh Ia
thanh vién thudc cac nhom ho protein (Pfam) khac nhau (Vi du: nhom ho protein
Bin-like/ Toxin_10-like hodc nhom ho protein ETX/Mtx2-like 1a nhitng protein c6
lién quan dén cac doc td kép — binary toxin (Bin) hodc cac doc td diét du tring mudi
- mosquitocidal toxin (Mtx) sinh ra bai vi khuan Lysinibacillus sphaericus) mic du
déu dang duoc goi 1a doc t6 Cry. Su gia ting ctia cac dy an giai trinh ty hé gen cuing
nhirng tién bd trong nghién ctru cAu trac protein di cho thdy mot thuc té 1a c6 rat
nhiéu loai protein diét con tring c6 ngudn goc tir vi khuan va hé théng danh phép
hién tai khong thé hién duogc su da dang cua ching. Ly do nay dan t6i nhu cau vé
mot hé thong phan loai phan anh t6t hon su khac biét vé cau tric giita cac loai doc
t6 c6 ngudn gdce tir vi khudn di duoc dit ra. Trong cong bd méi nhat vao nam 2020,
Ho6i ddéng danh phap cac doc tb c6 ngudn gbc tir Bt (nay 13 Bacterial Pesticidal
Protein Resource Center — https://www.bpprc.org/) dd xay dung nén méng ctia mot
hé thong phén loai gdm 16 16p dua trén co s& ciu trac clia cac protein doc to (Bang
1.1) [31]. Protein thudc mdi 16p phan loai trong hé thong nay déu c6 dang ciu tric
dién hinh riéng biét dic trung cho 16p d6 (Vi du: protein doc td cd ciu tric gdbm 3
ving chirc nang, protein trong cau triic ¢6 mang ving chirc nang Toxin 10/Bin-like,
ETX/Mtx2-like...). Danh phap méi duoc hoi ddong dé xuit trong béo cdo nay bao
gom: 3 chir cai ki hiéu ciia 16p doc t6 theo sau 1a 4 bac phén loai duoc biéu thi bang

ki tu chir va so.

Bing 1.1. Cic nhoém phan loai trong hé thdng danh phép cac protein doc td diét con

tring da stra doi. [31]

Lép déc td Phan Cac vung
STT | diét con . ~ | chirc nang Mo ta
\ loai cii . R
trung ‘ bao thu
pfam03945, | Céac protein tinh thé phén lap tir Bf ma
1 |Cry Cry pfam00555, | cau tric dang hoat héa gdm 3 ving
cd04085 chtrc nang. Vi du: CrylAa, Cry3Aa
Céc doc td phan giai té bao, cau tric
2 | Cyt Cyt pfam01338 | thuong gdm 1 ving chirc ning don. Vi
du: Cyt2Aa
Céc protein c6 cau truc da vung chirc
3 | Vip Vip3 pgam(lég?g, nang, ban dau dugc xac dinh 1a cac
plam protein pha sinh dudng c6 hoat tinh
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diét con trung. Vi du: Vip3Bc

Cry,

Céc protein di¢t sau c6 chira vung

4 | Tpp Bin pfam05431 | chitc nang Toxin_10 (Bin-like). Vi du:
Tpp35Aa (tén cii la Cry35Aa)
Cry, Céc protein di¢t sau thudc ho protein
5 | Mpp Mtx2, |pfam03318 | ETX/Mtx2. Vi du: Mpp5S1Aa (tén cii 1a
Sip Cry51Aa)
Céc doc to di¢t sau giong Aegerolysin.
6| Gpp Cry | pfam06335 1 oy 4" Gon34Aa (tén cii 1a Cry34Aa)
Cry, Céc protein diét sdu ma cau trac chit
Pax, XA , < ,
7 | App Xax, yéu gom caic Xczar} alpha. Vi du:
Vax App6Aa (tén cii 1a Cry6Aa)
8 | Spp pfam01289, | Céc protein diét sau giéng
pfam17440 | sphaericolysin
Céc protein lién quan dén doc to diét
9 | Mcf pfam12920 | sau buém dugc mo ta ban dau tir truc
khuan phat quang Photorhabdus
Céc protein lién quan dén doc té Mtx1
10 | Mtx Mtx1 (2VSE) phan lap duoc tir vi khuan
Lysinibacillus sphaericus
Céc protein lién quan dén thanh phan
11 | Vpa Vip2 cd00233 hoat tinh ADP-ribosyltransferase cua
cac doc td kép
pfam07691,
12 | Vpb Vipl, | pfam03495, | Cac protein lién quan dén thanh phan
Vip4 pfam17475, | gan cta cac doc to kép
pfam17476
Céc protein gidng v6i thanh phan doc
13 | Pra PirA td A diét con trung cua truc khuén
Photorhabdus
Céc protein gidng vai thanh phan doc
14 | Prb PirB pfam03945 | t& B diét con trung cua tryc khuan
Photorhabdus
PluMA Cac doc to diét sau thudc siéu ho
15 | Mpf CPF pfam01823 | protein tao 16 mang hodc phirc hé tin
GNIP cong mang
Protein diét sau hién chua mo ta duoc
16 | Xpp

cac dac diém cau truc

Bang 1.1 1a danh sach 16 16p doc t6 bude dau duoc xac dinh trong hé thong

phan loai méi. Ba 16p trong s6 ndy (Cry, Cyt va Vip3), danh phap cta cac doc t6 Bt




17

khong thay doi so voi tén goi cii. Tuy nhién, 16p doc t6 Cry trong hé thong phan loai
m&i nay chi bao gdm cac protein c6 ciu trac 3 ving chirc ning. Cac 16p doc t6 con
lai dai dién cho cac protein truée ddy duge goi 1a doc té Cry nhung khong ¢ ciu
tric 3 ving chic ning dién hinh va cac doc td diét con trung méi c6 ngudn gdc tir
vi khuan khac khong phai Br. Cac 16p nay duoc phén ra dya trén cac vang chirc
ning Pfam, cac dang cau triic da biét va cac thong tin ¢ san khac. Ki hiéu tén 16p 3
chit cai duoc lua chon dé phan anh loai protein ddc td diét con trung ma chang dai
dién (Vi du Mpp: 16p doc t6 c6 chira viung chirc ning Mtx2-like, Tpp: 16p doc tb co
chtra vung chirc nang Toxin 10-like). Truong hop cac protein chua c6 du thong tin
dé phan b6 chung vao mot 16p cu thé thi s& dugc xép vao 1 16p tam thoi 1a Xpp
[31].

1.2.2. Hoat tinh va phé diét con tring

Céc protein tinh thé, duoc biét dén rong rai nhét 1a cac 8-endotoxin duogc
hinh thanh dudéi dang thé vui dang tinh thé canh trong qua trinh phat sinh bao tir cia
Bt, bao gom ca doc td Cry va Cyt. Nhu da dé cap & trén, doc t6 tinh thé Cry co thé
duoc chia thanh nhiéu nhém dya trén ciu tric phan tir cua chung. Nhom 16n nhét
duogc biét dén rong rii bao gdm cac protein Cry c¢é cau trac 3 vung chirc ning. Cac
doc t6 Cry khac thudc cac ho protein khac nhau nhu ho protein ETX MTX2, cac
doc t6 kép Bin... V& pho hoat tinh, cac nghién ciru da ghi nhan mot cach 16 rang
doc td Cry c06 kha ndng gay doc cho con trung thudc bd canh vay, by canh clrng, bod
canh ntra, bg hai canh, dong vat khong xuong thudc nganh giun tron (b¢ giun tron
Rhabditida ky sinh & ngudi va dong vat hodc séng tu do) va mot sd loai dc [32],
[33], [34], [35]. Mot s6 protein Cry dugc ching minh khong gy doc cho dong vat
khong xuong sdng nhung c6 kha ning giét cac dong té bao ung thu ¢ ngudi mot
cach manh m€ va dac hiéu (khi dugc hoat hda béi cac protease) (Hinh 1.4). Mot $6
protein ndy thuéc nhom doc tb Cry cé ciu trac 3 ving chirc ning (Cry31, Cry4l,
Cry63), sb khac thudc ho protein ETX-MTX2 (Cry45, Cry46, Cry64) [36]. Do sb
lwong cac doc t loai ndy duoc phat hién ngdy cang nhiéu va hoat tinh gay doc té
bao dang ké nén vao nim 2006 nguoi ta da dua ra thuat ngir riéng 14 “parasporin”

dé chi cac protein tinh thé hinh thanh xung quanh bao tir & vi khuan Bf va cac vi
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khudn khac ma khong giy doc cho con trung nhung c6 kha nang diét té bao ung thu

[37].

Poc to Cyt ciing hinh thanh thé vii nhu doc t6 Cry, nhung tinh twong dong
vé trinh tu axit amin gitra doc t6 Cyt va doc t6 Cry hau nhu khong dang ké. Poc o
Cyt dau tién duoc Waalwijk phat hién 1a CytlAal vao nim 1985. Hién nay ngudi ta
da phat hi¢n dugc hon 40 doc td Cyt thudc 3 nhom 1a Cytl, Cyt2 va Cyt3, cac doc
t6 nay co khoi lugng 25-30 kDa. Cac doc té Cyt duoc phat hién chu yéu thude cac

Cry1A-C; Cry2A
Cry4A-B; Cry10
Cry11A-B; Cry16A
Cry19A-B; Cry20A

CrylA-K; Cry2A =1 Cry24C; Cry27A
Cry78; Cry8D Cry328-D; Cry39A

Cry9A-CE; Cry15A CryddA; Cryd7A

Cry22A; Cry32A Cry48A; Cry49A

CryS1A Cyt1A-8; Cyt2A-8

Cry1B, I; Cry3A-C; Cry7A
Cry8A-G; Cry90; Cry14A
Cry18A; Cry22A-B; Cry23A
Cry34A-B; Cry35A-B; Cry36A
Cry37A; Cry43A-B; Cry55A
Cyt1A; Cyr2C

B6 Canh vay BO Hai canh

B6 Canh cirng

CrysA-8;Cry6A B s
Cry12A;Cry13A Cry42A
Cryl4A; Cry21A Cry4sA

Cry55A Cry46A

BO Giun tron

Cry2A
Cryni;
Cry11A Cry3A
%cwsa
Cry22A

BO Canh nira

Té bao ung
thu nguoi

—cryrab

Lé'p Chan bung
B6 Canh mang

Hinh 1.4. Pho vat chu cia cac nodi doc t6 dang tinh thé 8-endotoxin c6 ngudn gdc tir

Bt. [27]

phan loai B. thuringiensis israelensis, morrisoni, medellin, neolonensis,
kyushuensis, damstradiensis, fuokukaensis, tenebrionis. Poc t Cyt tao thanh mdt
nhom nho céc protein dang tinh thé riéng biét véi hoat tinh diét mat s6 loai 4u trung
bo hai canh, dic biét 1a mudi va rudi den [38], [39], [40]. Tuy nhién mét sé chung
thudc nhiéu phén loai Bt nhu Bt morrisoni ¢ mang cc gen cyt cd hoat tinh gay doc

cho mdt dai réng con trung bao gom B hai canh, B canh vay va B canh cung
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[41] (Hinh 1.4). Mot diém dic biét khac cua cac protein Cyt 1a kha nang hiép luc
v6i cac doc t6 Bt khac bao gébm Cry va Vip3 trong hoat dong diét sau, dong thoi
lam gidam muc d¢ khang ctia mot s6 loai con trung dbi véi mot vai doc to Cry [42],
[43]. Vi du: CytlAa c6 thé ngin chin kha ning khang lai doc t6 CryllAa ¢ 4u
tring quan thé mudi Culex quinquefasciatus trong phong thi nghiém. Su lién két
doc t6 Cryl1Aa véi CytlAa tao diéu kién thuan loi cho ca qua trinh oligome héa
doc tb Cryl1Aa 1an viéc hinh thanh 16 mang, va day duoc dé xuét 1a co ché cua su
hop luc [42]. Ngoai ra, cac doc té Cytl Ab va Cyt2Ba sinh ra boi Bt medellin va Bt
israelensis giup ting cudng hoat tinh diét 4u trang mudi Aedes aegypti va C.
quinquefasciatus cua L. sphaericus [44].

Céc protein Vip phan bd rong rai gitra cic loai Bacillus. Cac protein nay
khong dugc sinh ra ¢ dang thé vui tinh thé ma dugc tiét vao moi trudong nuodi céiy
trong giai doan phat trién sinh dudng ciia vi khuan. Giong nhu cac doc to Bt khac,
thé nguyén ban cia céc protein Vip cling la dang bét hoat, chung chi dugc hoat hoa
sau khi duoc tiét ra & mang té bao rudt giira ctia con tring thong qua hoat dong cua
cac enzyme. Hién tai, Ho1 déng Danh phap doc td Br d3 xac dinh va phan loai cac
protein Vip thanh bon ho khac nhau 1a Vip1, Vip2, Vip3 va mot ho protein Vip méi
1a Vip4. Protein Vipl va Vip2 tao thanh mot doc t6 kép co hoat tinh cao trong diét
mot s6 con trung hai thudc bd Canh cling va loai con trung chich hut nhya cay
Aphis gossypii thudc bd Canh ntra. Trai lai, protein Vip3 1a cac doc té don chudi
(khong phai doc t6 kép) co hoat tinh diét phd rong nhiéu con triung thudc bo Canh
vay. Pic biét Vip3 duogc chimg minh c6 kha ning gay doc cho mot s6 loai con tring
it man cam véi cac protetin CrylA (Vi du: Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua va S.
frugiperda). Riéng phan ho Vip4 dén nay vin chua duoc xac dinh 1& phd vat chi

[26], [27].
1.2.3. Céu triic protein Cry

Trong s6 cac protein diét con tring c6 ngudn goc tir Bt, doc to Cry cb cu
trac 3 ving chirc niang 13 nhom doc t6 quan trong nhat, dwoc phat hién sém va
nghién ciru chi tiét nhat. Nhiing tién bo k¥ thuat trong sinh hoc phan tir, tinh thé hoc
tia X va cong hudng tir hat nhan (NMR) da tao ra mot cude cach mang trong nghién

clru cau trac protein & cap do phan tir giup lam sang té cac chirc nang cua chung.
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Céu tric cta protein tinh thé da dugc lam sang t6 nhd ky thuat nghién ctru tinh thé
bang tia X v6i nhitng nghién ctru dau tién vé cau triic Cry3A va CrylAa, sau d6 duoc
m¢& rong cho céac doc td khac. Protein tinh thé doc tb thuong tdn tai & dang tién doc
td va c6 cAu tric dic thi. Pac diém dién hinh trong cAu tric cua protein tinh thé doc
1a c¢6 cac ving bao tha nim xen k& cac ving bién ddi. Cac ving bao thu nay dong
vai tro quan trong vé mat cau trac va chic nang. Cau trac chung cta protein tinh thé

doc té Cry gdbm 3 ving (Domain) riéng biét [45], [46] (Hinh 1.5).

Vung |
(Domain 1)

Hinh 1.5. M6 hinh céu trac khong gian ba chiéu cta protein doc t6 CrylA.
[37]

Tht tu cac ving duoc tinh tir ddu N dén dau C cua chudi polypeptid. Vung 1,
hay vung tao 19, nam & dau N c6 d6 bao thu cao, duge tao thanh boi 1 bo gém 7
chudi xodn a dbi song song (o antiparallel) trong d6 chudi sé 5 dugc bao boc bdi
céc chudi con lai. Trong qua trinh hoat hoa cia tat ca cac doc té Cry co ciu trac 3
vung chirc ning thi ving I s& chiu sy phan cit bdi cac protease va dugc cho 13 co
vai trd chén vao mang va tao 16 mang [37], [47]. Vung II (con goi 1a ving trung tAm
hay ving gitta) 1a ving siéu bién bao gdm 3 tim P d6i song song tao thanh mot

dang hinh hoc topo dién hinh goi la “Greek key”, kiéu sip xép nay ciing duoc goi 1a
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cudn lang kinh B (B prism fold). Vung II dugc cho la dong vai tro quan trong trong
trong tac doc td - thy thé [37], [48]. Cudi cung, ving III (con goi 1a vung gin
galactose) nim ¢ dau C, c¢6 tinh bao thu khéng hoan toan, gdm cac tim B ddi song
song tao thanh mot kep B (B sandwich) ma hinh hoc topo goi 1a “jelly roll”. V& churc

nang, ving nay lién quan dén viéc gan thy thé va hinh thanh 16 mang [37].

Domain IV

LGi doctd __|
(domain I-111)
Domain Vil

Domain | Domain Il ’ Domain lll
Cry1A |1]| |2 3
Tién ddc t6 ~ 130 kDa
Trypsin|
Domain | Domain Il Domain lil 4

:',,t"-'
102 JI 3 Al
&

S Poctd da dwoc
Pocto ~ 60 kDa hoat héa

Hinh 1.6. Sy thay d6i ciu tric khong gian 3 chiéu trong qua trinh phéan cat hoat hoa
tién doc to CrylAc [27]

(Phan 13i doc bao gff)m 3 vung chure nang I, 11 va 111 (phan duoc dong khung). 5 hop
mau xanh 14 cdy biéu thi 5 ving trinh ty axit amin bao thi nam trong 16i doc t6
dugc mo ta boi Hofte va Whiteley, 3 hop mau dé biéu thi 3 ving trinh ty nim ngoai
phén 161 doc dugc phat hién bdi Schnef va cong su)

Céc nghién ctru vé cdu tric cua tién doc té CrylAc cho thiy phan 16i doc t6
cudn gap lai thanh 3 vung trong khi phidn mé rong (pro-region) tao thanh thém 4

ving chtrc ning nita. Ving IV va ving VI ¢6 dang xodn o trong khi ving V va VII
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c6 cau tric cudn xoan B. Trong cdu truc tao tinh thé, vung 15i doc ciia mot phan tir
doc t6 nay duoc ning d& boi ving mé rong cia mot phan tir khac. Thanh phén axit
amin ¢ ving m& rong nay rat giau cysteine gitp tao cac cau ndi disulphide lién phan
tir, hinh thanh cdu trac thé vui dang tinh thé. Tuy nhién, cac lién két disulphide lién
phan tir nay kém bén hon dang lién két ndi phén tir, va dic biét kém bén trong diéu
kién axit hodc bazo. Diéu nay giai thich cho viéc cac tinh thé protein doc Bt sé& bi
hoa tan trong moi trudng & rudt con trung [27].

Két qua so sanh nhiéu trinh tu cua cac doc t6 Cry khac nhau cho thiy c6
nhiéu nhit 5 khdi trinh ty bao tha ndm trong phan 1561 doc ¢ hoat tinh (3 ving chirc
nang I, 11 va III) cia cac tién doc td va thém 3 ving axit amin bao thii ndm ngoai
phan 16i doc vé phia tan cing dau C cua protein tién doc t6 [49]. Phan 15i doc cua
cac tién doc t6 s& duoc giai phong nho su phan cit ciia cac protease trong rudt con
trung tao thanh doc tb dang hoat dong, duoc goi la qua trinh hoat hoa protein (Hinh
1.6). Mot sé it tién doc 6 (Vi du: Cry3 va Cryl1) ciu trac khong c6 ving dau C mé

rong nay, do vy chung c6 kich thudc ngan hon, xap xi 70 kDa
1.2.4. Co ché diét con tring

Trong sd cac protein tinh thé Cry da dugc phat hién va cong bd, doc t6 Cry
c¢6 cdu trac 3 ving chirc ning (3d-Cry) chiém phan 16n va duoc nghién ciru, mo ta
sau rong nhét. Céc tién doc td 3d-Cry dugc san sinh ra c6 2 dang: tién doc td 1on ¢o
khéi lwong phan tir khoang 130 kDa (nhu CrylAa) va tién doc t6 ngin trong
khoang 65-70 kDa (nhu Cryl1Aa). Khi vao rudt giita ctia con tring, tién doc td 16n
s& duoc xir Iy & ca dau C va dau N boi cac protease, trong khi cac tién doc t6 ngan
chi bi phan cit & dau N. O ca hai trudng hop, két qua xir Iy cua protease déu tao ra
doc td Cry dang hoat hoa (con goi 14 16i khang protease) van giit nguyén cau trac 3
ving chire ning voi kich thude xap xi 60-79 kDa. Pay chinh 1a phan doan chiu
trach nhiém gy doc cho 4u triung con trung. Tuy nhién, qué trinh hoat hoa dién ra
khong chinh xac hodc doc td bi phan hay boi cac protease khac s& lam giam doc
tinh ctia cac protein Cry [50].

Mic du co ché diét con trung cua cac doc td Cry d3a duoc nghién ctru rong 1ii, van
cOn ton tai nhiéu tranh céi. Co ché diét du trung con trung cua cac doc td Cry duoc

chip nhan rong rai nhét cho tdi nay 1a mé hinh tao 156 mang duoc tom luoc trong
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hinh 1.7. Mot khi 4u tring dn phai tinh thé doc td, nhiing tinh thé nay hoa tan &
d6 pH cuc cao va bj phan giai bai cac protease trong rudt gitta au triung tao thanh
doc td dang hoat hoa khoang 60-70 kDa. Ddc td da dugc kich hoat vuot qua phtc
mac tiép xuc voi cac vi nhung mao ¢ rudt gitra, nhan dién va lién két véi cac thu thé
trén mang dé hinh thanh 16 mang; do do, tinh dic hiéu 1a rit quan trong ddi véi doc

tinh cua cac protein Cry [39].

Sy, e CON tring dich
/ \\ . Biéumb rudt giira
0 R 9 Bao t& B. thuringiesis

I N A I Tinh thé doc Bt

"ij-% Ddc td Cry dwoce hoa tan

¢ # DPdctd Cry dwoc hoat hoa
p ALP
2% B o, -
A ¥ TR Wl BI-R1 W apn
e
 oTe ~ | Phan cét chudi xodn al

" Cau tric tién 16 dang oligomer

? Tao 16 mang

ey

>

Con trung chét

Hinh 1.7. Co ché hoat dong cua doc td Cry theo mé hinh tao 16 mang. [50]
(Khi u trung an doc td, cac tinh thé tién doc t6 dugc hoa tan va phan cit trong moi
truong rudt gitra. Bdc td Cry nhan dién cac thu thé trén mang nhu APN, ALP va
EC12/BT-R1. Pdc t6 Cry bi phan cit chudi xoan al, din dén hinh thanh ciu trac
oligomer tién 13. Sau d6, ciu trac oligomer dugc chén vao mang té bao tao ra 16 ro
ion din dén mét can bang tham thau, ly giai té bao va con tring bi chét. A, Sy hoa

tan. B, Hoat hoa bang cach phan giai protein. C, Nhan dién thu thé trén mang.)
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Trong mo hinh tao 16 mang, Vung II duoc cho 1a dong vai tro chinh trong
qua trinh nhan dién va lién két thy thé, trong khi ¢6 ving I c6 nhiém vu chén vao
mang va hinh thanh 16 mang. Cu thé, cac vong (loop) c6 tinh bién d6i cao 16 ra ¢
vung II tham gia vao viéc lién két véi cac thy thé thong qua 2 bude: (i) nhan biét
cac thu thé aminopeptidase N (APN) va alkaline phosphatase (ALP) va su hinh
thanh lién két yéu voi doc to Cry, tao ra mot phan tmg thuan nghich [27], [51]. (ii)
Nhén dién ving ngoai bao (ectodomain) gdm 12 axit amin (EC12) cua thu thé
cadherin (BT-R1) va hinh thanh mot lién két khong dao nghich (Kd 19 nM). Cac
motif trinh tu bao thu gan cac ddu N va C ciia ving ngoai bao ndy dugc chimg minh
1a rat quan trong cho viéc lién két voi doc t6 trong té bao con trung [51].

Su twong tac gitra doc td Cry va thy thé BT-R1 tao diéu kién thuan loi cho sy
phan cit chudi xoan ol nim & tin cing dau N cta ving I, dan dén kich hoat qua
trinh oligomer héa hinh thanh céu trac oligomer tién 16 (pre-pore oligomer
structure) co i luc rat cao voi cac thu thé mang APN va ALP [52], [53], [54]. C4u
trac oligomer sau d6 chén vao mang té bao tao ra mot 16 ro ion dan dén tinh trang
mat can bang tham thau, ly giai t& bao rudt va con tring bi chét [45].

Trong qué trinh nhan dién va gin két thy thé, vang III dong vai trd quan
trong trong viéc 6n dinh doc td. Vung nay lién két véi N-acetylgalactosamine
(GalNAc) trong thu thé APN [55], [56]. Ngoai cac thu thé néu trén, mot s6 kénh
protein van chuyén can ATP (ATP-binding cassette transporters- ABC proteins),
dac biét la ABCC2- mgt thanh vién thude phan ho C, cling dugc chirng minh c6 lién
quan dén doc tinh cua doc t6 Cry. Cac bao céo cho thdy nhitng protein nay cé thé
gitip doc t6 CrylA lién két véi cac thy thé va chén ciu trac oligomer vao mang té
bao [57].

1.3. Mot s6 thanh tuu vé tao cAy ddu twong chuyén gen khang siu
1.3.1. Tinh hinh nghién ciru va lwu hanh cdc giong diu twong bién doi gen
khdng sdu hai trén thé giGi

Viéc tmg dung cong nghé sinh hoc dé tao ra cdy trong bién ddi gen, mang
gen khang con tring c6 ngudn gbc tir Bt gop phan tang ning suat, han ché viéc st
dung thudc trir sdu hoa hoc, tao diéu kién canh tac an toan bén vitng. Nhirng thap ky

dau tién cua cong nghé tao cay trong bién doi gen da khang dinh hi¢u qua va sy can
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thiét cia cong nghé d6i véi an ninh lwong thuc va bao vé moi truong. Trong sb cac
cay tréng bién doi gen, dau tuong luon chiém vi tri cao nhit vé dién tich canh tac,
vGi 50% tong dién tich cdy trong bién doi gen toan cau vao nam 2017 [58]. Mic du
viy, cac gidng dau twong bién doi gen c6 kha niang khang sdu chua nhiéu ma tip
trung chil yéu vao tinh trang khang thudc diét co. Thuc té cho thiy trong 94,1 triéu
ha tréng dau tuong bién doi gen, c6 69,7 triéu ha tré)ng dau tuong c6 kha nang
khang thudc diét co va chi c6 24,4 triéu ha danh cho dau twong c6 tinh trang két hop
khang sau va khang thudc diét co [59]. Pdu twong c6 tinh trang két hop nay da
dugc trién khai thanh cong & Argentina, Paraguay va Uruguay. O Brazil, tir nim
2013 dén 2017, chinh phil da phé duyét 11 gidng dau twong bién doi gen duoc phép
str dung cho thuc pham, thtrc an chin nudi va canh tic, trong d6 c6 2 gidng mang
tinh trang khang sdu (bd Céanh vay) két hop vé6i tinh khang thudc diét co
(glyphosate) [58].

Cho dén nay, hau hét cac giébng dau trong khang sdu trén thé gisi duoc tao
ra thong qua con dudng chuyén gen. Vé dau twong chuyén gen khang siu, hién nay
chi c6 hai cong ty san xuét gidng cdy trong bién d6i gen 1a Monsanto va Dow
AgroSciences tao ra gidng dau tuong co tinh khang sau dic hiéu duoc phép canh tac
trén thé gigi (Bang 1.2). Cho téi nay, cdc gen mi hoa doc tb CrylAc, CrylF,
CrylA105 va Cry2Ab2 di duoc nghién ciru chuyén vao diu twong. Monsanto di
phat trién giéng dau twong bién doi gen MONS87701 (biéu hién CrylAc, c6 ngudn
gbc tir ching B. thuringiensis kurstaki HD73) duoc cip phép luu hanh thuong mai
lan dau ¢ Brazil trong mua vu 2013-2014. Gidng dau tuong nay cho thay kha ning
khang dang ké v6i sau budém H. armigera trong sudt ca mua sinh truéng khi duoc
canh tac lan dau tién. Au tring H. armigera c6 ty 1& song tir 5,4% dén 24,4%, thap
hon dang ké so véi nhom d6i chimg an 14 cay khong chuyén gen Bt (71-94,9%).
Ngoai ra, gidng nay ciing lam giam ti 1& séng sot, khéi luong cua au tring siu keo
va kha ning sinh san cua loai buém dém Spodoptera litura [60]. Bang phuong phap
lai tao, Monsanto tiép tuc phat trién gidng dau twong chuyén gen Bt c6 tén thuong
mai Intacta™ Roundup Ready™ 2 Pro, 1a su két hop hai gidng dau twong chuyén
gen MONS87701 va MONS89788 (mang gen khang thudc diét co 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase- EPSPS, c¢6 ngudn gbc tir vi khuin
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Agrobacterium spp.). Gidng nay c6 kha niang khang lai mot s6 loai sau hai thudc bo
Canh vay nhu buém nhung Anticarsia gemmatalis Hibner va Chrysodeixis
includens Walker [61], [62]. Gan ddy, giéng dau twong chuyén gen MON87751
mang hai gen Bt giong nhu ngd chuyén gen khang sau MON89034 1a gen tai to
hop crvIA4.105 va gen cry2Ab2 gitup cdy khang lai mot sd loai con trung Canh vay,

dugc cap phép luu hanh vao nam 2016.

Bing 1.2. Cac gidng dau tuong chuyén gen khang sau di thuong mai hoa [63]

Sw kién
ST | chuyén gen Gen A .
T | dautwong | chuyén Nguon gen Chure nang
khang sau
crylAc B. t}{unngienszs subsp. kurstaki Khang con tring
strain HD73 b5 Canh va
1 DAS81419 crylF | B. thuringiensis var. aizawai i Y
Streptomyces Khang thuoc diét
pat o X
viridochromogenes co
erylAc B. tﬁunngenszs subsp. kurstaki Khéng con tring
strain HD73 = ,
1F | B thurineiensi . ; bd Canh vay
DAS81419 cry . uringiensis var. aizawai
) X pat S?r‘eptomyces
DAS44406 viridochromogenes Khang thudc diét
add-12 | Delftia acidovorans cod
2mepsps | Zea mays
B. thuringiensis subsp. kurstaki Khang con trung
3 | MONS7701 | crylde strain HD73 bo Cénh vay
MON87701 B. thuringiensis subsp. kurstaki Khang con trung
4 * cryldc strain HD73 bo Canh va
MON89788 - Y
cpd epsps Agrobacterium Khang thuoc diét
P epsp tumefaciens strain CP4 co
5 | MON87751 crylA.105 | B. thurmglens.ls subsp. Kheing con tl:ung
cry24b2 | kumamotoensis bd Canh vay
crylA.105 | B. thuringiensis subsp.
MON;37751 cry2A4b2 /;umamotoenszs Khéng con tring
: bd Canh va
MONS87701 | cryldAc | thuringiensis subsp. kurstaki ' Y
6 X strain HD73
MONS87708 dmo Stenotrophomonas
X maltophilia strain DI-6 Khang thuoc diét
MONR9788 cnd ensps Agrobacterium co
p7 epp tumefaciens strain CP4
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Tiép ndi su phat trién cta ba gidng dau twong trén, Céng ty Monsanto di tao
chon tao ra giong MON 87751 x MON 87701x MON 87708x MON 89788 mang
tit ca cac gen Bf cla cac gidng dau twong thanh phan, va duoc 2 qudc gia 1a Dai
Loan va Han Qudc cho phép canh tic [64]. Tuong tu, gidng ddu twong bién doi
gen DAS81419 va DAS81419 x DAS44406 da duoc cong ty Dow AgroSciences
phap trién st dung phuong phap chuyén gen thong qua vi khuan Agrobacterium dé
biéu hién cac protein CrylAc, CrylF va phosphinothricin acetyltransferase (PAT)
c6 ngudn gbc tuong Gng tir B. thuringiensis subsp. kurstaki, B. thuringiensis subsp.
aizawai va Streptomyces viridochromogenes, giup bao vé cay khoi thiét hai do mdt
s6 loai sau bo Canh vay gy ra [65]. Bén canh d6, mot sé qubc gia phat trién ciing
day manh cac nghién ctru sir dung gen ma hoa doc té Bt méi dé chon tao gidng dau
tuong c6 kha nang khang nhiéu loai sdu khac nhau. Qin va dong tac gia (2019) da
tién hanh chuyén gen crv8 c6 ngudn goc tir ching Bt HBF-18 vao gidng ddu twong

Jinong 28 giup cdy khang dugc sdu non bg canh ciing Holotrichia parallela [66].
1.3.2. Nghién civu tao giong dau twong khdng sdu 6 Viét nam

Nghién ciru tao gidng cay trong bién do6i gen 1a linh vuc dugc quan tim &
Viét Nam. Vé mang tao giéng ciy trong khang siu bénh bang cong nghé gen, nhiéu
du an nghién ctru da dugc tién hanh va thu duoc nhirng thanh tyu nhét dinh trén mot
s6 loai cay hoa mau va luong thuc nhu khoai lang, ngd, bong va dau twong. Khoai
lang chuyén gen cry8Db trén gidng nén 1a khoai lang KBI1 cta Viét Nam c6 stc
chéng chju tot v&i bo ha da duoc tao thanh cong tai Vién Cong nghé Sinh hoc [67].
bé dbi pho voi sau hai bong va c¢d dai, Tap doan D¢t May Viét Nam, B Cong
Thuong d3 tién hanh nghién ctru va dwa ra 17 dong bong chuyén gen vip34 va bar
c6 kha nang khang sau va chiu thudc diét co c6 trién vong [68], [69], [70]. Ngb
chuyén gen khang siu ciing c6 budc dot pha véi thanh céng ciia Cong ty Syngenta
Viét Nam trong viéc tao ra 2 giéng ngd bién ddi gen NK66 BT va NK66 Bt/GT
mang gen cryldb khang sau dyc than trén gibng nén NK66
(https://www.syngenta.com.vn/thanh-tuu-cong-nghe). O Viét Nam, tir sau nim
2000, nghién ctru chuyén gen vao dau twong di duoc thuc hién thanh cong & nhiéu
trung tAm, vién nghién ctru, tuy nhién phan 16n déu tap trung vao cac gen lién quan

dén kha nang chiu han va khang thudc diét c¢6 [71], [72]. Vé dau twong chuyén gen
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Bt khang sau, du 4n “Tao dong dau tuong bién dbi gen khang sau va chiu han” va
“Nghién ctru tao gidng ddu twong bién d6i gen khang rudi duc than va sau duc qua”
duogc thyuc hién boi Vién laa Pong Bang Séng Ciru Long vao cac giai doan 2006-
2010 va 2011-2016, tap trung vao viéc chuyén cc gen cryldc, cry2Aa, cry4A va
vip34 vao gibng dau tuong nhap ndi Williams 82, Maverick va gibng dau tuong
Viét Nam MTP176 [73], [74]. Gan day nhét, tir 2017-2020, PGS. TS Nguyén Vin
DPodng, Vién Di truyén Nong nghiép di chu tri nhiém vu “Phan 1ap thiét ké gen
khang siu tao gidng dau twong bién d6i gen”. Két qua dé tai da xay dung duoc bo
chung Bt ban dia cliing cac gen ma hoa protein khang sau tiém nang c6 hoat tinh diét
sau hai qua dau tuong [24]. Cac gen tiém ning nay da dugc phan lap, cai bién ma
va thiét ké cAu trac biéu hién trong thuc vat, dat tién dé cho cac nghién ctru tao cay
dau tuong bién doi gen c6 ning suit cao, chat luong tét, khang sau co thé ap dung
duoc cho san xuét, gop phan dap tng nhu cau thuc tién, dong thoi giam anh hudng
ctia viée st dung thude trir sdu dén moi trudng va stc khoe con ngudi. Viét Nam
dugc cong nhan 1a mot trong nhimg qudc gia c6 tinh da dang sinh hoc cao nhat thé
gioi, vi thé viéc khai thac nghién ctru sang loc va lya chon cac ching Bf ban dia
mang cac gen dic hiéu diét con trung dich c6 y nghia khoa hoc, tinh kha thi va trién

vong tmng dung thuc tién 16n.

Tom lai, ddu turong 1 mot trong nhimg cdy tréng quan trong nhat trén toan
cau nho gia tri to 1on ddi voi nganh ché bién thic an chian nudi va thyc pham. Tuy
vay, tai Viét Nam, dién tich canh tdc dau tuong ngay cang thu hep, cong thém nang
suat thép dan dén san lugng dau tuong ndi dia méi chi cung cép duoc mot phén rat
nhé cho nhu cu tiéu thy trong nudc, con lai phai phu thuoc hoan toan vao nguén
dau twong nhap khau tir nudc ngoai. Thiét hai do con tring gdy ra, trong d6 c6 sau
duc qué E. zinckenella Treitschke 1a nguyén nhan hang dau din dén viéc giam ning
sut gieo trong ddu twong. Viéc phong trir E. zinckenella Treitschke bang thudc trir
sau hoa hoc va thudc bao vé thuc vat thuong dem lai hiéu qua khong cao, trai lai
con gy 6 nhiém méi trudng va co hai cho con ngudi do sy ton du hoa chat doc hai
trong qua. Do vay, viéc nghién ctru, phat trién thudc trir siu sinh hoc ¢6 ngudn gbc
Bt hoic tao ciy dau tuong chuyén gen Bt c6 kha ning khang sau duc quéa 1a mot yéu

cau buc thiét do thyc tién dit ra. Tuy nhién, ngudén gen Bt c6 tiém ning lam co s&



29

dé thuc hién cac nghién ctru nay mdéi duge xéc dinh va cong b rét it. Bén canh do,
vigce tim ra cac gen doc t& m&i 6 hoat lyc cao trong viéc diét sdu duc qua dau tuong
E. zinckenella Treitschke mang tam chién luoc 1au dai, gop phan giai quyét tinh
trang khang thudc xuit hién trong cac quan thé sau trén dong rudng. Viéc tim ra cac
gen B méi véi hoat tinh mong mudn duge ching t6i ky vong dat duoc bang cach
khai thac B9 suu tap Bt ban dia, bao gém da dang cac chung Bt thu thap tai nhiéu
tinh, thanh ctia Viét Nam. Sau khi sang loc dugc cac ching Bt tiém nang c6 hoat luc
cao trong diét sdu duc qua dau, thay vi sir dung phuong phap PCR v&i bo mdi phét
hién gen doc t6 duoc sir dung truyén thong trude diy gitp du doan thanh phan gen
mi hoa protein diét con tring trong mdi ching Bt, chung toi tiép can bang phuong
phap giai trinh tu gen thé hé méi két hop v6i viée phan tich, tim kiém dit liéu st
dung cong cu tin sinh hoc thong lwong cao nham xéc dinh chinh x4c chung Bf mang
gen ma hoa doc to B moi ciing nhu trinh ti ciia cac gen tng vién. Sau khi duoc
phan 1ap va giai trinh ty Sanger dé kiém ching mot cach chic chan, protein tai to
hop ma hoa boi cac gen doc td Bt nay dugc biéu hién va tinh sach dé thir kha ning
diét 4u trung sau duc qua E. zinckenella Treitschke. Poc td Bt méi o hoat luc manh
nhit s& tiép tuc duoc nghién ctru sdu hon vé kha ning biéu hién cia gen ma hoa
trong h¢ biéu hién thuc vat thong qua cac chién luge nhu cai bién mi di truyén, lua
chon promoter ciing nhu t4i vu cac didu kién biéu hién. Két qua cua nghién ctru
cung cép dit liéu vé cac ching Bt ban dia ciia Vi¢t Nam cung cac gen ma hoa doc td
Bt moi co6 hoat luc cao trong di¢t sau E. zinckenella Treitschke. Pay la co s& quan
trong, hiru ich cho nhiing nghién ctru tiép theo vé san xuat thudc trir sau sinh hoc Bt
cling nhu tao cdy dau twong chuyén gen Bt khang loai sau duc qua kho phong trir

nay.
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Chwong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Vit liéu
2.1.1.1. Vit liéu thuc vit va con trung

Cay thudc 14 N. benthamiana 4 tuan tudi dugc trong thity canh trong budng
sinh truéng véi didu kién nhiét do 14 21°C va quang chu ky sang/t6i 1a 16/8 h do
Phong Cong nghé Té bao Thuc vat, Vién Cong nghé sinh hoc- Vién Han Lam Khoa

hoc va Cong nghé Viét Nam cung cép.

Au trung sau duc qua dau twong E. zinckenella Treitschke tudi 2-3 va thirc an

nhan tao dugc cung cép ba1 Vién Bao vé Thuc vit.
2.1.1.2. Vi sinh vit

» 221 ching vi khuén Bt ban dia léy tor BO suu tap Bf Viét Nam do Trung tdm
Giéng va Bao ton nguén gen Vi sinh vat, Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam cung cép, ¢ ngudn gdc tir 4 tinh mién niii phia Bac
Viét Nam bao gém Lao Cai, Tuyén Quang, Ha Giang, Dién Bién (Bang phu luc
1).

> Chung E. coli DH5a (Invitrogen, M) duoc sir dung 1am té bao chii dé nhan
dong gen.

> Chung E. coli BL21 (DE3) (Novagen, M) duoc sitr dung lam vat chi dé biéu
hién protein tai to hop.

> Chung vi khuan Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Nova Lifetech, Hongkong)
duoc str dung cho thi nghiém chuyén gen thong qua Agrobacterium va biéu hién
tam thoi.

2.1.1.3. Vector

> Vector pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, My) duoc sir dung dé nhan
dong gen (Hinh phu luc 1a).

> Vector pET32a(+) (Addgene, M) duoc thiét ké dé biéu hién protein tai t6 hop
(Hinh phu luc 1b).
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> Vector pFGC5941 (Addgene, M) duoc sir dung dé thiét ké vector chuyén gen
vao thuc vat (Hinh phu luc 1¢).

» Vector pBI121/35S _HcPro, vector biéu hién chira gen ma hoéa cho HcPro- mot
proteinase cua virus PVY (cung cip boéi Phong Cong nghé DNA Ung dung,
Vién Coéng nghé Sinh hoc), dugc dung dé déng biéu hién trong thi nghiém biéu

hién tam thoi véi vector tai to hop chira gen dich can biéu hién.
2.1.1.4. Khing thé

> Khang thé don dong chudt khang histidine (monoclonal anti-6X His tag
antibody) cua Sigma, My.
> Khang thé cong hop peroxidase khang IgG ctia chudt dugec mua tir hang
Sigma, My.
2.1.1.5. Méi nhén gen

Bing 2.1. Céc cap mdi dugc sir dung trong nghién ciru

STT Tén moi Trinh tw moi Muc dich
Chon lgc vector tach
I |pIETI2F | COACTCACTATAGOOAGAGCG | gong pIETI1.2/blunt o6
mang gen dich, giai
trinh ty gen dich dugc
) pJET12 R ﬁéGAACATCGATTTTCCATGGC nhéan dong trong
pJET1.2/blunt
3 crylAa F GGATCCATGGATAACAATCCG A .
— AACATCA Nhan gen crylAa tu
4 crylAa R igggﬁAG;}CACTCATCAAAGGT chung 6.2 (3,5 kb)
5 crylAc F GGATCCATGGATAACAATCCG A .
— AACATCA Nhan gen crylAc tu
6 crylAc R X%’g?gT(F}FTTCTGGTTGCCTATTA chung 6.2 (3,5 kb)
7 crylBe F GGATCCTGTAAGTACAACGTA A .
— AAAGGAGGAA Nhan gen crylBe tu
CTCGAGCAAGCAGAATTCATC ¥
9 crylNa F GGATCCAGCCTCATTTTAAAA X ‘
— TTATTCCTTTTAAATG Nhan gen crylNa tu
10 |crylNa R CTCGAGTTCAACAGGAATAAA | chung DP6.1 (1,8 kb)
— TTCAATTTTATCC
11 cry2Ab_F GGATCCATGAATAGTGTATTG . .
— AATAGCGGAA Nhan gen cry24b tu
CTCGAGATAAAGTGGTGAAAT [
12 | cry2Ab R PR Tyt chung SP14.2 (1,9 kb)
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13 | ervaAn F GGATCCATGAATAATGTATTG
TysAh_ AATAGCGGAAG Nhan gen cry24h tu
CTCGAGATAAAGTGGTGAAAT | ching BDS.2 (1,9 kb)
14 | cry2Ah R ATTAGTTGGAA
15 IBe Fl GGATCCTGTAAGTACAACGTA
cryibe_ AAAGGAGGAA Nhan phan doan gen
16 |crylBe Rl %AGCAGAATTCATCCGATAA crylBe (2 kb)
17 | theS1A-pro F ;}GAATTCCCGTGGTCGAGATTG Nhan doan promoter
— tbcS1A tir
CTCGAGTGTTCTTCTTTACTCT
18 | rbeS1A-pro_R | 1r616TGA Arabidopsis (1,1 kb)

Trinh ty in ddm: vi tri nhan biét cua enzyme cat han ché BamHI (GGATCC), Xhol
(CTCGAG) va EcoRI (GAATTC)

2.1.2. H6a chit va thiét bi
2.1.2.1. Cdc logi héa chit

Thang DNA 1 kb (Thermo Scientific, USA); Master Mix 2X (Promega,
USA); Kit tao thu vién DNA (SMRTbell Template Prep Kits, PacBio, USA); Kit
tinh sach DNA (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific, USA); Kit tach
chiét plasmid (Bioneer, Han Quéc); cac loai enzyme cit giéi han BamHI, Xhol,
EcoRI, Ncol va Xmal (Thermo Scientific, USA); bovine serum albumin
(Sigma-Aldrich); dung dich Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Thermo
Scientific, USA), Coomassie Brilliant Blue R-250 (Merck, Dtic); Ni-NTA resin
(Cube Biotech, buc).

2.1.2.2. Thiét bi, mdy méc

Hé théng giai trinh ty thé hé méi PacBio SEQUEL system (PacBio,
USA); hé thong dién di ty dong duoc thiét 1ap dé kiém soat chat luong DNA
(Bioanalyzer system (Agilent 2100, USA); may PCR system 97000 (Applied
Biosystem, USA); may dién di Powerpac300 (Bio-Rad, USA); bo dién di protein
(Bio-Rad); may soi DNA (mini-transllumminatior, Bio-Rad, USA), may vortex
(minishaker, IKA, Dic); may ly tam lanh (Hitech), may Nanodrop lite (Thermo
Scientific), thiét bj QUBIT 3.0 (Thermo Scientific), may xung dién Gene Plulser
(Bio-Rad), thiét bi hap khur trung (Hirayama); may do pH (Horiba), cdn phan tich
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(Sartorius), ti cdy vi sinh (Esco), box cdy vo trung, bé 6n nhiét... ciing cac trang

thiét bi khéac.
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

2.2.1. Sang loc cac ching Baclillus thuringiensis c6 hoat tinh diét siu duc qua

dau tuwong
2.2.1.1. Phwong phap hoat hod cdc chiing Bt

Céc chung Bt dugc giir giéng trong cac dng chuyén dung chira glycerol 20%
va bao quan & -80°C duoc ldy ra dit trén da dé rd dong. Dung que ciy vo tring
nhung vao dich giit chung khuan va ciy ria 1én dia petri chira moi truong LB dic
nhim muc dich phan tach cac khuén lac riéng ré. Pia céy sau d6 duoc u ¢ ti nuodi

28°C trong 24 gio.
2.2.1.2. Phwong phdp ting sinh khéi

Nhén giong cdp 1: Dung dau que cdy vo trung lay khuan lac cua cac ching vi

khuan B tir dia thach cdy vao 5 ml méi truong LB, nudi lic 200 vong/phut & 28°C
trong 24 gio, dén khi OD4oo nm= 0,6 — 0,8.

Cdy chuyén: Cac chung Bt sau khi dugc hoat hoa, 1dy 5 ml dich chuyén sang nudi &
50 ml mdi truong long LB trong binh tam gidc 250 ml. Nudi lic & 28°C, 200
vong/phut trong 72 gid sao cho ODeoo > 2. Tién hanh thu canh khuan va chtra trong

cac dng fancol, bao quan & ta lanh 4°C.

2.2.1.3. Xdc dinh hinh thdi bao tir va protein tinh thé bang kinh hién vi di¢n
tir quét (SEM)

Dich khuan Bt sau 72 gid nudi cdy dé tao bao tir va hinh thanh protein tinh
thé duogc ly tdm thu sinh khdi & 13000 vong/phit trong 5 phut, 4°C. Can khuan sau
d6 dugc rira bang dém sodium cacodylate 0,1 M (pH = 7,2) trude khi duge c¢b dinh
1an luot trong cac dung dich glutaraldehyde 4% (2 gio) va osmium tetraoxide 1% (1
gi®) & 4°C. Sau khi rira 3 1an bang dém caco 0,1 M, mau duoc khtr nuée bang cach
cho qua rugu ethanol & céac n@)ng do khac nhau (30, 50, 70, 90, 100%). Giai doan

cudi cung 1a gin trén gia d& kinh hién vi dién tir quét va phu hop kim vang-
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palladium bang thiét bi phun xa anion. Cac mau duogc kiém tra va chup anh bang

kinh hién vi dién tir quét LEO440 & chum tia 20 kV v&i d6 phong dai 5000x.
2.2.1.4. Phuwong phap danh gia kha nang diét sdu cua cdc chung Bt

Chuan bi méi trudng thire in nhan tao cho sdu non E. zinckenella Treitschke:
Thanh phan cta thic dn nhan tao gdm: bot dau nanh 125 g/L, bot ngd 20 g/L,
ascorbic acid 4 g/L, cao chiét nAm men 40 g/L, mam lta mach 4 g/L, acetic acid 2
g/L, choline chloride 2 g/L, casein 25 g/L, sorbic acid 1,5 g/L, vitamin tong hop
5 ml/L, dohyfral (0.5 g/L). Can 200 g thirc in nhan tao, thém 625 ml nudc cat va
cho vao mdy xay. Pun nong 20 g thach agar trong 375 ml nudc cit rdi d6 vao hdn
hop thirc dn da xay nhuyén, tron déu lai mot 1an nira béng may xay. D6 thirc dn vao
cac hop nhwra kich thudc 9 x 6 x 3,5 cm, mdi hdp 20 g, chd ngudi rdi dung dao rach
thanh cac khdi vudng nho (2 x 2 mm) hodc tao cac 16 nhé sau tir bé mat dén day
khéi thirc an.

Danh gia doc tinh cua cdc ching B¢ trén sdu duc quad E. zinckenella
Treitschke: Cac chung vi khuan Bt sau khi hoat hoa, nhan nudi (sau 72 gid) thu sinh
khdi dugc danh gia kha ning diét sau non Etiella zinckenella Treitschke tudi 2-3.
B6 sung 2 ml dich canh khuan vao hop mai truong (rai déu), dé qua dém cho dich
canh khuan thAm déu vao méi trudng. Tién hanh bit sdu non vao cic hop nhwa chira
moi trudng da chuan bi (mdi hop 10 con, mdi cong thire lap lai 3 14n). Song song 1a
dbi ching am bd sung 2 ml nude cat vo trang + 10 sdu tudi 2-3/hdp moi truong, 3
1an nhac lai. Nudi sau ¢ diéu kién nhiét d6 phong, sau 24 gid nudi theo ddi sb luong
sdu chét trong 5 ngay.

Hiéu luc di¢t sdu dugc tinh theo cong thirc Abbott (1925):

A=(C-T)/Cx 100
A: % sau chét
C: S6 sau séng & miu ddi chimg

T: SO sau song ¢ mau thi nghiém
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2.2.2. Giai trinh tw hé gen vi khuin Bacillus thuringiensis bing cong nghé
SMRT Sequencing ciia PacBio va khai thac co s& dir liéu hé gen Br dé tim cac

gen mi héa protein djc to diét sdu bang cong cu tin sinh hoc
2.2.2.1. Phwong phdp tich chiét DNA téng sé tiv vi khudn Bt

DNA tdng sd cua Bt duogc tach chiét theo phuong phap cuia Mayjonade va
cong su [75]. Thu té bao vi khuan tir 2 ml dich nudi cdy qua dém bang cach ly tam
& 5000 g trong 10 phut & nhiét do phong. B6 sung 600 ul dém chiét (PVP 1%,
Na2S20s5 1%, NaCl 0,5 M, Tris 100 mM, EDTA 50 mM, SDS 1,25%) da dugc lam
am toi 65°C va 4 ul RNAse A (100 mg/ml QIAGEN), 1ap tirc tron déu bang cach
hut 1én xudng 10 1an bang pipet voi dau tip to, tranh sir dung vortex vi s& lam dut
gdy DNA. U miu & 50°C trong 30 phit, cir 10 phit dao dng mau 20 lan gitp dong
nhat dich pha té bao. B6 sung 200pl potassium acetate 5M, dao dng 20 1an, 0 mau &
4°C dé tiia hoan toan protein. Ly tim 5000g trong 10 phit & 4°C, chuyén dich noi
sang 6ng 2 ml moi. B6 sung 1 luong thé thich twong dwong dém gin (PEGS8000
20%, NaCl 3M) va 1/18 thé tich dung dich hat tir Serapure (hat tir Sera-Mag
SpeedBead da dugc carboxyl hoa- Fisher Scientific, M§) 2%, PEG8000 18%, NaCl
1M, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0, Tween 20 0,05%), tron déu
bang cach ddo ng 20 1an, 1 miu & nhiét do phong trong 10 phut. Ly tim nhanh
trong 1 gidy, dat dng trén rack tir 3 phat dén khi dich trong dng trong tré nén sudt.
Loai bo dich ma khong pha v tia hat tir. B6 sung 1 ml dém rtra (Ethanol 75%), lay
dng khoi rack tir va ddo dng 20 1an. Ly tim nhanh trong 1 gidy, dat éng trén rack tir
va doi 30 gidy dén khi dich trong éng trong trd nén sudt, hit bo dém rira. Lap lai
budc rira ndy thém 1 1an nita. Sau d6 1am khé tua hat tir trong 1 phat. B6 sung 150
ul dém EB d3 duoc 1am 4m 50°C, bang thanh dng dé hat tir phan tan déu trong dém.
Ly tdim nhanh 1 gidy va dit ong trén rack tir, chd dén khi dich trong 6ng tré' nén
trong sudt, hut dich gDNA chuyén sang éng méi. Chét lugng DNA duoc kiém tra
bang phuong phap dién di trén gel agarose 1%; do nong d6 twong ddi cung cac chi
sd d6 sach A260/A280, A260/A230 bang may Nanophotometer (IMPLEN) va do
chinh x4c néng d6 DNA bang bo kit Qubit™ dsDNA HS Assay Kits cung véi thiét
bi QUBIT 3.0.
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2.2.2.2. Phuwong phap chudn bi thu vién

DNA tong s6 dat chuan (DNA toan ven khong bi dtt gdy trong qua trinh tach
chiét, DNA co gia tri A280/A260 dat 1,8-2,0, A260/A230 dat 1,8-2,0, tong luong
DNA thu dugc khoang 2-3 pg) dugc st dung lam nguyén li€u tao thu vién DNA.
Chung t6i str dung 1 pg DNA genome pha lodng trong 150 pul dung dich dém EB dé
cat bang thiét bi g-TUBE™ (Covaris) theo quy trinh cat DNA genome thanh doan
nho 10 kb. DNA trudce sau khi cit duoc kiém tra bang thiét bi Bioanalyzer Agilent
2100 vé6i bo kit Agilent DNA 12000 Kit (5067-1508 - Agilent). DNA sau khi cit
duge chuan bi thu vién béng bo kit SMRTbell Damage Repair Kit — SPv3 (100-
992-200 — PacBio). DNA thu vién dugc kiém tra lai mot 1an nira bﬁng Bioanalyzer

Agilent 2100 trude khi chuyén sang budc tiép theo.
2.2.2.3. Phuwong phap gidi trinh tu genome

Thu vién sau khi chuan bi duoc gin v6i polymerase va tinh sach bang b kit
Sequel Binding and Internal Ctrl Kit 2.0 (101-400-900 — PacBio) va SMRTbell
Clean Up Column v2 Kit-Dif (101-184-100 — PacBio) theo quy trinh dugc tao boi
phan mém Sample Setup c6 trong SMRTLink portal phién ban 5.1. Thu vién DNA
duogc dua vao Sample Plate (000-448-888 — PacBio) véi luong DNA duogc tinh toan
dé ndéng d6 thu vién load 1én chip 1a 20 pM. Thu vién duogc giai trinh ti bang thiét
bi giai trinh tu doan dai PacBio SEQUEL st dung chip giai trinh tu Sequel SMRT
Cell IM v2 Tray (101-008-000 — PacBio) cung b0 kit giai trinh ty Sequel
Sequencing Kit 2.1 (101-310-500 - PacBio). Thoi gian giai trinh tu 1a 600 phut.

2.2.2.4. Phwong phdp lip rdp denovo hé gen

Tin hiéu giai trinh ty dugc xir 1y, danh gia bang may chu PrimaryAnalysis
Computer va Chuyén thanh dir li€u thd (raw read). Toan bd dir liéu nay dugc tu
dong chuyén sang hé may chi SecondaryAnalysis Server thong qua mang ndi bo.
Dit liéu giai trinh tu duoc lap rap denovo bang phan mém HGAP4 tich hop trong
cong thong tin SMRTLink portal phién ban 5.1 trén SecondaryAnalysis Server
(https://www.pacb.com/support/software-downloads/ - méi nhat tinh dén thoi diém

07/2018). Khi lip rap, cac thong s6 dau vao cia HGAP4 dugc thiét 1ap nhu sau: do


https://www.pacb.com/support/software-downloads/
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dai genome 1a 8.000.000 bp (8 Mb), do bao phu tdi thiéu 1a 30, d6 dai cutoff cta
seed read 1a tu dong, gia tri filter dataset 1a 0,7

Chat luong lap rap hé gen duoc danh gia bang 2 phin mém QUAST phién
ban 4.6.3 (http://bioinf.spbau.ru/quast) [76] va BUSCO phién ban 3
(https://busco.ezlab.org/) [77], [78]. QUAST duoc sir dung dé danh gia cac chi sb
vé contig: s6 lugng contigs, dd dai 16n nhét cia contig, tong d6 dai ciia cic contig,
N50, L50, phan trim bao phu ctia cac contig trong genome lip rap. BUSCO dinh
luong do hoan chinh ctia bo gen lap rap dya trén tip hop cac orthologs tir OrthorDB
vO.

2.2.2.5. Phwong phdp chii gidi nhanh hé gen lip rdp denovo

Hé gen lap rap denovo cua Bt dugc phan tich va cha giai nhanh bang géi dich
vu chu giai hé gen trén hé server PATRIC (The Pathosystems Resource Integration
Center - https://www.patricbrc.org/) [79]. Géi dich vu chu giai h¢ gen cia PATRIC
bao gdbm quy trinh chu giai hé gen khép kin str dung RASTtk (RAST tool kit -Rapid
Annotation using Subsystem Technology 1a by cong cu chu gidi hé gen duoc phat
trién tir ndm 2008 danh cho chu giai cac bd gen vi khuan [80] va nhiéu co s¢ dit liéu

lién két tir NCBI, CDC, KEGGs...

2.2.2.6. Phwong phdp dw dodn, xdc dinh cdc gen déc to Bt tiv co sé dir ligu

trinh tw hé gen cdc chiing Bt bang cong cu BtToxin_scanner

Vi co s¢ dir liu hé gen da dugc lép rap cua cac chung Bt, viéc tim kiém va
tien doan gen mi hoa protein doc té Bt duoc tién hanh nhd cong cu
BtToxin_scanner. Pay 1a mft cdong cu khai thic tén  web
(http://bcam.hzau.edu.cn/BtToxin_scanner/index.php) tich hgp 3 module véi tinh nang dy
doan la BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), HMM (Hidden Markov
Model) va SVM (Supporting Vector Machine). Co s¢ ditr liéu BLAST duogc xay

dung str dung bd dit li¢u cac gen doc td Bt dugc duy tri va cap nhat boi Crickmore va

cs. (http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/) voi gid tri ngudng ky

vong la le-25. M6 hinh HMM (Cry.hmm, Cyt.hmm va Vip.hmm) dugc tao dung
bang tmg dung HMMER3.0 véi gia tri ngudng ky vong 1a 1e-10. B6 phan loai SVM

cho protein Cry duoc phat trién véi thanh phan axit amin va dipeptide st dung


http://bioinf.spbau.ru/quast
https://busco.ezlab.org/
https://www.patricbrc.org/
http://bcam.hzau.edu.cn/BtToxin_scanner/index.php
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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LIBSVM 2.91. Bit ky trinh tuy ndo vuot qua dugc 1 trong 2 module du doan nay
déu dugc coi 1a protein Cry ung vién. Trong khi d6, cac trinh ty protein Vip va
protein Cyt chi dugc du doan boi module HMM véi1 gid tri ngudng ky vong 1a le-
10.

Trong qua trinh xt 1y trinh ty dau vao, dya trén co so cac dang trinh tu khac
nhau ma cac module twong thich duoc 1énh chuyén ddi sang trinh ty protein. Véi
trinh ty nucleotit, module dich ma 6 khung doc dugc st dung dé thu duoc tat ca
trinh ty protein gid dinh, han ché viéc bo sot cac trinh tu doc t6 tiém nang. Pé kiém
dinh céc trinh ty Ung vién nham loai bo trinh tu duong tinh gia, thuat toan NCBI
Blastp/Blastx dugc thuc thi trén co s¢ dit 1iéu non-redundant protein véi cac thong
s6 mic dinh. Trinh tu ung vién s€ dugc chép nhan dua trén két qua blast va sy co
mat cia cadc vung chirc nang doc td duoc xac thuc boi CDD (Conserve Domain
Database) cia NCBI (Hinh 2.1).

Chu gidigen
“~ ; s - .S

Pfoteinﬁ- Trinh tv contig

BLAST, HMM, SVM

Ll — BLAST@
BtToxm _scanner NCRBI Blast
Cac protein ddc
td diét coén trung
rng vién

Trinh ty contig

S

Hinh 2.1. Quy trinh x4c dinh c4c gen doc td diét con trung tir dir li€u gidi trinh ty hé
gen cac chung Bt. [41]
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2.2.3. Phwong phap phan lap, tach dong gen
2.2.3.1. Khuéch dai gen dich bang phwong phdp PCR

Tir DNA hé gen cac chung Bt da lya chon, gen crylda, crylAc, crylNa,
crylBe, cry2Ab va cry24h duoc nhan 1én bang phuong phap PCR sir dung céc cip
moi dic hiéu duoc trinh bay trong bang 2.1. Tai dau 5° cua cic mdi xudi va nguoc
g véi mdi gen duge thiét ké thém diém nhan biét ctia enzyme han ché BamHI va
Xhol @é thuan tién cho qua trinh thiét ké vector sau nay. Dé thuc hién phan tng
nhan gen, ching t61 st dung Phusion DNA polymerase ngoai hoat tinh 5°-3’
polymerase xuc tac cho qué trinh polymer héa cac deoxiribonucleotide gitip khuéch
dai mot trinh ty DNA theo ham mii 1én dén hang triéu ban copy, enzyme nay con cd
kha ning doc stra (proofreading) nhd hoat tinh 3°-5° exonuclease gitip han ché cac
sai hong trén sgi DNA duogc tong hop méi. Phan ung PCR dugc tién hanh trong
tong thé tich 25 pl c6 chira dung dich dém (10X) cho Phusion DNA polymerase,
hdn hop 4 loai deoxynucleoside triphosphate (NTPs, 1 mM mdi loai), 1 pmol mdi
mdi loai xudi va nguge cho timg gen, 1 U Phusion DNA polymerase va khoang 50
ng DNA tong s6 dung 1am khudn dé khuéch dai gen quan tdm. Chu trinh nhiét cia
phan tng PCR gom céc budc: (1) bién tinh DNA khuén tir dang soi kép thanh dang
soi don bang cach nang nhiét d6 1én 98°C trong vong 30 s; (2) Toéng hop soi
polynucleotide dugc tién hanh trong 30 chu ky, mdi chu ky gom 3 budc: bién tinh
DNA soi kép thanh soi don & 98°C trong 10 s; gin moi ¢ 60°C trong 10 s; kéo dai
so1 polynucleotide & 72°C trong 1 phut; (3) Duy tri nhiét d§ 72°C trong khoang 3
phut dé cac soi duoc tong hop mot cach hoan thién. San pham PCR dugc kiém tra

bang dién di trén gel agarose 0,8% va giit ¢ -20°C.
2.2.3.2. Phwong phap tich dong gen

San phém PCR duoc lam sach theo bo Kit QIAquick Gel Extraction va gén
vao vector tich dong pJET1.2/blunt. Phan tng ndi ghép gen duogc xiic tac bai T4-
DNA ligase trong hon hop 10 pl gdm céc thanh phan nhu sau: dung dich dém (10X)
cho T4-DNA ligase, 10 ng vector pJET1.2/blunt, 10 — 20 ng DNA, 1 U T4 DNA-
ligase. Hon hop duoc 01 & 22°C trong 60 phut va sau d6 dugc bién nap vao té bao

kha bién E.coli DH5a.
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2.2.3.3. Bién nap DNA plasmid vio té bao E. coli bting phwong phap soc nhigt
Chudn bi té bao kha bién:

Té bao E.coli DH5a duoc cdy ria trén moi truong LB dic va nudi qua dém &
37°C. Chon mot khuan lac nudi c?iy trong 5 ml LB long, 14c 200 v/p, & 37°C, qua
dém. Ht 1% dich khuan & trén cho vao 50 ml LB 1ong, lic 200 v/p, & 37°C, trong
2-3 gidy, do ODeoo dat 0,4 - 0,6 thi chuyén dich nuéi cay sang ong ly tam, dé 15 phut
¢ trong da (hodc ¢ 4°C). Ly tam 4000 v/p, ¢ 4°C, trong 5 phut. Thu can va hoa tan
trong 30 ml CaCl, 0,1M, dé trong d4 15 phut, sau d6 ly tim 4000 v/p, & 4°C, trong 5
phut (1ap lai ba lan, dé trong da 1an thir hai 30 phut, 1an thi ba 60 phut). D6 dich
CaCly, hoa tan trong 1ml CaCl/100 ml LB ban dau. B6 sung 15-20% glycerol. Chia
50 pl dich té bao kha bién vao mdi éng eppendorf 1,5 ml. Bao quan té bao kha bién

trong tu lanh -80°C.
Bién nap:

Té bao kha bién duoc 14y ra tir ta -80°C va dugc lam tan trén d4. B6 sung 5 ul
vecto di gan gen vao 6ng dung té bao kha bién va tron nhe. Hon hop dugc dit trong
da 10-15 phut, rdi duoc chuyén sang bé 6n nhiét co nhiét do 42°C trong 1 phut 30
gidy. Sau d6 mau duoc 13y ra va dit ngay 1én da lanh trong 5 phut. B6 sung 500 pl
moi truong LB 16ng, hdn hop duoc nudi ¢ 37°C, lic 200 v/p trong 1 gid. Str dung
que cdy trai, trai 100-200 pl dich khuan 1én dia méi trudng LB dic c6 chira 50 mg/L

carbenicillin. U dia & 37°C qua dém.
2.2.3.4. Tdch chiét plasmid tir té bao E. coli

Té bao vi khuan sau khi nudi cdy 1ong trong mdi truong LB duoc thu lai bang
cach ly tam 5000 v/p trong 5 phtt va dugc hoa vao 100 ul dung dich I (50 mM Tris-
HCI, pH 8; 10 mM EDTA, pH 8; 50 mM glucose). Thém 200 ul dung dich II (0,2
M NaOH; 1% SDS), dao 6ng nhe nhang. Thém 150 pl dung dich III lanh (3 M
potassium acetate; 11,5% acetic acid) ddo nhanh va dat trén dé trong khoang 5 phut.
Luc nay, xac té bao va DNA hé gen bi két tua lai thanh mang trEing duoc loai bo
bang cach ly tam 13000 v/p trong 5 phut. Dung dich pha tan duoc hut sang dng moi
va hoa theo ty 18 1:1 (v/v) v6i hdn hop chloroform:isoamyl alcohol 24:1 (v/v), lic
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déu va ly tam 10 phut voi tbc d6 13000 v/p nham loai bo triét dé cac protein bam
DNA. Dung dich pha trén chirta DNA plasmid dugc thu lai. DNA plasmid dugc tia
bang mot lan thé tich isopropanol ¢ -20°C trong 1 gid. Tién hanh ly tim thu tua
DNA & 13000 v/p trong 10 phat. Taa DNA duoc rira lai bang con 70%, 1am kho va
hoa vao 40 pl dém TE c6 chta 0,1 mg RNase/ml giup loai bd RNA tap nhiém.

DNA plasmid dugc kiém tra trén gel agarose 0,8% va dugc cat giit ¢ -20°C.
2.2.3.5. Phuwong phap xdc dinh trinh tw nucleotide ciia Sanger

Poan gen quan tdm gan trén vector tich dong dugc xac dinh trinh tu trén
may doc tir dong ABI PRIM® 3100 Avant Genetic Analyzer bang cach sir dung bd
hoa chat sinh chuan bigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Phan tmg dugc
thue hién trong tong thé tich 15 ul hdn hop gdm: dung dich dém (5X), 1 pmol mdi, 3 ul
bigDye va 100 ng plasmid. Chu trinh nhiét cua phan irng PCR doc trinh tu trén may
luan nhiét GeneAmp® PCR System 9700 nhu sau: 96°C trong 1 phut, 25 chu ky
(96°C trong 10 s, 55°C trong 5 s, 60°C trong 2 phut), 72°C trong 10 phut.

San pham PCR duoc tinh sach bang cach bd sung 5 ul EDTA 125 mM, 60 pl
cdn 100% va & & nhiét d6 phong trong 15 phit. Tiép d6 ly tdim 12.000 v/p trong 15
phut dé két tia cac doan DNA, sau d6 loai bo con. B6 sung 60 pl ethanol 70% va ly
tam 10.000 v/p trong 10 phat. Lam kho két tia DNA, bd sung 10 pl Hi-Di™
Formamide va bién tinh & 95°C trong 5 phtit. Cac mau dugc tra vao cac giéng cia
khay dung mau, sau d6 dién di trong dng mao quan 80 cm x 50 ul v&i polymer

POP-4™ ciia hang ABI, My. Két qua duoc xir Iy bang phan mém BioEdit v7.2.5.

2.2.4. Biéu hién gen ma hoéa protein djc té diét con trung trong hé biéu hién E.

coli BL21 va danh gia hoat luc diét siu ciia protein ti to hop

2.2.4.1. Thiét ké vector biéu hién pET32a(+) mang gen crylNa, crylBe,
cry2Ab, cry2Ah

Cac gen crylNa, cry24b, cry2Ah dugc nhan dong trong vector
pJET1.2/blunt, 2 dau c6 mang diém nhan biét cta cip enzyme BamHI va Xhol.
Ving 16i doc bao gom 3 vung chirc ning (domain I-IIT) cua gen crvIBe duoc

khuéch dai nhd PCR sir dung cip moi dic hiéu ciing dugc thiét ké thém diém nhan
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Hinh 2.2. So d6 qua trinh nhan dong va thiét ké cac vector biéu hién pET32a(+)

mang cac gen cry

biét cia BamHI va Xhol (bang 2.1). Phan doan 15i doc cryIBe cung cac plasmid
pJET/cry1Na, pJET/cry2Ab va pJET/cry2Ah duoc xtr Iy dong thoi bang BamHI va
Xhol. Cac doan gen quan tdm mang dau so le nho xu 1y boi hai enzyme trén dugc
phan tach trén gel agarose 0,8% va duoc tinh ché bang bo Kit QIAquick Gel
Extraction, sau d6 dugc nbi ghép vao vector pET32a(+) ciing da dugc cit md vong
bang cung loai enzyme tao thanh cac vector biéu hién pET32/crylNa,
pET32/cry1Be, pET32/cry2Ab va pET32/cry2Ah. Céc vector tai t6 hop nay sau khi
cat kiém tra bang BamHI va Xhol duoc giai trinh tu dé dam bao cac gen dich duoc

ndi ghép dam bao dung khung doc va khong xdy ra sai sot. Cudi cing, cac vector
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duoc chuyén vao té bao E. coli BL21 dé phuc vu thi nghiém biéu hién gen. Qua
trinh thiét ké cac vector biéu hién pET32a(+) mang cac gen cry dugc mo ta chi tiét

¢ hinh 2.2.
2.2.4.2. Biéu hién protein tdi té hop trong té bao E. coli

M6t khuén lac don cta chung E. coli BL21 mang vector biéu hién dugc nudi
trong 5 ml méi trudng LB ¢6 bo sung 100 pg/ml khang sinh ampicillin & ti lic
37°C qua dém. Dich khuén sau d6 duoc cdy chuyén theo ti 16 1/100 vao mdi truong
LB moi va tiép tuc nudi cdy & 37°C dén khi ODsoo dat khoang 0,4 - 0,6. Dé kich hoat
t& bao vi khuén sinh tong hop protein ngoai lai, dich nuéi ciy dugc bd sung IPTG dén
ndng d6 0,1 mM. Sau 4 gio nudi cdy trong mdi trudng cam tmg, t& bao vi khuan dugc
thu lai bang cach ly tim 6000 v/p trong 5 phut & 4°C va bao quan & -80°C dé thuc hién
cac phan tich tiép theo. Té bao sau khi duoc gid dong duoc hoa vao dém PBS (137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPOy; 1,8 mM KH2PO4; pH = 7,4), sau do bod sung
dém xtr Iy mau 6X (375 mM Tris-HCI, 9% SDS (w/v), 50% Glycerol (v/v), 9% PB-
mercaptoethanol (v/v), 0.03% Bromophenol blue (w/v)) va u & 95°C trong 15 phut.
Dich xu ly mau chtra protein téng s6 ciia moi chung biéu hién sau d6 dugc loai bo
can té bao bang ly tim 13000 vong/phut trong 5 phut, sau d6 duoc dién di kiém tra
trén SDS-PAGE.

Dé kiém tra tinh tan ctia protein tai to hop thu dugc & cac thé bién nap E. coli
BL21, té bao vi khuan sau qua trinh nudi cdy cam Gng duoc hoa trong dém PBS
lanh va tién hanh siéu am (dau do hoat déng & mirc 60 kHz trong 30s, nghi 1 phut, lip
lai 15 chu ky) dén khi dung dich té bao trd nén trong va khong nhét. Dich pha té bao
sau d6 dugc ly tim 13000 v/p trong 15 phat & 4°C. Phan dich ndi duoc tach riéng khoi
can té bao dugc goi la pha protein tan. Can té bao duge hoa lai vao mot luong dém
PBS tuong duong, dugc goi 1a pha cédn chira protein khong tan. Ca hai pha protein nay
s& duoc kiém tra bang SDS-PAGE.

2.2.4.3. Di¢n di protein trén SDS-PAGE

Phuong phap dién di kiém tra protein trén SDS-PAGE duoc tién hanh theo
LaemmLi (1970) gdm c6 cac hoa chit sau: dung dich polyacrylamide 30%; dém Tris-
HCI 1,5 M, pH 8,8; dém Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8; SDS 10%; APS 10%, TEMED, dém
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chay dién di (Tris-HCI 0,05 M; glycine 0,192 M; SDS 0,1%); dém xtr ly mau trude khi
dién di 5X (Tris-HCI 250 mM; SDS 10%; glycerol 50%; bromophenol blue 0,05%;
DTT 500 mM; pH 6,8); dung dich nhudm gel (methanol 30%,; acetic acid 10%;
coomassie brilliant blue 0,025%); dung dich rtra gel (methanol 30%; acetic acid 10%).
Dich chira protein trudce khi dién di duoc bd sung dém xtr Iy miu va & ¢ 100°C trong
15 phut. Qua trinh dién di duogc thyc hién trén bd dién di dung cua hang Bio-Rad st
dung ban gel polyacrylamide gdm 2 phan: phan trén 1a gel 5% dé c6 mau, phan dudi la
gel 10% dé phan tach protein theo khdi lugng phan tir. Ban gel sau d6 duoc nhuém voi
dung dich nhudm trong 30 phut va duoc rira véi dung dich rira cho dén khi cac bang

vach protein tr¢ nén 10 nét.
2.2.4.4. Phwong phdp lai mién dich Western blot

Héa chat va dung dich: dm chuyén mang (Tris 25 mM, glycine 250 mM,
SDS 0,2% (w/v), methanol 20%); dém TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5);
dém TTBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%, pH 7,5); dung dich dém
phu mang (blocking buffer) (5% sira tach béo pha trong dém TBS); dung dich
khang thé 1: khang thé 1 (anti-6X His tag) pha lodng 1000X trong dung dich sira
tach béo 5%; dung dich khang thé 2: khang thé 2 (anti-mouse IgG cong hop HRP)
pha loang 10000X trong dung dich sira tach béo 5%; dung dich hién mau (50 mg
DAB (3,3'-diaminobenzidine) hoa tan trong 100 ml dém TBS c6 bd sung 10 pl 30%
H>0,).

Qui trinh: Protein sau khi dugc phan tach trén gel polyacrylamide bang dién
di SDS-PAGE dugc thim chuyén 1én mang nitrocellulose bang dém chuyén mang &
hiéu dién thé 200 V trong 2 gio. Trang mang vai lan voi nude khir ion, sau d6 ngdm
vao dung dich dém phu mang, lic qua dém & diéu kién lanh nhim khoa toan bd cac
ving trén mang khong cé protein gin vao dé ngan chin bét ky su lién két khong dic
hiéu nao gitta khang thé voi bé mit ctia mang. Mang sau d6 dugc 0 v6i dung dich
khang thé 1, lic nhe trong 3 gio. Rira mang bang dém TTBS trong 5 phut, lip lai 3
lan. Mang tiép tuc duoc u voi dung dich khang thé 2 va lic nhe & nhiét d6 phong.
Sau 1 gid, mang dugc rua nhu da mo ta ¢ trén trudc khi duge ngam trong dung dich
hién mau trong 10 phut. Dimg phan tng bang cach rira mang nhiéu lan véi nude

khir ion. Chup anh két qua bang may anh thong thuong.
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2.2.4.5. Tinh sach protein tdi té hop b&ng phwong phap sdc ky di lue

Protein dang dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab biéu hién trong pha tan duoc tinh
sach bang phuong phap sic ky 4i luc ion kim loai ¢b dinh str dung cot Ni-NTA. Té bao
vi khuan sau khi duoc nudi cdy trong diéu kién cam ung véi IPTG duoc thu lai bang ly
tam va hoa trong dém gén (binding buffer) (20 mM NaH,POy; 0,5 M NaCl; 20 mM
imidazole; pH 8,0). Tién hanh siéu 4m pha té bao, sau d6 ly tim & 13000 v/p trong
30 phut dé loai bo xéc té bao clng cac protein ¢ pha cin. Dich protein pha tan dugc
i v6i Ni-NTA, tron nhe nhang ¢ 4°C trong 1 gio, cho phép protein tai t6 hop Trx-
His-Stag-Cry2Ab39 co chira 6X His tag lién két 4i luc véi hat Ni-NTA. Phic hop
protein/Ni-NTA sau d6 dugc dua 1€n cot loc sic ky va dugc rira véi dung dich dém
rira (washing buffer) (20 mM NaH,PO4; 0,5 M NaCl, 40 mM imidazole; pH 8,0) dé
loai bo cac protein tap nhiém lién két khong dic hiéu. Cubi cung, protein dung hop
Trx-His-Stag-Cry2Ab dugc tach khéi cot bang dém elution buffer (20 mM
NaH;POg4; 0,5 M NaCl; 500 mM imidazole; pH 8,0). Protein dugc thu theo phéan
doan, mdi phan doan 1 ml dugc tach riéng vao céac éng riéng biét vao dugc kiém tra
béng dién di SDS-PAGE. Murc do tinh sach cua protein trong cac phan doan dugc
danh gia bang hé thong VersaDoc Imaging. Cac phan doan chira protein tai t6 hop it
bi tap nhiém dugc gop chung dé tién hanh loai mudi cung imidazole va c6 dic bang
cot ¢ dic protein 3K MWCO (hing Thermo Scientific). Nong do cua protein tai to
hop da tinh ché dugc xac dinh bang phuong phap Bradford [81] dua trén duong
chuan duogc xdy dung vé6i protein chudn BSA. Protein thanh phdm dugc bao quan
trong glycerol 50% (v/v) ¢ -20°C phuc vu cho thi nghi¢m danh gia hoat lyc diét sau

duc qua E. zinckenella Treitschke.

2.2.4.6. Danh gia kha ndng diét du trung sdu duc qud E. Zinckenella

Treitschke ciia protein tdi t6 hop

Thir nghiém kha nang diét sdu E. zinckenella ciia protein tdi té hop: céc
chung E. coli BL21 biéu hién céc protein doc to tai t6 hop CrylBe, CrylNa,
Cry2Ab va Cry2Ah dugc nudi cdy ¢ didu kién cam ung va thu sinh khéi cua 150 ml
dich khuan sau 4 gio. Té bao E. coli sau d6 dugc hoa trong 10 ml dung dich EB va
siéu 4m pha té bao dé thu dich protein tong sd c6 chira cac protein mong mudn. Bo

sung 2 ml dich protein tong sd vao cdc chira 20 g méi trudng thirc an nhan tao. Mdi
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cbe duogce tha 10 ca thé sdu non tudi 2-3 dé thir nghiém. Song song véi cac cong thirc
thi nghi¢m, thyc hién tuong tu vdi cac cong thic doi chirng str dung dich protein
téng s6 cua vi khuan E. coli BL21, dung dich dém EB va nuéc deion. Thi nghi¢m

duoc 1ap lai 3 1an. Theo ddi va théng ké s6 lwong sau chét sau 7 ngay.

Xdc dinh gia tri liéu gdy chét trung binh (LCs) cia protein tdi 16 hop
dang tinh sach: Dich protein Trx-His-Stag-Cry2Ab duoc pha lodng biang dém PBS va
nho déu 1én phén thirc an nhén tao chura trong moi hop thir nghiém sao cho dat dén
n6ng dd cubi cung lan luot 13 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 3,5 va 4 ug protein/g thuc an, dé
kho tu nhién ¢ nhiét d6 phong. O 16 dbi chung duong va am, st dung dich canh
khuan Bf SP14.2 va dém PBS, theo thtr tu twong tng, dé thay thé cho dich protein
tinh sach. Vi mdi hop thtr nghiém, 10 au trung E. zinckenella Treitschke tudi 2
dugc tha vao dé an thic an nhan tao. Céc hop dugce gitr 28°C + 2°C trong 7 ngay.
Quan sat dia hang ngay dé thong ké sd sau chét. Thi nghiém duoc lap lai 3 1an. Liéu
gy chét trung binh (LCso) sau 7 ngdy cua protein tai t6 hop v6i au trung siu duc
qua va gidi han tin cay (fiducial limits) dugc xac dinh bang phan tich Probit [82] sir

dung phan mém thong ké SPSS cua IBM (phién ban 20).

2.2.5. Cii bién mi di truyén va biéu hién gen cry24b39 trong la ciy thuoc 14 N.
benthamiana bang cong nghé biéu hién gen tam thoi thong qua Agrobacterium

tumefaciens

2.2.5.1. Toi wu ma gen déc té cry2Ab39 dé thich hop biéu hién trong thuébc ld

N. benthamiana

Can cr vao bang tan suat sir dung cac codon ctia N. benthamiana trén ngan
hang dir ligu ma di truyén Codon Usage Database
(https://www .kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100) [83], chiung
t6i loai bo cac codon hiém (tin suat st dung dudi 50%) trong trinh tu cua gen
cry2Ab39 kiéu dai va thay thé bﬁng cac codon dugc loai thuc vat nay uu tién s
dung ma khong lam thay d6i trinh ty axit amin. Céng cu web Seqool
(http://www.biossc.de/seqool/index.html) duoc s dung dé tim cac ving giau AT,
cac trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa tiém ning ¢ thuc vét cling nhu cac mo tip trinh

tu ¢6 kha ning giy ra sy bat on cho RNA ¢ thuc vat [84]. Cac trinh ty nay sau d6
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dugc thay thé thii cong bang cac codon thoai hoa. Ngoai ra, phan mém NUPACK66
(http://www.nupack.org) duoc sir dung dé tién doan va loai trir cac kha ning hinh
thanh céu tric thi céip dang vong 6n dinh cua phéan tor mRNA. Véi muc dich gitr lai
protein tai to hop & mang ludi ndi chat (ER) cua té bao thuc vat chu, ching t61 da s
dung doan trinh tu gdm 69 nucleotide mé hoa cho chudi peptide tin hiéu cua gen
LeB4 (quy dinh protein legumin type B ¢ cay dau rang ngua Vicia faba) va doan
mi hoa trinh ty KDEL (tin hiéu luu giit protein trén ER) dé dung hop voi gen
cry2Ab39 sau khi da t6i wu ma tai vi tri dau 5° va 3°, theo thu tu tuong tng. Sau vi
tri KDEL, trinh ty ma hoa 6X His tag cling dugc thém vao dé tao thuan loi cho viéc
phat hién ciling nhu tinh sach protein tai t6 hgp. Mat khac, dé don gian héa viéc nbi
ghép gen trong qué trinh thiét ké vector chuyén gen vao thyuc vat , hai vi tri nhan
biét ctia Ncol va Xmal duoc thém vao tan cing dau 5’ va 3” cua gen cry24b39. Gen
dich sau qué trinh cai bién dugc duoc ki hiéu 13 cry24b390pt va duoc tong hop
nhan tao bdi GenScript (Hong Koéng), dong thoi dwgc nhan dong trong vector
pUCS57.

2.2.5.2. Thiét ké vector chuyén gen pFGC/35S-cry2Ab39opt

Plasmid pUC57/cry2Ab39opt mang gen nhan tao cry24b39opt va vector
pFGC5941 d6ng thoi duge xtr Iy bang cip enzyme han ché Ncol va Xmal. San
pham tinh sach ctia doan gen cry24b390opt mang dau so le va vector pFGC5941 da
mé vong dugc sir dung 1am nguyén liéu cho phan tmg ndi ghép dudi sy xuc tac cla
T4-DNA ligase tao thanh vector pFGC/35S_cry2Ab39opt. Vector tai t6 hop niy sau
khi duoc kiém tra bang phan tng PCR nhan gen cry24b39opt va cit bang cip
enzyme han ché Neol/Xmal dugc chuyén vao té bao A. tumefaciens AGLI phuc vu
thi nghiém biéu hién tam thoi gen dich trén cay thudc 1. Qua trinh thiét ké vector

chuyén gen pFGC/35S_cry2Ab39opt duoc mé ta ¢ hinh 2.3.
2.2.5.3. Thiét ké vector chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt

Tur DNA hé gen ctua Arabidopsis thamiana, doan promoter cua gen rbcSI1A
ma hoa cho ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase (RuBisCO) duoc

khuéch dai bang k¥ thuat PCR véi cip mdi dic hiéu (Bang 2.1). Poan promoter nay
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sau d6 dugc tich dong bang cach gin vao pJET1.2/blunt dé tao thanh vector
pJET/rbcS1A-pro va dugc kiém tra bang phwong phép giai trinh ty ctia Sanger.

Vector tach dong pJET/rbcS1A-pro va vector pFGC/35S cry2Ab39opt
sau d6 dugc xtr Iy dong thoi bang hai enzyme han ché EcoRI va Xhol. Poan
rbcS1A-pro mang dau so le va vector pFGC/35S cry2Ab39opt di cat bé phan
doan promoter 35S dugc phan tach trén gel agarose 0,8%, tinh sach va nbi ghép
dudi sy xuc tdc cua T4-DNA ligase dé tao thanh vector pFGC/rbcS1A-
pro_cry2Ab39opt. Vector tai to hop ndy sau khi dugc kiém tra bang phan tmg PCR
nhan phan doan rbcS1A-pro va cit bang cip enzyme han ché EcoRI/Xhol dugc
chuyén vao té bao A. tumefaciens AGLI1 phuc vu thi nghiém biéu hién tam thdi gen
dich trén cdy thudc 1a. Qua trinh thiét ké vector chuyén gen pFGC/rbcS1A-
pro_cry2Ab39opt dugc mo ta ¢ hinh 2.3.
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cry2Ab3Sopt (pFGC5941)

pUC57/cry2Ab390pt Ncol Xmal
LB | RB
2UC or MAS pro ] 355 >|{ chsA | ocster [
™V Q
Xmal
+ n
| Ncol + Xmal | DNA hé gen
i Arabidopsis
T4-DNA ligase
ﬂ PCR
Ncol Xmal
LB RB rbcS1A-pro
EcoRl Xhol Ecol + Xhol

| |
HH-DNA ligase

(pFGC/35S_cry2Ab390pt)

EcoRlI Xhol

LB
TR rocs 1010

(pFGC/rbcS1A_cry2Ab390pt)

RB

Hinh 2.3. So db qua trinh thiét ké cac vector chuyén gen pFGC/35S_cry2Ab39opt va pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt
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2.2.5.4. Tao chiing vi khudn Agrobacterium mang vector chuyén gen

Céc plasmid pFGC/35S cry2Ab39opt va pFGC/rbcS1A-pro cry2 Ab39opt
duoc bién nap vao ching vi khuin Agrobacterium tumefaciens AGL1 bang phuong
phap xung dién [85]. Nhitng dong khuan A. tumefaciens cho két qua duong tinh véi
phan tmg PCR khuéch dai gen cry24b39opt s& duoc nudi cdy trong 5 ml méi trudng
LB c6 b6 sung khang sinh chon loc qua dém & ti lic 28°C. Luu gitr dich vi khuan

trong glycerol 20% va ddt trong tu lanh séu -80°C.

2.2.5.5. Xam nhiém vi khuin Agrobacterium vao cdy thuéc li bang phwong

phap hut chéin khong.

Chung Agrobacterium tumefaciens AGL1 mang vector nhi thé
pFGC/35S_cry2Ab39opt hoic pFGC/rbecS1A-pro _cry2Ab39opt duge dung dé
chuyén gen vao thuc vat. Chung A. tumefaciens AGL1 chira vector
pBI121/35S HcPro mang gen ma hoa cho protein HcPro - mot proteinase cta virus
PVY, c6 chuc nang trc ché co ché cam lang RNA ¢ thuc vat bé“tng cach ngéan can sy
phéan gidi cic mRNA va RNA sgi doi tir do giam lugng siRNA hodc lam héng chirc
nang cit ciia enzyme cit soi doi Dicer va RISC [86] — dugc dung dé dong bién nap,
gitip ting cuong sy biéu hién cua protein Cry2Ab39. Céc chung nay duoc nudi trén
moi trudng LB dic c6 bd sung khang sinh kanamycin 50 mg/L va rifamycin 50
mg/L trong ta 4m 28°C trong 2 ngdy dé tao khuan lac. 1 khuan lac cia mdi chung
duogc nudi rieng ré trong 10 ml LB ¢6 chira khang sinh chon lgc, dét trong tu lac
28°C qua dém. Ngay tiép theo, toan bo dich khuan duoc chuyén sang binh nudi ciy
chtra 250 ml méi truong LB va tiép tuc dugc nudi trong ta lic 28°C thém 14-16 gio
cho dén khi ODeoo dat 1,8. Tién hanh thu té bao vi khudn bang cach ly tam 5000
vong/phut ¢ 4°C trong 15 phit. Sau khi loai bo dich ndi, cin khuan A. tumefaciens
chtra vector pFGC/35S_cry2Ab39opt hodc cin khuin chta vector pFGC/rbeS1A-
pro_cry2Ab39opt duoc tron 14n véi can khuan mang cu trac biéu hién protein
HcPro, sau d6 dugc hoa trong dém MES (10 mM MgCl,; 10 mM 2-(N-morpholino)
ethanesulfonic acid (MES); pH = 5,6) dé dat ODgoo = 0,5.

Hon hop dich khuén bién nap duogc dat trong mot binh hit chan khong bﬁng
thity tinh. Cay thudc 14 N. benthamiana trong thiy canh 4 tuan tudi sau khi loai bo
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nhitng 14 gia, 14 non, chi gitr lai 14 banh té¢ dugc up ngugc ngdp nhing hoan toan vao
dich bién nap, phan ré cdy dugc ngin cach voi dich bién nap nho mot tim chan. Sau
d6, nip binh hut chan khong duoc dit 1én, van khi dong lai va may hut chan khong
duogc bat v6i thoi gian hat chan khong 1a 1 phit 30 gidy. Cay sau khi bién nap duoc
dit tro lai hé thong nudi cay thuy canh. Céc 14 bién nap duoc thu hoach ¢ 5 ngay
sau bién nap va cat giit & tu -80°C phuc vu cho thi nghiém phan tich sy biéu hién

cua gen dich.

Pé tim ra diéu kién tdi wu nhim nang cao muc do biéu hién tam thoi cua
protein Cry2Ab39 tai to hop trong 14 thudc 14 N. benthamiana, su tac dong cia cac
yéu tb khac nhau bao gdm cdu tric chuyén gen (pFGC/35S cry2Ab39opt,
pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt), mat do khuan ciia hdn hop dich khuan bién nap
(ODe0o = 0,1; 0,3; 0,5; 0,8) va thoi gian thu hoach 14 (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ngay sau bién
nap) da dugc xem xét, so sdnh va danh gid. Muc do biéu hién cua protein muc tiéu
duogc phan tich bang ky thuat Western blot va quy trinh biéu hién t6i uu sau khi xac
dinh s& dugc ap dung trén quy md 16n hon dé cung cip nguyén lidu 1a cho thi

nghiém tinh ché protein.

2.2.5.6. Tdch chiét va kiém tra sw biéu hién tam thoi ciia protein Cry2Ab39 tdi

10 hop trong ld thuéc la N. benthamiana da gdy nhiém.

Nghién min 1 g mau 14 trong nito 16ng, bd sung dém PBS 1X, pH 7.4 theo ti
l€3mldém/ 1 g mau. Dich chiét protein téng s6 sau do duoc ly tam ¢ 13000 v/p
trong 30 phut ¢ 4°C dé loai bo x4c té bao. Nong do protein tong sb trong dich chiét
dugc dinh luong bang phuong phap Bradford [81] dua trén dudng chuin dugc xay
dung véi protein chuan BSA. 30 pg protein tong s6 mdi mau 14 dugc phan tach trén
gel polyacrylamide 10% bang dién di SDS-PAGE (di trinh bay trong muc 2.2.3.9),
sau d6 dugc chuyén 1én mang nitrocellulose dé kiém tra sy c6 mit cua protein tai to
hop bing k¥ thuat lai Western blot sir dung khang thé khang His-tag (dd trinh bay
trong muc 2.2.3.10). Mirc do biéu hién cua protein tai to hop & mdi mau 1a dugc ban
dinh lugng dua vao do dam nhat ctia bang vach hién trén mang nitrocellulose qua

phan tich str dung phan mém Image].
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2.2.5.7. Tinh sach protein Cry2Ab39 tdi t6 hop biéu hién trong ld thuéc ld

Protein Cry2Ab39 biéu hién trong 14 cay N. benthamiana dugc tinh ché bang
phuong phap sic ky 4i luc ion kim loai ¢b dinh (IMAC) sir dung cot Ni-NTA, 4p
dung véi cac protein tai to hop c6 chira trinh ty 6xHis. 100 gam 14 thubc 14 duoc
nghién trong nito 16ng va trén trong 300 ml dung dich dém gan (NaH2PO4 20 mM,
NaCl 0,5 M, imidazole 20 mM, pH 8.0). Dich chiét thé dugc ly tam hai lan &
13.000 vong/phit, 4°C trong 30 phut dé loai bo xac té bao. Phan dich ndi thu dugc
sau do dugc tron voi 10 ml nhya Ni-NTA, tron nhe nhang ¢ 4°C trong 1 gio, cho
phép protein tai to hop Cry2Ab39 c6 chia 6xHis lién két ai luc voi hat Ni-NTA.

Cac budc tiép theo duoc thyc hién nhu quy trinh da dugc mo ta trong muc 2.2.4.5.
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Chwong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua sang loc chiing Bt c6 hoat e diét sdu duc qua diu twong cao tir

cac chiing trong B suu tap Bz ban dia Viét Nam
3.1.1. Két qua hoat héa va nhin nuéi thu sinh khéi cdc chiing Bt

Tién hanh hoat héa 221 ching Bt (phan lap tir 4 tinh mién ndi phia Bic bao
gdém Lao Cai, Tuyén Quang, Ha Giang va Dién Bién) thuoc Bo suu tap vi khuan Bt
ban dija Viét Nam ciia Trung tdm Gidng va Bdo ton ngudn gen Vi sinh vat, Vién
Cong nghé Sinh hoc. Cac chiing bao quan trong glycerol 20% ¢ -80°C dugc ra dong
trén d4 va tién hanh cdy ria trén dia moi trudng thach LB va nudi ¢ 28°C trong 2
ngay. Két qua quan sat cho thiy tat ca cac ching dugc hoat hoa déu tao khuén lac
riéng 1€ vdi cac dac diém hinh thai dic trung cho vi khuan Bacillus nhu khuén lac
tron, ria rang cua khong déu, mau vang xam hodc vang nhat... Cac khuén lac cia
mdi chung déu co su dong nhat vé hinh thai cho thay do thuan cua ching, khong bi

14n cac ching tap nhiém khéac (Hinh 3.1).

Hinh 3.1. Hinh thai khuan lac dic trung cua mot $6 ching Bt dugc hoat hoa trén

moi truong thach LB.
1-8: Cac chung Bt B6.1, SP14.2, TC1.3, BD8.2, b6.2, TC9.1, SP12.1, BC2.3
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Tt cac dia khuan Bz da dugc hoat hoa, véi mdi chung, chon 1 khuén lac nudi
nhan giéng cap 1 trong 5 ml mdi truong LB. Sau 24 gid nudi cdy, dich nhan giong
dugc do OD ¢ bude song 600 nm dé xac dinh mat do té bao. Két qua thu dugc céc
chung c6 ODeoo déu dat tir 0,6 — 0,8. Tién hanh cay chuyén 5 ml dich nhan gidng
cap 1 sang 50 ml moi trudng LB 16ng, nhan nuoi dé thu sinh khdi. Sau 72 gio, thu
dich canh khuan va tién hanh x4c dinh mat d6 té bao bang phuong phap do ODeoo.
Két qua phép do cho thay, dich nudi cac ching Bt déu c6 ODeoo > 2 (twong duong
mat do té bao tir 107 — 10° cFu/ml), dam bao phuc vu cho nghién ctru thtr hoat tinh
diét sau duc qua dau tuong tiép theo (Bang 3.1, Bang phu luc 1). Dich canh khuan
chtra sinh khdi cac chung B duge bao quan trong ta lanh 4°C dé sir dung cho cic

nghién ciru tiép theo.

Bing 3.1. Mat d6 té bao ctia mot s6 chung Bt nghién ctru sau 72 gio nudi ciy

STT Tén chiing | Pia diém/Nguon phan lap (’(7)211:;)3 )
1 SP12.1 Sa Pa (Lao Cai) 2,770
2 SP14.2 Sa Pa (Lao Cai) 3,846
3 TC3.6 Lao Cai 2,550
4 LVT2.4 Lao Cai 3,247
5 be.1 Tuyén Quang 2,325
6 b6.2 Tuyén Quang 3,490
7 bCl1.6 Tuyén Quang 3,406
8 bC2.7 Tuyén Quang 3,421
9 DHGI15.1 Ha Giang 2,837
10 DHG7.1 Ha Giang 2,831
11 LHG10.3 Ha Giang 4,746
12 LHG3.2 Ha Giang 3,240
13 BD23.7 bién Bién 2,846
14 bB4.3 bién Bién 3,864
15 bBI.1 bién Bién 4,012
16 BDS.2 bién Bién 3,465

3.1.2. Két qua thir khd nang di¢t sdu duc qua dau twong ciia cdc chiing Bt nghién
ciru.

Str dung moi trudong thirc dn nhan tao dé thu hoat tinh diét sau duc qua dau
tuong cua dich sinh khbi 221 chung Bt nghién ctru. Tién hanh xac dinh ti 1& phdi

tron thé tich dich canh khuén véi khoi lugng thuce an. Két qua sau khi tht cac ti 1¢
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phéi tron khac nhau nhu 1%, 5%, 10% va 15%, ching toi nhan thiy véi ti 16 10% (2
ml dich vi khuan/20 g thirc an) 1a thich hop nhat vi luong dich va mat do té bao vi
khuédn vira da dé tham déu vao thirc an, vira tao d6 am thich hop (60 - 70%) cho sau
non phat trién binh thuong. Vi cac ti 16 phdi tron thap hon (1% va 5%), luong dich
chua du dé tham déu vao thirc an, anh huong dén tinh chinh x4c cua thi nghiém.
Trong khi do, ¢ ti 1€ phéi tron cao hon (15%), do am cua thuc an nudi sdu rat cao,
khong phut hop cho su phat trién ciia sau non khi dénh gia, din dén ti 1¢ sdu chét co

hoc cao.

Tién hanh thir hoat tinh diét sdu non duc qua dau tuong tudi 2-3 cua cac
chung Bt véi cong thirc 10% dich khuan/thire dn. Két qua thong ké sé sau chét do
an phai doc to Bt sau 7 ngay thir nghiém (Bang 3.2, Bang phu luc 1) cho thiy: trong
s6 221 chung Bt nghién ctru, nhém c6 hoat tinh diét sau tir 0-20% gém 138 chung,
chiém ti 18 cao nhat (62,44%), tiép d6 1a cac nhoém co hoat tinh diét sau tir 21-70%
chiém 31,22% v&i 69 ching. S6 ching Bt ¢co doc tinh cao véi sdu duc qua dau
tuong sang loc dugc chiém ti 1& kha thap, trong d6 10 chung c6 hoat tinh tir 71 -
84% (chiém 4,52%) va chi c6 4 chung (chiém 1,81%) cho ti 1¢ sau chét trén 85%. O
cac dia thir nghiém bo sung dich khuan By, truong hop sau chét do tac dong ciia doc
td Bt thuong co biéu hién dic trung nhu: xac sau mau den, hinh dang sau chét van
nguyén ven, khong bi hoai muc, v& nat. Trong khi do, & cac dia dbi chung st dung
nudc deion dé thay thé dich canh khudn, siu non van séng va phat trién binh
thudong. Sau c6 xu huéng duc 16 trén bé mit moi trudng thirc dn nhan tao dé chui

sau xudng dudi (Hinh 3.2).

Bdng 3.2. Hoat tinh di¢t sdu duc qua dau tuong cua cac chung Bt nghién cuu

, So chiing YA
I-fi(;gtt St;::lh Lao | Tuyén Ha Dién Tong sb r{:/:)e
j Cai | Quang | Giang Bién

0-20% 79 11 36 12 138 62,44
21-40% 25 3 10 2 40 18,10
41-60% 12 1 7 3 23 10,41
61-70% 2 1 1 2 6 2,71
71-84% 4 0 4 2 10 4,52
85-100% 1 2 0 1 4 1,81
Tong s6 123 18 58 22 221 100
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Hinh 3.2. Hinh anh thtr hoat tinh diét sdu non duc qua dau tuong tudi 2-3 cua céac
chung Bt c6 hoat tinh cao
DC: nudc deion thay thé cho dich canh khuan. (1): chung D6.1 (hoat tinh diét sau:
93,33%); (2): chung D6.2 (hoat tinh diét sau: 100%); (3): chung BD8.2 (hoat tinh
diét sau: 100%); (4): chung SP14.2 (hoat tinh diét sau: 93,33%)

Nhu vay, tir 221 ching sau khi sang loc da tuyén chon duoc 4 chung c6 hoat
tinh diét sau duc qua dau twong > 85%, bao gdbm chung SP14.2 phan lap tir tinh Lao
Cai (ti I¢ diét sau 1a 93,33%); hai chung D6.1 va D6.2 phan lap tr Tuyén Quang (ti
1¢ diét sau lan luot 13 93,33% va 100%); va chung BDS.2 phan lap tir DBi¢n Bién (ti
1¢ diét sau 1a 100%). Bon chung nay tiép tuc duoc str dung dé nghién ctru danh gia
dic diém sinh tinh thé doc tb va dong thai sinh truéng, cling nhu sang loc gen gay

chét sau.

3.1.3. Két qua xdc dinh diic diém tinh thé djc té va dpng thdi sinh trwéng gay
chét sdu ciia cdc chiing vi khudn Bt c6 hoat tinh digt sdu duc quad ddu twong >
85%

Mot dic diém dic trung cua cac chung Bt 1a kha nang tao bao tir va sinh tinh
thé doc t6. Thong thudng cac ching Br sau khi nudi cdy 48 - 72 gio thi hinh thanh
bao tir va tinh thé. Mat d6 bao tir trung binh c6 thé dat 108 bao tir/ml, lugng tinh thé
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giai doan nay c6 thé chiém khoang 75% tong tinh thé tao thanh. Sau 72 - 96 gio,
lugng tinh thé dat cuc dai, bao tu khong tang, té bao giam. Do vay, sy hinh thanh
bao tir va dic diém tinh thé cua 4 chung Bt co6 hoat lyc diét sdu duc qua dau tuong
cao da duoc xac dinh bang kinh hién vi dién tr quét. Két qua chup SEM (Hinh 3.3)
cho thiy ba ching 6.1, P6.2 va BD8.2 déu sinh tinh thé hinh ciu. Trong khi do,
tinh thé ctia ching SP14.2 sinh ra c¢6 dang hinh ludng thap.

Hinh 3.3. Hinh thai bao tir va tinh thé clia cac chiing Bt trén kinh hién vi dién tir
quét voi do phong dai S000x.
(a): tinh thé dang ludng thap cua ching SP14.2; (b, ¢, d): tinh thé hinh ciu cia cac
chung 6.1, P6.2 va BD8.2. Hinh miii tén chi bao tir (s-spore) va protein tinh thé
(c-crystal).

Pé xac dinh tai pha sinh truong nio cac chung SP14.2, P6.1, 6.2 va BDS.2
c6 thé gay chét sau thi nghiém, tir d6 dua ra du doan nguyén nhan sau chét do tac
dong cua doc td tinh thé Bt hay do cac loai doc t6 khac, ching to1 tién hanh danh gia
hoat tinh diét sdu duc qua dau tuong cua cac chung Bt nghién ctru tai cac thoi diém

24 gioy, 48 gio, 72 gid va 96 gio nudi cdy. Két qua sau 3 1an lap lai thi nghiém cho
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thiy, dich khuan sau 24 gio nudi cdy cta ca 4 chung Bt déu khong c6 kha nang diét
sau non duc qua dau twong. Tuy nhién, 4 chung nay sau khi nudi ciy 48 gio déu cho
thay hoat tinh diét sdu & muc cao (trén 80% -90%), dit biét ching BD8.2 sau 48 gid
nudi ciy c6 ti 1& diét sau dat muc t6i da (100%). Ba chung con lai 1a P6.1, P6.2 va
SP14.2, ti 1¢ sdu chét ting dan va déu dat cuc dai (93,33% - 100%) sau 72 gid va 96
gi0. Trong khi do tai thoi diém 96 gi0, hoat tinh diét sdu non duc qua dau tuong cia

chung BD8.2 c6 su giam nhe (83,33%) (Hinh 3. 4).
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Hinh 3.4. D6 thi biéu dién su anh huong cua dong thai sinh trudng dén hoat tinh

diét sau duc qua dau tuong cua 4 chung Bt nghién ctiu

Pong thai nay hoan toan phu hop véi dic diém sinh tinh thé doc cua cac
chung Bt, chung to cac chung SP14.2, B6.1, B6.2 va BD8.2 c6 doc luc cao voi sdu
duc qua dau twong. Theo cic nghién ctru trude do, bon ching nay di dugc phan
loai dudi loai bang typ huyét thanh va duoc xac dinh 1a B. thuringiensis canadensis
(SP14.2), B. thuringiensis aizawai (P6.1) va B. thuringiensis kurstaki (D6.2,
BDS.2). Trong cac nghién ctru tiép theo, chiing t6i s& tién hanh giai trinh tu hé
gen cla cac chung khuan nay nham khai thac ngudn gen ma hoa cac doc td Bt tiém

nang trong viéc diét sau duc qua dau tuong.
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3.2. Phin tich, x4c dinh cac gen djc td Bt méi tiém ning tir co sé dir liéu trinh

tuw h¢€ gen ciia 4 chiing Bt ¢6 doc luc cao véi sdu duc qua dau twong

3.2.1. Két qua gidi trinh tw hé gen 4 chiing Bt bang cong nghé SMRT Sequencing

cua PacBio

3.2.1.1. Két qua tach chiét DNA hé gen cé khoi lwong phén tir cao tir cdc ching
Bt
Véi muc dich tach chiét DNA tong s cho giai trinh ty doan dai yéu cau doi
v6i DNA thanh pham khat khe hon rat nhiéu so v6i tach chiét DNA tong sé cho
nhitng muc dich khac. Yéu ciu DNA téng sb can phai toan ven, han ché viéc bj dut
gdy, phan manh va phai ddm bdo do sach cao. Hién nay, cong nghé gidi trinh tu
doan dai van 1a mot cong nghé moi, s6 thiét bi may moc it; vi vdy, mac du )
nghién ctru img dung cong nghé giai trinh tu thi ¢ nhiéu nhung s nghién ctru truc
tiép nang cao chat luong giai trinh ty thi rat it. Hién nay chi c¢6 khoang dudi 20
nghién clru va hudng din danh cho viéc tach chiét DNA phuc vu cho giai trinh tu
doan dai (theo théng ké cua hang Pacbio). Bén canh do, cling chua c6 mot bo kit
thwong mai ndo danh riéng cho viéc tach chiét DNA tong sé danh cho muyc dich giai

trinh tu doan dai.

Giéng nhu moi sinh vat nhan so, hé gen Bt dugc td chirc thanh DNA nhiém
sdc thé xodn kép dang vong va plasmid (hay con goi 1a DNA ngoai nhiém sic thé).
Mot ching Bt c6 thé mang tir 0-12 plasmid vé6i kich thuéc khac nhau tir 2 kb dén
hon 500 kb. Trong d6 cac gen quan trong c6 tinh thuong mai nhu gen ma hoa céc
protein tinh thé diét con trung hodc protein sinh dudng diét sdu hau hét thudng nam
trén cac plasmid kich thudc 16n (megaplasmid). Vi vay, dé khai thac duoc cac gen
ndy, viéc chuan bi nguyén liéu DNA genome giau plasmid 1a diéu kién tién quyét.
Hon nita, viéc st dung phuong phép giai trinh ty thé hé thir ba doi hoi DNA dau
vao phai ¢ phan tir luong cao va chat lwong tét.

Trong nghién ciru ndy, viée tich chiét DNA hé gen 4 chung Bt SP14.2, P6.1,
b6.2 va BD8.2 duogc thuc hién theo Mayjonade va cs. (2018) st dung hat tir da

dugc cacboxy hoa dé thu va tinh sach gDNA. Két qua dién di trén gel agarose cho
thdy DNA hé gen tach chiét duogc tir cac ching Bf gdm cac phan doan DNA phan tir
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lugng cao, han ché t61 da sy dut gdy, va nhi€u kha nang bao gom céa céc plasmid

kich thudc 16n (Hinh 3.5).

Hinh 3.5. DNA tong s6 tach chiét tir 4 chung Bt nghién ctru
1: chung SP14.2; 2: chung D6.1; 3: chung D6.2; 4: chung BD8.2; M: thang DNA 1
kb (Thermo Scientific)

Két qua do Nanophotometer cho thdy nong do DNA cia cac mau dao dong
trong khoang 34 - 57 ng/ul, gia tri A260/A280 & muc 1,78 — 1,85, gid tri
A260/A230 1a 1,90 — 2,01. Két qua do QUBIT véi bo kit Qubit™ dsDNA HS
Assay Kits cho két qua nong dd6 DNA dat tir 22 - 36 ng/pl. Vi tong thé tich mau

thu duogc 14 150 pl, ching t6i c6 tong s6 khoang 3 - 5 ug DNA cho mdi mau (Bang

3.3). Nhu vay, DNA genome thu dugc d3 vuot qua QC, du sb luong va chit luong

dé chuan bi lam thu vién.

Bing 3.3. Két qua do nanodrop va Qubit cic miu DNA

Tén | Nanodrop | A260/ | A260/ | Qubit | QU | The fp

STT| mau | (mgul) | 280 | 230 | (ngrur) | N2nodrop | tich o)
(ratio) (ul)

I | SPl42| 54 180 | 201 | 26 | 4852 | 150 | 3900

2 | pel 57 185 | 198 | 35 | 6232 | 150 | 5250

3 | P62 34 1.8 | 1,90 | 22 | 6529 | 150 | 3300

4 | BD82 | 45 1,78 | 201 | 36 | 8111 | 150 | 5400

3.2.1.2. Két qua tao thu vien DNA

Véi ndng 46 DNA do duoc bang Qubit chiing t6i pha loing DNA genome 4

chung Bt voi dém EB dé dat ndong do yéu cau cho viéc cit DNA 1a khoang 1 pg
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DNA trong 150 pl dém sau d6 chuyén DNA vao dng g-TUBE™ va ly tdm 6000
vong trong 1 phit, dao nguoc dng va ly tim lai véi cung téc do va thoi gian. DNA
s& duoc thu lai va chay kiém tra trén may Bioanalyzer Agilent 2100. Két qua dién di
va phén tich trén bioanalyzer (Hinh 3.6) cho thdy d6 dai trung binh cta cac doan

DNA d4 cit 1a khoang 8000 bp.

[FU] Sample 1 [FUl Sample 2
150 ‘ 8 [bp] - N m %
100 | Tz 2 2 om
[ 100 B EE E E
N | J - 8 &8 8 8
0 / Mo () =frear bornans s sris s I p ) 10380 — = [E—
I | T TITTTT [ I T THTTTTI m_:---i‘
50 300 500 1000 5000  [bp] 50 300 500 1000 5000  [bp] 2000 — —
1 ——
700 — —
[FU] [FU]
| Sample 3 200 I‘ Sample 4 500 — —
1504 | A I 00 — —
1004 100 ' Iy
50 g o }) 50 — e s s s s
0_‘..,' R - 0 ] e oy ey
T | [T TIOTTTTI T I T TTTTTTI
50 300 500 1000 5000  [bp) 50 300 500 1000 5000 [bp]

Hinh 3.6. Két qua dién di va phan tich san pham cat DNA genome 4 chung Bt bang
g-TUBE™ trén mdy bioanalyzer

Sample 1: chung SP14.1; Sample 2: ching D6.1; Sample 3: chung P6.2; Sample 4:
ching BD8.2

IFU] &

T T T T TT 1T T T T1
300 500 M0 e 2000 R ] [bp)

-

Hinh 3.7. Két qua phan tich thu vién DNA bing may bioanalyzer

Toan by DNA sau cit dugc dem di lam thu vién véi b kit SMRTbell
Damage Repair Kit — SPv3. Sau khi hoan thanh stra dudi, gin barcode, adapter,
SMRTbell; DNA lai dugc kiém tra bang thiét bi Bioanalyzer Agilent 2100 va Qubit



62

mdt 1an nita truée khi chuyén sang bude tiép theo. Két qua phan tich khang dinh
thao tac chuén bi thu vién han ché tbi da viéc lam dut gay DNA vi d¢ dai trung binh

cua cac doan DNA trudc va sau khi lam thu vién 1a tuong duong nhau (Hinh 3.7).

3.2.1.3. Két qua gidi trinh tu
DNA thu vién sau khi gén polymerase s& dugc tron vo1 dém cung mau dbi
ching noi kiém (internal control) 1a mot thu vién DNA chuan do hing cung cép va
duoc nap 1én chip SMRTcell bang phuong phap khuéch tan. Thoi gian giai trinh tu
1 chip 1a 600 phut (movie time = 600). Sau khi giai trinh ty chung t61 thu duoc két
qua nhu ¢ bang 3.4.

Bing 3.4. Két qua giai trinh tu cac ching vi khuan SP14.2, D6.1, 6.2 va BD8.2
bang hé méay PacBio SEQUEL

Chiing Bt SP14.2 P6.1 P6.2 BDS.2
Sb polymerase read 55.214 40.455 29.569 32.241
Tong sb Subread 275.957 164.431 140.734 162.421
Téng sb base 878.661.035 | 664.799.858 | 544.823.633 | 592.675.302
DO dai polymerase | 5y 753 26.838 26.396 26.540
read trung binh
Do dai subread lon | 3¢ 53, 40.694 34.171 39.658
nhat
Ti 1€ Adapter 0 o o o
Dimers (0-10 bp) % 0,05% 0,04% 0,05% 0,05%
Ti 1é doan doc ngan o o o o
(11-100 bp) % 1,52% 1,36% 1,64% 1,51%
Tile trang khdp cuia | ) o5 0.84 0.85 0.85
mau ndi ki€ém

Dit liéu bang 3.4 cho thiy s6 luong polymerase read 13 29.569 — 55.214, s
luong subread la 140.734 — 275.957, téng s6 base doc duogc la trong khoang
544.823.633 — 878.661.035 bp (544 -878 Mb); do dai trung binh cua mot
polymerase read 1a tir 26.396 — 31.773 bp; d6 dai ctia subread dai nhat 1a 34.171 —
40.694 bp. Cac thong sb giup danh gia chat lwong mot 1an giai trinh ty trén hé may
PacBio SEQUEL bao gom: ti 1é phan trim adapter dimers (0-10 bp), phan trim cac
doan doc tir 11-100 bp (cac doan DNA ngan hoic bi dut giy); ti 16 trung khép gitra
trinh tu thu duoc cta miu ndi kiém véi trinh tu biét trude cia chung. Voi tong sd

phan trim cic doan doc ngin hon 100 bp chiém dudi 2% va mic do trung hop
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trung binh cta mau ndi kiém trén 0,8 thi co thé khéng dinh viéc giai trinh ty hé gen
4 chung Bt dat két qua tot.
3.2.1.4. Két qua ldp rdp denovo hé gen

Theo thong ké thi d 16n ciia hé gen vi khuan Bt trung binh tir 6 dén 7 Mb,
do do gia tr1 o dai genome udc doan dugce lya chon dé thiét dat trong qua trinh lép
rap denovo bang phan mém HGAP4 1a 7000000 bp (7 Mb). S liéu két qua cia qua
trinh 1ap rap duoc thé hién trong bang 3.5. Theo d6, sau khi lip rap hoan chinh, sd
contig thu dugc ddi voi mdi chung SP14.2, 6.1, B6.2 va BDS8.2 theo thtr ty twong
ung la 57, 38, 61, 48; d6 dai contigs 16n nhét 1a tir 1.320.742 - 1.802.229 bp, téng
d6 dai cac contig lip rap dugc & mdi chung trong khoang 6.868.840 bp — 7.025.211
bp, ti 16 G+C 1a gan 35%. Trong toan bd cac contig khong c6 mot base N nao.
Khi danh gia chat luong lap rap bang BUSCO chiing t6i thu duoc két qua do

hoan thién b gen dbi véi mdi chung Bt udc doan tur 90,1 - 92,9%.

Bing 3.5. Két qua 13p rap denovo cac chung vi khuan Bt

Chiing Bt SP14.2 b6.1 D6.2 BDS.2

S6 lwong contig 57 38 61 48

# contigs (>= 0 bp) 57 38 61 48

# contigs (>= 1000 bp) 57 38 61 48
# contigs (>= 5000 bp) 52 36 55 43
# contigs (>= 10000 bp) 38 31 46 39
# contigs (>= 25000 bp) 28 19 31 25
# contigs (>= 50000 bp) 27 15 25 23

P9 dai contig 16n nhit (bp) | 1.709.205 | 1.802.229 | 1.330.436 | 1.320.742
Kich thuéc hé gen (bp) | 7.018.726 | 7.025.211 | 6.868.840 | 6.932.040

NS0 330824 771356 512572 658180
GC (%) 34,98 34,94 34,91 34,94
#N's 0 0 0 0

3.2.1.5. Két qua chii gidi hé gen ldp rdp denovo cdc chiing Bt

Dich vu chu giai hé gen ciia PATRIC rat nhanh va toan dién. Do su dung
RAST toolkit [80] cung v&i sirc manh cua server nén két qua cha giai hé gen trén
PATRIC chi tir 15 dén 20 phuat cho mot hé gen vi khuan. Két qua chu giai twong ddi
day du: thong ké sb luong trinh ty ma hoa (coding sequence), tRNA, rRNA, chi
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giai chic ning cac trinh ty ma hoa, phan 16p ching vao cac hé thdng, cic con
dudng chuyén hoa, cac nhom protein, sip xép truc quan vi tri ctia cac gene chuc
ning trén ting contig, hinh anh héa két qua chu giai dudi dang genome dang vong,
dic biét PATRIC huéng dén ddi twong nha nghién ciru quan tim dén y sinh hoc vi
vy PATRIC cung cap thém thong tin cac trinh ty ma hoa c6 lién quan dén giy

bénh hoac hudng thude.

31 3{‘\ \1‘6 33\-\15 /'12
= METABOLISM
251 237 PROTEIN PROCESSING
= MEMBRANE TRANSPORT
= MISCELLANEOUS
(@) (b) = CELLULAR PROCESSES

» STRESS RESPONSE, DEFENSE, VIRULENCE

21 11
31 14 18
r

8 RNA PROCESSING
11 ~ '

\ \\ » REGULATION AND CELL SIGNALING
211
h (d)

Hinh 3.8. Két qua phan chia cac trinh ty ma hoa vao cac hé thong con

(a) chung SP14.2, (b) chung D6.1, (¢) ching ching P6.2, (d) chung ching BDS8.2

= ENERGY
= DNA PROCESSING

= CELL ENVELOPE

240

(c)

Két qua chi giai nhanh hé gen lip rap denovo cia 4 chung SP14.2, P6.1,
6.2 va BDS8.2 thu duge sd trinh ty ma hoa theo tht tu tuong Ung la 8.329, 7.641,
7.980 va 7.781. Bong thoi, s6 trinh tu tRNA va rRNA tuong tmg 1a 108 va 26, 127
va 38, 112 va 28, 108 va 34. Trong s6 trinh tu ma hoa khoang hon 2000 gen da
duoc phan bd vao cac hé thong con ddi véi mdi chung (Hinh 3.8). Trong do, sb

trinh ty thudc nhom hé thong chuyén hoa trao d6i chat (metabolism) chiém ti 1& cao
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nhit, tiép theo 12 hé thng lién quan dén xir 1y protein (Protein processing) va ning
luong (Energy).

Nhu vay, hé gen 4 chung Bt SP14.2, 6.1, P6.2 va BDS8.2 da duogc giai trinh
tu va lap rap dugc gan day du véi ti 16 hoan thién tir 90,1 - 92,9%, tong do dai
contigs 13 6.868.840 bp — 7.025.211 bp, dong thoi da tién hanh cha giai nhanh hé
gen lap rép denovo cua cac chung vi khuan nay. Trong phan tich tiép theo, co s& dir
li¢u trinh ty thu duoc s€ dugc st dung dé tim kiém, xac dinh céc gen ma hoa protein
doc td diét sdu cua cac chung Bt nghién ctru, tir d6 dy doan cac gen moi tiém nang

trong diét tru sdu duc qua dau tuong E. zinckenella Treitschke.

3.2.2. Két qud phan tich cdc trinh tw gen djc 10 Bt tir co sé dir liéu trinh tw hé gen
4 chiing Bt bang céng cu BtToxin_scanner va xdc dinh cdc gen mdi tiém ning

trong diét trur sau duc qua ddau twong

Véi co so dit liéu hé gen da duogc lip rap denovo cua ching 4 Bt SP14.2,
P6.1, P6.2 va BD8.2, viée tim kiém va tién doan gen ma hoa protein doc td Bt duogc
tién hanh nhd céng cu BtToxin_scanner. Pay 1 mot cong cu khai thac trén web
(http://bcam.hzau.edu.cn/BtToxin_scanner/index.php) tich hgp 3 module véi tinh
nang du doan la BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), HMM (Hidden
Markov Model) va SVM (Supporting Vector Machine). Co s¢ dit li¢u BLAST dugc
xay dung st dung bo dir li€u cac gen doc td Bt dugc duy tri va cap nhat hang nam

boi Crickmore va cong su.

Két qua phén tich dya trén cong cu BtToxin_scanner cho thiy ca 4 ching Bt
SP14.2, P6.1, P6.2 va BD8.2 dugce lua chon déu chita cac trinh tu dugc du doan ma
hoa cho céac protein doc tb Br. S6 luong gen tim thiy trong cac ching dao dong tir
11-22 trinh ty. Danh sach cac gen ddc td tim théiy & mdi chiing Bt duoc liét ké cu
thé trong bang 3.6. V& thanh phan ddc t6, phan 16n céc trinh tw duoc tim thiy trong
4 chung nay ma hoa cho cac protein doc t6 thuéc nhom tinh thé doc Cry (47 trinh
tw, chiém 78,34%). Ngoai ra c¢6 9 trinh ty thuéc nhom doc to pha sinh dudng Vip3A
(chiém 15%) va 4 trinh tu thuéc nhom doc td Cyt (chiém 6,66%). Trong nhom tinh
thé doc Cry, Cryl chiém uu thé v6i 34 trinh ty, 13 trinh tu con lai thudc phéan ho
Cry2 (Hinh 3.9).
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Bing 3.6. Danh sach céc trinh tu duoc du dodn mé hoa protein doc o Bt khai thac

dugce tir co so dir lidu trinh ty hé gen 4 chiing Bt bang cong cu BtToxin_ scanner

n So
TT c:g::g Cac gen dic td dwoc du doan béi BtToxin_scanner lwgng
gen
1 SP14.2 crylda7, crylAa8, cryldal4, crylda2l, crylAbY, 1
crylla2, crylGe, cry2A4a9, cry2Ab, vip3AalO0, cyt
> | P62 crylAa, crylAbS, crylAb9, crylAbll,crylAcS, crylAc, 12
' crylla2, cry24a9, cry2Ab3, vip3Ad5, vip3Aa2l, cyt
crylAa3, crylAhl, crylAh3, crylBel, crylBe, crylCa),
3 | P61 crylla2, crylla3l, crylle4, cryllfl, cryllLal, cry24a9, 2
’ cry2Ab3, cry2Ab29, cry2AdS, cry2Ah, cry2Ah6, vip3Aalé,
vip3Aa9, vip3Ab2, vip3AdS, cyt
crylAa3, crylAhl, crylBel, crylEa7, crylLal, crylla2,
4 |BD8.2 |cryllfl, cryligl, crylNa, cry24a9, cry2Ab3, cry2Ahl, 15
vip3Aad, vip3Ad?2, cyt

Tong sb gen 60

Cyt (6,66%)

\

Vip3 (15%)
Cryl
Cry2 (56,67%)
(21,67%)

Hinh 3.9. Thanh phﬁn va ti 1€ cac dang protein doc td Bt khai thac duoc tir co s dit

liéu trinh tir hé gen 4 chung Bt bang cong cu BtToxin scanner

Céc trinh ty protein doc t6 dugc tién doan bang cong cu BtToxin Scanner
duoc tiép tuc kiém tra bang cong cu BLAST dé loai trir cac kha ning duwong tinh
gia. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 1a mdt tap hop cac chuong trinh
tim kiém duogc thiét ké dé kham pha tat ca cac co sé ditr liéu trinh tu protein va
DNA c6 san. BLASTall ¢6 rt nhiéu loai tim kiém khac nhau phuc vu cho nhiéu
muc dich nghién ctu [87]. O déy, chung ti str dung BLASTp dé tim kiém tat ca

cac trinh ty protein twong ddng véi trinh tu protein cAn phan tich trong co s& dit liéu



67

protein. Két qua Blastp c6 thé xac dinh dugc chirc nang, nguén géc va dac biét la
tinh méi cua gen (thong qua hé s6 tuong dong t6i da). Pé chay, BLASTp chung toi
cung cAp mot chudi amino axit dang quan tdm (chudi truy van) va so sanh véi co s&
dir liéu cia NCBI. BLASTp s& tim kiém cac chudi con trong chudi truy van ma
gidng voi cac chudi con trong co so dir liéu, sau d6 s& cho ra két qua sau mot thoi
gian ngin. Trong nghién clru ndy, ching t6i quan tim dén mic do twong ddng, do
bao phi, viing bao ton, ving xtc tac cia chudi dich so véi cac trinh ty ¢ sin trong
NCBI. Két qua phan tich st dung thuat toan BLASTp cho thdy tit ca cac trinh tyr
khai thac duoc bang cong cu BtToxin_Scanner déu twong dong véi cac protein doc
t6 Bt dugc cong bd trén NCBI, ching t6 két qua phan tich va tién doan ctia cong cu
BtToxin_Scanner c6 do tin ciy cao. Pé xac dinh cac ving chirc ning doc td trén
modi trinh tu protein ddc, thuat toan Blastp/Blastx duoc thuc thi trén co s dit liéu
non-redundant protein voi cac thong ) mac dinh. Trinh ty Ung vién s€ duogc chép
nhan dya trén két qua BLAST va su c6 mdt cua cac vung chirc ndng doc td duoc
xac thuc boi1 CDD (Conserve Domain Database) cua NCBI. Theo d6, chung t61 da
nhan dién dugc sy ¢ mat cia 1 hoac ca 3 vung chic nang dac trung Endotoxin N
(Pfam PF03945), Endotoxin M (Pfam PF00555) va Endotoxin C (Pfam PF03944)
& cac trinh tu thudc nhom tinh thé doc Cry. Trong khi do, cac trinh ty thuoc nhom
Vip3A déu tim thdy ving chtc ning doc t6 Vip3A N (PF12495). Tuong ty, ving
chirc ning dic trung cho nhom doc t6 Cyt 1a Bac_thur_toxin (Pfam PF01338) ciing
duoc xac dinh ¢6 mit & 4 trinh tu duoc tién doan thudc nhom doc td nay (Hinh

3.10).

Query seq,
Specific hits

Superfanilies Endotoxin_N Endotoxin_M superfamily | com-censs-conss_like superfamily

1 100 200 e i 500 612

Query seq. I ————

Specific hits

Superfanilies Vip3A_N superfamily CEN_49 superd
1 ] 1 ] m 15 15 17% Fi ] w "5!
ey seq, N —
hi'lln'smific Bac_thur_toxin
ts

SuperfaniLies Bac_thur_toxin superfamily
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Hinh 3.10. Cac ving chirc ning dic trung cho cac nhom protein doc td Bt dugc
phat hién trén cac trinh tu ing vién khai thac dugc tir co s¢ dit liéu hé gen cua 4
chung Bt

* Két qud xdc dinh, lwa chon cdc gen mdi cé tiém néing bang tin sinh hoc

Vé mat 1y thuyét, dé xac suat phan 1ap thanh cong cac gen ma hoa doc t6 co
tinh méi tir co so dit liu hé gen 4 ching Bt nghién ciru 13 cao nhét, ching t6i uu
tién cac trinh ty ma thanh phan axit amin suy dién c6 su twong déng < 100% so véi
cac doc td Br da duoc cong bd. Mit khac, nhim ung dung trong viéc di¢t trur sdu
duc qua dau tuong, céc trinh ty ung vién cling dugc ddi chiéu véi dit liéu nghién
ctru lién quan dén cic gen ma hoa cho protein gay doc cho con trung bd canh vay
(thién vé céc loai sdu duc than, canh, bép, ré) hai cay tréng. Can cu vao cac tiéu chi
trén, 6 trinh ty gen doc td duoc du doan c6 tinh méi d3 duogc lua chon bao gém 4
gen thudc nhom cryl (bao gdm crylda, crylAc, crylBe, cryINa) va 2 gen thudc
phan nhém cry24 1a cry2A4b va cry2A4h. Trinh tu axit amin suy dién tir cac gen nay
c6 do twong ddng nam trong khoang 94,01% - 99,26% véi cac doc to Bt da cong bo.
Riéng crylNa, mic du xét vé do twong ddng, protein do gen tién doan ma hoa giéng
100% véi doc to CrylNa3, tuy nhién xét vé do bao phu, trinh ti axit amin cua
protein tién doan hon protein tham chiéu 39 axit amin & phia dau N, do vay tinh
moi cla protein tién doan van can duoc xem xét (Bang 3.7). Dua trén két qua céac
nghién ctru trude ddy, ching toi thdy rang nhidu doc t6 Bt thudc 2 nhéom Cryl va
Cry2A da dugc chirng minh ¢6 ddc luc cao véi con trung thudéc by Canh vay, dac
biét 1a cac loai sau duc than hai lua Scirpophaga incertulas [88], sau duc than hai
mia Sesamia inferens [89] va sau duc da thuc Helicoverpa armigera [90], [91]. Nhu
viy, ¢ thé thdy 6 doc td dugc lua chon hoan toan phu hop véi dinh huéng nghién
ctru dé ra. Cac nghién ctru tiép theo duogc thuc hién nham khai thac va danh gia kha
ning ung dung cua 6 doc to Br nay trong diét trir sdu hai ddu tuong E. zinckenella

Treitschke.
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Bdng 3.7. Danh sach céac protein doc td tiém nang duoc du dodn c6 tinh médi va do

tuong dong vdi cac protein diét con trung Bt di cong bd

Protein | Chung Kich : ch,h Ma3a Genbank
A A . Protein | thudc .
doc to Bt thudc N . cua
DA . doc td | protein ) .
diét con | mang | protein protein/gen | DO tuong
STT N A . tuong tham <1 A
trung gen | tién doan | ., A £ ma hoa dong (%)
" . : dong trén | chiéu .
dugc tién | ma (amino . protein tham
. . : Genbank | (amino £
doan hoa axit) : chicu
axit)

1 CrylAa | D6.2 1077 CrylAa8 | 1176 126149.1 99,26

2 CrylAc | D6.2 496 CrylAc30| 1178 | ACT22519.1 95,93

3 CrylBe | b6.1 894 CrylBe3 | 1227 | ACV96720.1 98,99

100

(hon kém
4 CrylNa | BDS8.2 640 CrylNa3 601 | AKQO8661.1 39 amino

axit)

5 Cry2Ab | SP14.2 230 Cry2Ab3 633 | AAG36762.1 94,01

6 Cry2Ah | Dé6.1 573 Cry2Ahl 632 | ACL13555.1 98,42

* Két qud ddnh gid mivc dé an toan ciia 6 protein djc to6 Bt tiém néing déi véi con
nguoi

Ngoai viéc xem xét vé tiém ning Gmg dung cua 6 protein doc td Bf quan tam,
viéc phan tich va khang dinh tinh an toan cta cic protein nay ddi voi con ngudi 1a
rat quan trong. Nghién ciru ndy dugc thuyc hién dua trén cong cu web
AllergenOnline (http://www.allergenonline.org/). AllergenOnline cung cip quyén
truy cap vao danh sach cac chit giy di tmg dd dugc thim dinh va co s dit liéu co
thé tim kiém theo trinh ty nham xac dinh cac protein tiém an nguy co phan ung
chéo giy di ung. Trang web nay dugc thiét ké dé gitip danh gia su an toan cia cac
protein co thé dugc dua vao thyc pham thong qua k¥ thuat di truyén hodc thong qua
cac phuong phap ché bién thuc phim. Muc tiéu 1a dé xac dinh cac protein can phai
c6 thém cac xét nghiém bo sung, chang han nhu lién két IgE huyét thanh, su gidi
phong histamin cta bach cau wa kiém hodc cac thir nghiém in vivo dé danh gia kha
nang phan ing chéo. Co s¢ dir li¢u dugc cap nhat hang nam, co thé duoc truy cap tu
do véi myc dich cung cdp mot cong cu don gian va hiru ich trong viéc danh gia an
toan thuc phém. Co s¢ dir liéu nay hién tai c6 2035 trinh ty va 808 nhém protein

gy di tng va c6 nguy co gy di tng. Viéc so sanh va tim kiém trinh tu protein gay


http://www.allergenonline.org/
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doc trén co sd dir liéu nay s dung ma tran diém BLOSUMS50 trén toan bd chiéu dai
trinh tu béng cong cu FASTA3. Céc trinh ty c6 d0 tuong déng trén 70% s€ duoc coi
la c6 nguy co gay di ung.

Két qua tim kiém va so sanh cho thdy 5 trinh ty truy van gom CrylAa,
CrylAc, CrylBe, Cry2Ab va Cry2Ah khéng c6 su twong ddng véi cac trinh ty tham
chiéu trén ngan hang dir lidu cac chét c6 kha nang giy di tmg Allergenonline. Ddi
v6i protein CrylNa, két qua trich xudt cho gid tri bao phu va twong dong rat thap
(dudi 30%) (Hinh phu lyc 2). Diéu nay cho thiy céc protein doc td duoc lira chon 13

an toan va khong cé nguy co gay di tng cho con nguoi.

3.3. Két qua phén lap, tich dong va xac dinh trinh tw cic gen cry ma hoa
protein ddc td mé6i ¢é tiém ning diét siu duc qua diu twong tir cac chiing Bt

lwa chon.

3.3.1. Két qud phan lap, tich dong cdc gen dic té cry

Tir bang 3.7, c6 thé thdy ngoai trir trinh tu gen cryINa cb do bao phit hoan
toan gen tham chiéu cryINa3, tit ca cac gen con lai 1a crylda, crylAc, crylBe,
cry2A4b va cry2Ah déu 1a cac gen chua duoc giai ma va lap rap hoan chinh do khong
c6 ma mé dau va ma ma két thuc, dong thoi kich thude nho hon cac gen tham chiéu
l1a crylAa8, crylAc30, crylBe3, cry2Ab3 va cry2Ahl, theo thlr ty tuong trng. Trong
truong hop nay, dé dam bao phan lap dugc ddy du trinh ty cic gen doc td cry tién
doan, viéc thiét ké moi sur dung cho phan 13p gen dugc dya trén trinh tu phén dau va
cudi ciia cac gen tham chiéu twong ung. Riéng ddi voi gen cryINa, cip moi duge
thiét ké cho phan 1ap sé khuéch dai hoan toan trinh tu tién doan khai thac duoc tir
dir liéu DNA hé gen chung Bf BD8.2 (Bang 2.1). Pé dam bao d6 chinh xac cia
phan img PCR, Phusion DNA polymerase véi hoat tinh doc stra 3’-5’ exonuclease
duogc sir dung gitup han ché tdi da cac sai sot trong qua trinh sao chép. Két qua dién
di san pham cta phan tng PCR (Hinh 3.11a) cho thdy dd khuéch dai thanh cong 6
doan DNA c6 chiéu dai phu hop véi kich thude theo du doan cia cac gen doc to Bt
quan tam (hon 3.5 kb dbi véi cac gen crylAa, crylAc, crylBe va gan 2 kb dbi véi
cac gen crylNa, cry2Ab, cry2Ah). Didu ndy ching minh cac cip mdi dugc thiét ké

va chu trinh nhiét cta phan tmg PCR sir dung dé phan 1ap gen 13 hiéu qua.
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(a)

pJET/crylAa  pIET/crylAc plET/crylBe pIET/cry1Na pIET/cry2Ab pIET/cry2Ah
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

OO

(b)

Hinh 3.11. Két qua dién di trén gel agarose kiém tra cac budc phan 1ap va nhan

dong cac gen ma hoa protein doc td Bt
(a): san pham PCR khuéch dai cac gen crylda, cryldc, crylBe, crylNa, cry2Ab va
cry24h tir DNA hé gen 4 chung Bt. (b): két qua PCR sang loc cac dong E. coli
mang plasmid tai to hop pJET/crylAa, pJET/crylAc, pJET/crylBe, pJET/cryl1Na,
pJET/cry2Ab va pJET/cry2Ah. M: thang DNA 1 Kb (Thermo Scientific).

San phém PCR khuéch dai céc gen doc td sau d6 duoc tinh sach, ndi ghép
vao vector tach dong pJET1.2/blunt tao thanh céc plasmid tai t6 hop pJET/crylAa,
pJET/crylAc, pJET/cry1Be, pJET/cry1Na, pJET/cry2Ab, pJET/cry2Ah va bién nap
vao té bao E. coli DH50, dé dong hoa gen. Pé lva chon duoc cac thé bién nap mang
cac vector mong mudn, cac dong té bao E. coli dugc nudi cdy, tach chiét plasmid va
kiém tra sy chén vao cia gen dich bang phan tmg PCR st dung cip moi
pJET1.2_F/R duoc thiét ké gin trén hai ving bién cua vector pJET1.2/blunt (Bang
2.1). Theo két qua phan tich san pham PCR trén gel agarose 0,8% (Hinh 3.11b),
chung t6i da chon duoc cac dong duong tinh (mau do) d6i voi mdi cau trac plasmid

tai t6 hop pJET/crylAa, pJET/crylAc, pJET/crylBe, pJET/crylNa, pJET/cry2Ab
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va pJET/cry2Ah. Céc plasmid nay tiép tuc dugc sir dung 1am nguyén liéu dé giai
trinh tu gen bang phuong phap Sanger str dung cap méi pJET1.2_F/R.

3.3.2. Két qua gidi va so sdnh trinh tw ciia cdc gen cry da phan ldp véi cdc gen

djc té Bt di cong bo.

Két qua giai trinh ty theo phuong phap Sanger va phan tich bang phan mém
BioEdit ciing nhu so sanh trén cong cu BLAST khéng dinh viéc phan lap thanh
cong 6 gen ma hoa protein doc td 1a crylda, crylAc, crylBe, cryINa, cry24b va
cry2Ah tir 4 ching Bt dugc lya chon tir bo suu tap Bt cua Vién Cong ngh¢ Sinh hoc.
Tuy nhién ngoai gen crylNa c6 trinh ty phan 1ap dugc hoan toan khép véi trinh ty
gen tién doan, trinh tu thyc té phan 1ap duogc cta cac gen con lai déu co6 nhiéu diém
sai khac so vdi trinh ty gen tién dodn khai thac tir co so dir liéu hé gen Bt (Bang
3.8). Piéu nay hoan toan co thé dugc 1y giai bai qua trinh giai trinh tu va lp rap hé
gen co ti 1¢ sai sot 16n hon so véi gii trinh ty doan DNA ngan theo phuong phap
Sanger. Ngoai ra, cac truong hop st dung gen ti€n doan ¢ dang gen cut (duoc giai
mi va lip rap chua hoan chinh) c¢6 dd chinh xac vé trinh tu khong cao ciing 1a
nguyén chinh din dén nhiing sai khac nay.

Bing 3.8. Sy sai khac vé trinh ty nucleotide giita cac gen doc t6 duoc phan 1ap véi

trinh tu gen tién doan khai thac tir dir 1i€u giai trinh ty hé gen.

w sai
nucleotide
1 crylAa 342 Thém T
444 G—oT
616 T—-C
648 A—G
2 crylAc 684 G—-A
738 G—-A
741 C-T
936-937 Thém TT
3 crylBe 1041 Thém G
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1962 A—G
4 crylNa Ko Ko
248 Thém C
527 Thém T
531 Thém T
561 Thém T
695 G—-A
5 cry2A4b
708 C-T
762 A—G
798 C—-T
813 T—C
816 C->T
6 cry2Ah 214 Thém A

Do ¢6 su sai khac vé trinh ty nucleotide giita cdc gen ma hoa protein doc t6
Bt phan 13p duogc véi céc trinh tu gen tién doan ban dau, chung t6i da st dung thuat
toan BLASTp dé kiém dinh tinh méi cta cac protein doc té do cac gen nay ma hoa.
Két qua dugc trinh bay trong bang 3.9 cho thy su thay d6i vé tinh méi ctia mot s6
gen thuc té phan 13p dugc so vdéi tién doan ban dau. Cu thé, hai gen crylAa va
crylAc c6 ngudn gbc tir chung Bt 6.2 ban dau dugce tién doan c6 tinh méi duoc
xép hang 4 (Rank 4) do trinh ty axit amin tuong dong 99,26% va 95,93% (nam
trong khoang > 95%) v&i gen crylAda8 va crylAc30, theo thu tu tuong ung. Tuy
nhién, két qua phan lap thuc té da ching minh 2 gen nay chinh 1a crylda8 va
crylAc30 do c6 trinh ty nucleotide giong 100% véi gen tham chiéu, vi vay khong
c6 tinh méi. Gen cry24b ban dau duoc dy doan c6 tinh méi xép hang 3 do trinh tu
protein ma héa twong dong 94,01% (nam trong khoang > 78% va < 95%) véi doc t6
Cry2Ab3, tuy nhién trinh ty gen cry24b thyc té phan lap duoc c¢6 do twong dong
cao hon du doan (99,21%, nam trong khoang > 95%), nén d6 madi chi dugc xép
hang 4. Ngoai ra, so voi tién doan ban dau, mtc d6 tuong déng cua cac protein doc
t6 ma hoa boi cac gen crylBe va cry2Ah thuc té phan 1ap duoc so voi cac protein

tham chiéu Cry1Be3 va Cry2Ahl ciing c6 su ting nhe (tir 98,99% 1én 99,56% va tir
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98,42% 1én 99,53%), tuy nhién tinh méi ctia hai gen nay van giir nguyén & hang 4.
Trong s6 6 gen cry da phan lap, chi duy nhat gen crylNa khong cé su sai khac giita
trinh tu thuc t& va trinh tyu tién doan ban dau. Mic du co do tuong déng 100% voéi
trinh ty gen cryINa3, nhung dau 5° ctia cry/Na c6 thém 1 doan gom 117 nucleotide
phia ddu 5° ma héa cho 39 axit amin dau N cta chudi polypeptide. Vi viy, tinh m&i
ctia doc t6 Cry1Na can duoc cin nhic va xem xét.

Bing 3.9. Mtc do tuong dong ctia 6 protein doc té di phan lap duoc gen mi hoa

v&i céc protein da cong bo trén Genbank

Kich Protein
A A thwée . X Murc do Mirc do A
Doc to en ma tham chicu twong ddng | twong don Xep
TT | Bt phan & ~ | twong dong & cong g cong hang vé
A hoa phan ” du doan thuc té , re
lap 1ap duoc trén (%) (%) tinh mai
#p U Genbank ? 0
(bp)
CrylAa 3531 CrylAa8 99,26 100 Khong
2 | CrylAc 3537 CrylAc30 95,93 100 Khoéng
100
(hon protein Cin xem
3 | CrylNa 1890 CrylNa3 100 tham chicu <&t
39 amino
axit dau N)
4 | CrylBe 3681 CrylBe3 98,99 99,56 Hang 4
5 | Cry2Ab 1902 Cry2Ab3 94,01 99,21 Hang 4
6 | Cry2Ah 1899 Cry2Ahl 98,42 99,53 Hang 4

Su sai khac vé trinh ty nucleotide va axit amin giita cac gen mi hoa protein
doc t6 co tinh m&i 14 crylNa, crylBe, cry2Ab va cry2Ah véi cac trinh ty gen tham
chiéu duoc liét ké cu thé tai hinh 3.12 va bang 3.10.

Gen cry24b phan lap tir ching SP14.2 gém 1902 nucleotide, ma hoa cho
chudi polypeptide gdbm 633 axit amin voi khdi luong phéan tir ude tinh 1a 70 kDa.
Trinh tu nucleotide va axit amin suy dién cia gen nay c6 do twong dong 99,05% va
99,21%, theo thu ty tuong Ung, vdi gen cry2Ab3 trén GenBank véi ma truy cap
AF164666.1 (Hinh phu luc 3). Giéng nhu cac thanh vién khac thudc ho doc td Cry
c6 cau tric ba ving chirc ning, ciu tric protein Cry2Ab ciing gdm ba ving bao ton
dién hinh 13 endotoxin N (pfam03945), endotoxin mid (pfam09131) va
endotoxin_C (pfam03944). Két qua giong hang trinh tu cta gen cry24b phan lap




dugc voi gen tham chiéu cry24b3 cho thay 18 vi tri sai khac vé nucleotide. Tuy
nhién, chi c6 7 vi tri trong s6 d6 dan dén su thay doi vé 5 axit amin, cu thé 1a & cac
codon 232 (K232R), 317 (S317T), 318 (N318Q), 329 (S329T) va 346 ( 1346V)
(Hinh 3.12, Bang 3.10). Ngoai trir vi tri sai khac axit amin & codon 232 nam trong
vung I (endotoxin_ N) chiju trach nhiém chén qua mang va tao 15 trén mang té bao
rudt gitta ctia con tring dich, tat ca cac vi tri sai khac con lai déu nam trong ving I

(endotoxin_mid), 13 ving lién quan dén nhan biét va gan két véi thu thé, quyét dinh
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tinh dc hiéu con trung cia doc td Br.

cryZ2Ab3

cryZhb

cryZBAb3

cry2Ab

cryZAb3

cry2Ab

cry2Ab3

cry2hb

TACTTGAAAAATTATACAAGAGATTACTCTAACTATTGTATARATACGTATCAAAGTGCGTTTAAAGGTTTARACACTCGTTTACACGAT
Yy L KX N Y TRDY SNYCTIWNTY QS AU FU K GTILNTRTULHD

................................................................ L o
Y L KN Y TRDYSNZYTCTINTYSGQSATFI RSOGTILNTR RTILHD
Endotoxin_N

730 740 750 760 770 780 790 800 810

e e T e
ATGTTAGAATTTAGAACATATATGTTTTTAAATGTATTTGAGTATGTATCTATCTGGTCGTTGTTTAAATATCAAAGTCTTCTAGTATCT

M L EFRTYMY FILNVZ FEYV S5 I WS L FKY QS L L V S

......................................... T
M L EF RTYMV F LNV F EY V S I WS L F KY QS L L V S
Endotoxin_N
820 830 840 850 860 870 880 890 900

S GANLYASGSGPOQQTOQS F TS QD WP F L Y S L F
Endotoxin_mid

P 1 T e e e e I TP P e |
CAAGTTAATTCAAATTATGTGTTAAATGGATTTAGTGGTGCTAGGCTTTCTAATACCTTCCCTAATATAGTTGGTTTACCTGGTTCTACT

Q VN S NY VL NGF S GGAURULJS§SgNTU FU?PNTIUVSGILUPGJ ST
............................. cC........C.....A...AGC.G..T...........T...............A.....
Q vV N S NY VL NG F S GAURUL@ZETT FU?PNTIUVSGTILUPGTET

Endotoxin_mid

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

e e T e
ACAACTCACGCATTGCTTGCTGCAAGGGTTAATTACAGTGGAGGAATTTCGTCTGGTGATATAGGTGCATCTCCGTTTAATCAAAATTTT

T T H AL LAAUZRVNY S GGGES S GDIGASPFDNOQNF

T T H A L L.AARVNY S GGM S S G DI GAS P F N QN F
Endotoxin_mid



crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

crylBe3

crylBe

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620

e e e T T I |
TCATTCAACCTTAATTCAGGTACCTCTGTAGTCAGTGGCCCAGGATTTACAGGAGGGGATATAATCCGAACTAACGTTAATGGTAGTGTA
s F N L NS G T SV Vs G P GF TGGUD I I RTNUV NG S V

Endotoxin_C (Domain III)

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980

e e S T T I I |
GATAAAATTGAATTCATTCCAATTACTGCAACCTTCGAAGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCGCAAGAGGCGGTGAATGCTCTGTTTACT
OD K I E F I P I T A T VF EAUEYDILEI R AOQE AV N AL F T

D K I E F I P I TATFEA ATEYDTLTET RI AT QEA AUVNA ATLF T
Domain IV-VII

2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340

e e |
GGAAGTGAGAACATTACAATCCAGGAAGGAAATGACGTATTTAAAGAGAATTACGTCATACTACCGGGTACTTTTAATGAGTGTTATCCG
G s E N I T I 0 E G N DV F K ENY V I L P G T F N E C Y P

G S EN I T I QE G NDV F KZEN NV YUVE@LPOGTT FNTZETCTYP
Domain I'V-VII

2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430
| . T e O o o T I TP I e |

ACGTATTTATATCAAAAAATAGGGGAGGCGGAATTAAAAGCTTATACTCGCTACCAATTAAGTGGCTATATTGAAGATAGTCAAGATTTA
T Y L Y Q K I 6 E A E L KA Y TR Y Q L S G Y I E D S Q D L

T ¥y LY @ K I 6 E S8 E L K A Y TR Y Q L s G Y I E D S Q D L

Domain IV-VII

2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
e e T T I I |
GAGATATATTTGATTCGTTACAATGCGAAACATGAAACATTGGATGTTCCAGGTACCGAGTCCGTATGGCCGCTTTCAGTTGAAAGCCCA

E I v L I R Y NAIKUHETLDV P G T E S V WEBUL S V E S P

Domain IV-VII

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970
E e O S I IR B e T I e e o |
TTTGTAGATTCTCAATATGATAGATTACAAGCGGATACAAACATTGGCATGATTCATGCGGCAGATAAACTTGTTCATCGAATTCGAGAG
F VD SQYDRULOQADTNTIGMTIHAADI KLV HUR I R E

Domain IV-VII

3070 3080 3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
e e e T e I |
TACGATGCGAGAAATGTCGTTAAAAATGGTGATTTTAATAATGGATTAGCATGCTGGAATGTAAAAGGGCATGTAGATGTACAACAGAGC

Y Db A RNV YV KNGDFNNGILAZSEWNV K G HV DV Q Q s

Yy b ARNVV KN GDFNNGILAIEWNV K G HV DV Q Q S

3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
e e T T I I |
CATCACCGTTCTGTCCTTGTTATCCCAGAATGGGAAGCAGAAGTGTCACAAGCAGTTCGCGTCTGTCCGGGGCGTGGCTATATCCTCCGT

H H RSV L VI P EWEAZEV S Q A V RV C P G R G Y I L R

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330
S e e e e I |
GTCACAGCGTACAAAGAGGGATATGGAGAGGGTTGTGTAACGATCCATGAAATCGAGAACAATACAGACGAACTAAAATTTAAAAACTGT

v T A Y K E GY G E G CV TIHETIENNTDE L K F KN C

v T A Y K E GY G E G CV T I HZETIENNTDEL K F KN C
3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
O S P L P P P P P P P P IR I I IS P
GATAATCATTGTGAATATGACAGAGGGTATGTGAATTATCCACCAGTACCAGCTGGTTATATGACAAAAGAATTAGAATACTTCCCAGAA
b N HCEY D RG YV NY P P M PAG Y M T KETLEY F P E

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680
D e e e e T T
ACCGATAAGGTATGGATTGAGATTGGAGAAACGGAAGGGAAGTTTATTGTAGACAGCGTGGAATTACTCCTTATGGAGGAATAG

T b K Vv w I E I G ETE G K F I VDSV ETLTLTLME E *



cry2ahl

cry2ah

cry22hl

cry2Ah

cry2ahl

cry2ah

cry2Bhl

cry2hh

cry2Bhl

cry2ah

cry22hl

cry2Bh

cry2Bhl

cry2hh

CrylNa3
CrylNa

CrylNa3
CrylNa

CrylNa3
CrylNa

CrylNa3
CrylNa

CrylNa3
CrylNa

180 200 210 220 230 240 250 260 270
T T T e I e e B T e T T I EE T Y E i I (R [ I |
CTTTTARAGARAGTGGGGAGTCTTGTTGAARAAAGAATATTAAGTGAGTTACGGAATTTAATATTTCCTAGTGGCAGTACARATCTAATG
L L K KV 6 s L v B K®RTIULSETLT RNTZULTITFUPS G S TNLM

Endotoxin N

730 740 750 760 770 780 790 800 810
e e e e e L I I
ATGTTAGAATTTAGAACATATATGTTTTTARATGTATTTGAATATGTATCTATCTGGTCGTTGTTTAAATATCARAGCCTTCTAGTATCT
M L E FRT YMFILNJ YV FEJYU VS I WS LFEKTVY Q5 L L V S

Endotoxin_N

820 830 840 850 860 870 880 890 900
L e e Y T |
TCTGGCGCTAATTTATATGCARGTGGTAGTGGACCACAGCAGACCCAATCATTTACTTCACARGACTGGCCATTTTITATATTCTCTTTTC
5 G A NL Y A S5 G 35 6P Q QT @ s F T S Q D WP F L Y 35 L F

s 6 A NL Y A 5 G6G 3 GP Q QT S F TS QD WP F L Y S5 L F

Endotoxin_mid

1360 1370 1380 1380 1400 1410 1420 1430 1440
B e e e [ I R [ .
AGTCCTTCAGGAACACCTGGTGGATTACGAGCTTATATGGTATCTGTGCATAACAGARARRATAATATCTATGCCGTTCATGARAATCGT
5 P 35 6 T P G GG L R A Y MV 5 V HNUERIEKNNTITYAV HENG

Endotoxin_mid

1450 1460 1470 1480 1480 1500 1510 1520 1530
R R e e e e I I B B Il e I R Rl S P B
ACTATGATTCATTTAGCGCCGGAAGATTATACAGGATTTACTATATCGCCGATACATGCAACTCAAGTGAATAATCARACGCGAACATTT
T M I H L AP EDYTGFTTISPIHATSGGVNNJGETZRTF

Endotoxin_C
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R PRI TP R e e N I e
AATGTACCGTTAGATATAAATGTGACATTARATTCGGGTACTCAATT TGAGCTTATGAATATTATGTTTGTTCCAACTAATCTTCCACCA
N VP LDINUVTILNZSGTQQFETLMUETIMTFETYVU©P?ETNTETESTE

Endotoxin_C
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e e e I
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B B I I T I e I I N e e
GKVANYYESLEQAVERSMPQFAVGNFEVPLLTVYVQAANLHLLLLRDVSVYGKRWGWSEQKIKIYYDKQIKYTHEYTNHC
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T e I | . | . | . |. S e L

PSFSDMENATIRTPHLMEFLRMLTIYTDWYSVGRNYYWGGHRVTSYHVGGENIRSPLYGREANQEVPRDFYFYGPVFKTL



CrylNa3 SKPTLRPLQQPAPAPPFNLRSLEGVEFHTPTGSFMYRERGSVDSFNELPPFNPVGLPHKVYSHRLCHATFVRKSGTPYLT
L a0 =

CrylNa3 TGAIFSWTHRSAEETNTIESNIITQIPLVKAYQIGSGTTVRKGPGFTGGDILRRTGPGTFGDMRININAPLSQRYRVRIR
L T

CrylNa3 YASTTDLQFVTSINGTTINIGNFPKTINNLNTLGSEGYRTVSFSTPFSFSNAQSIFRLGIQAFSGVQEVYVDKIEFIPVE
L 0 1

Hinh 3.12. Két qua giéng hang thé hién su sai khac vé trinh tu nucleotide va axit
amin gitta gen doc t6 cry24b, crylBe, cry2Ah, crylNa va cac gen tham chiéu
(Chit mau d6 va chir dugc boi xanh thé hién cac vi tri sai khac vé nucleotide va axit
amin, theo thi ty twong ung. Phan trinh tuy giong nhau giita hai gen duoc rat ngan

va biéu dién boi cac dudng dit nét)

Gen crylBe phan lap tir ching D6.1 gdm 3681 nucleotide, ma hoa cho chudi
polypeptide gdm 1226 axit amin véi khdi lugng phan tir uwée tinh 14 136 kDa. Trinh
tw nucleotide va axit amin suy dién ciia gen nay co do twong dong 99,48% va
99,35%, theo thu ty tuong Ung, véi gen crylBel trén GenBank véi ma truy cap
AF077326.1 (Hinh phu luc 4). Vé cdu tric, ngoai 3 ving chirc ning chinh tao thanh
vung 18i doc t6 dién hinh cho cac 8-endotoxin san sinh bai B, protein CrylBe con
¢6 ving dau C mo rong gdm 4 domain (domain IV-VII). Két qua giéng hang trinh
tu ctia gen crylBe phan 1ap dugc v6i gen tham chiéu crylBel cho thay 18 vi tri sai
khac vé nucleotide. Tuy nhién, trong sd nay chi c6 7 vi tri sai khac dan dén sy thay
ddi vé axit amin, cu thé 1a & cac codon 770 (I770T), 790 (A790S), 834 (P834S),
1038 (C1038F), 1068 (A1068E), 1186 (V1186L) va 1191 (M1191V). bac biét, toan
bd cac vi tri axit amin sai khac nay déu nam trong ving dau C mé rong (Hinh 3.12,
Bang 3.10). Vung nay duoc cho 13 ¢o chirc ning chinh trong viéc hinh thanh ciu
trac thé vui dang tinh thé cta protein tién doc td (protoxin) do thanh phan axit amin

rat gidu cysteine gitp tao cac cau ndi disulphide lién phan tir.

Gen cry2Ah phan 1ap tir ching D6.1 gdm 1899 nucleotide, ma héa cho chudi
polypeptide gdm 632 axit amin v6i khéi lugng phan tir ude tinh 13 70 kDa. Trinh ty
nucleotide va axit amin suy dién ciia gen ndy c6 do twong dong 99,84% va 99,53%,

theo thir tu twong Ung, voi gen cry24hl trén GenBank véi ma truy cap EU939453.1
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(Hinh phy luc 5). Tuong ty v6i doc td thudc nhom Cry2, protein Cry2Ah ciing chi
c6 cAu tric ba ving chic ning dién hinh 13 endotoxin N, endotoxin mid va
endotoxin C. Két qua giong hang trinh ty ctia gen crv24h phan lap duoc véi gen
tham chiéu cry24h1 cho thiy 3 vi tri sai khac vé nucleotide, dong thoi din dén thay
d6i vé thanh phan axit amin tai 3 vi tri codon 70 (E70G), 628 (L628I) va 629
(P629S). Trong d6, codon 70 nam trong ving I (endotoxin N), 2 codon con lai nim
trong vung III (endotoxin C) (Hinh 3.12, Bang 3.10). Ca 2 ving nay déu c6 chirc
nang lién quan dén viéc chén vao mang va tao 1 trén mang té bao rudt giira cia con

trung dich.

Gen cubi cung 1a cryINa phan lap tir chung BD8.2. Gen nay gdom 1890
nucleotide ma hoa cho chudi polypeptide gdm 629 axit amin v&i khoi lwong phan tir
wdc tinh 1a 70 kDa. Protein CrylNa ciing chi ¢ cdu tric ba ving chirc ning dién
hinh 12 endotoxin_ N, endotoxin mid va endotoxin C. Két qua giong hang trinh ty
cia gen cryINa phan 1ap duoc voi gen tham chiéu cryINa3 (mid Genbank
KT273482.1) cho thiy su tuong dong 100%. Tuy nhién, gen cry/Na c6 thém 1
doan gdm 117 nucleotide phia ddu 5° ma héa cho 39 axit amin dau N cta chudi

polypeptide (Hinh 3.12, Hinh phu luc 6).

Bing 3.10. Vi tri cac nucleotide va axit amin sai khac ciia cic gen doc to phan 1ap

duoc so voi gen tham chiéu

] ] Vi tri Su sai khac
Gen doc to | Gen doc to S, nucleotide giira | Su sai khac
A 1A .z | nucleotide A 1AL s . .
phan 1ap tham chiéu AN gen phin 13p va | amino axit
sai khac <X
gen tham chiéu
695 A—G K—R
708 T—C -
762 G- A -
798 T—C -
813 C—->T -
cry2Ab cry2Ab3 816 T —-C -
930 A—C -
939 T—C -
945 G- A -
949 T—A
951 TG S—T
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952 A—C
954 TG N=Q
957 C—-T -
969 A>T -
985 T—A S—>T
1020 T—C -
1036 A—G I1-V
1554 T—C -
2309 C—>T I-T
2368 T—G A—S
2500 T—C P—S
2874 C—-T -
3113 T—G C—F
3203 A —C A —>E
3210 T—C -
3222 T—>G -
crylBe crylBe3 3237 T—-C -
3282 T—G -
3294 T—C -
3300 T—C -
3556 C—>G V—->L
3571 G— A M-V
3579 G- A -
3591 T—C -
3648 C—-T -
3651 G— A -
209 A—->G E—G
cry2Ah cry2Ahl 1882 C—oA L—I
1885 C—>T P—S
SLILKLFLL
Gen tham chiéu NVMSELK
CrylNa CrylNa3 1-117 khong cb GNFKKSTN
RTCCLLKII
NIGGRG

Nhu vdy, tir két qua khai thac dir liéu genome 4 chung Bt P6.1, D6.2,
SP14.2, BD8.2 va phan 1ap 6 gen mdi tiém ning, chung toi da thu dugc 4 gen ma
hoéa cho cac protein doc t6 diét con triung co tinh médi cip d6 4 va khong c6 nguy co
gay di ung 1a crylBe, crylNa, cry2Ab va cry24h. Dang cha y, phan 16n cac thanh
vién thudc nhom gen cryl va cry2 d duoc nhiéu nghién ciru trude day chimg minh

la ma hoéa cho cac protein gay ddc cho con trung bd canh vay, trong d6 co céac loai
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sau dyc than, sdu duc qua... Pidu nay cho thdy 4 gen doc t6 Bt da phan lap rat c6
tiém nang va phu hop véi muc tiéu nghién ciru ciia dé tai. Trong budc tiép theo, 4
gen nay s€ dugc dua vao h¢ biéu hién cua vi khuan E. coli nhim thu duoc protein
tai t0 hop dé danh gia kha nang diét sau duc qua hai dau twong Etiella zinckenella
Treitschke.

3.4. Két qua thiét ké vector, biéu hién cac gen ddc td cry ciia cac chiing Bt trong
té bao E. coli va danh gia hoat tinh diét siu duc qua diu twong cia protein tai

t6 hop

3.4.1. Thiét ké cdc vector biéu hién pET32a(+) mang gen crylNa, cry2Ab, cry2Ah
va crylBe

Vector pJET1.2/blunt chi dugc st dung cho muc dich tach dong, hoan toan
khong c6 kha ning biéu hién gen ngoai lai. Do d6, chiing toi tién hanh cit va ghép nbi
cac gen crylNa, cry2A4b, va cry2Ah da dugc dong hoda trong vector pJET1.2/blunt
sang vector biéu hién pET32a(+) - mdt vector co nhiéu wu diém thuan lgi cho viéc
biéu hién gen ngoai lai do c6 mang T7/ac promoter 12 mét loai promoter manh dugc
cam Gng boi IPTG. Pdi véi crylBe, doan gen phan lap dai 3681 bp, ma hoa cho
mot tién doc t6 co khoi lugng phan tir 16n do c6 chira ca cac trinh tu thudc vung mo
rong dau C khong c6 vai trd trong qua trinh gay ddc cta protein cho con trung dich
(ving mé rong dau C nay sé& bi cit bo bai cac protease khi tién doc t& vao rudt giira
cua con trung dé tao thanh doc td dang hoat hoa). Mat khac, kich thudc gen 16n
ciing gy kho khin cho qua trinh thiét ké vector ciing nhu viéc biéu hién gen. Vi
vay, trong trudng hop ndy, chiing t6i lua chon biéu hién mét phan doan gen crylBe
mi hoa protein doc t6 véi kich thude 2063 bp bao gébm 3 domain dau tién nam

trong vung 161 doc, chiu trach nhiém gay doc cho con trung dich.

Phan doan gen crylBe duogc khuéch dai nho phan tng PCR st dung khuon
la plasmid pJET/crylBe va cip moi dic hiéu c6 gan thém vi tri nhan biét cia
BamHI va Xhol (Bang 2.1) giup xir 1y cét tao dau so le cho doan DNA thu duoc.
(Hinh 3.13a). Dbi v6i 3 gen con lai 1a cryINa, cry24b, va cry24h, do trong qué
trinh phan 1ap gen, khi thiét ké moi (Bang 2.1), ching t6i da dua trinh ty nhan biét
ctia hai enzyme han ché BamHI va Xhol vao hai dau cac gen nén van dé tré nén don

gian khi st dung chinh cip enzyme nay dé cit va thu cic doan gen dich (Hinh



82

3.13b). Cung véi d6, dé tién hanh ndi ghép cic gen quan tdm vao vector biéu hién
pET32a(+) thi ban than vector cling phai dugc cit mé vong bang chinh hai enzyme
trén dé tao dau dinh bd sung (Hinh 3.13b). Sau khi cic enzyme cat hoan toan, tién
hanh thu, tinh sach cac doan gen dich va vector pET32a(+) mé vong dé thuc hién
phan tng ndi ghép nho xuc tac ctia T4-DNA ligase tao thanh cac vector tai to hop
pET32/cry1Be, pET32/cry1Na, pET32/cry2Ab, pET32/cry2Ah va duoc bién nap vao
chung vi khuan biéu hién E. coli BL21 bang phuong phép sbc nhiét.

crylBe M

kb
— 10 10
—6  pET32a(+) 2 7
3 3 '\« pIET12
2 —
5,5 1,5 -
1 1

(b)

(a)

kb

10
pET32a(+) B = & 6
3

cry i 5

0,5

(c)

Hinh 3.13. Két qua dién di trén gel agarose kiém tra cac budc thiét ké cac vector
biéu hién pET32a(+) mang gen cryINa, cry24b, cry2Ah va crylBe
(a) San pham PCR khuéch dai phan doan 2063 bp ctia gen crylBe
(b) Két qua xtr 1y cac vector bang cip enzyme BamHI va Xhol dé tao nguyén liéu
cho phan tng ndi ghép. 1: plasmid pET32a(+); 2-5: pET32a(+) va pJET/crylNa,
pJET/cry2Ab, pJET/cry2Ah dugc cit bang BamHI va Xhol, theo thi ty twong tng.
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(c) Cat kiém tra cac plasmid tai t6 hop pET32/crylNa, pET32/cry2Ab,
pET32/cry2Ah va pET32/cry1Be bang BamHI va Xhol (1-4, theo tht ty twong tmg).
M: Thang DNA 1 Kb (Thermo Scientific).

Pé xac dinh dugc cac dong té bao mang cac plasmid tai to hop mong muén,
chung t0i tién hanh tach chiét plasmid va cit kiém tra bang cip enzyme han ché
BamHI va Xhol. V& 1y thuyét, néu qua trinh nbi ghép gen thanh cong thi cac vector
thanh phdm khi dugc xir 1y bang cip enzyme han ché nay sé tao ra 2 doan ADN bao
gom: doan 16n dai gan 6 Kb (khung vector pET32a(+)) va doan nho c6 kich thudc
dung bang cac gen dich (khoang 2 Kb). Két qua dién di kiém tra san phdm cac phan
g cit trén gel agarose (Hinh 3.13c¢) cho thiy da chon duogc cac dong té bao E. coli
BL21 mang plasmid cho cic biang ding nhu tinh toan Ung véi ting céu triic
pET32/cry1Be, pET32/crylNa, pET32/cry2Ab va pET32/cry2Ah. Cac vector téi to
hop nay sau do tiép tuc duoc giai trinh ty dé khang dinh chic chan qua trinh thiét ké
vector khong xay ra cac sai sot anh huong dén khung doc cta gen dich. Cac dong té
bao E. coli BL21 mang vector biéu hién da duoc kiém chung chat ché dugc dugc st

dung dé nghién ctru biéu hién cac doc tb Bt quan tam.

3.4.2. Biéu hién cdc gen crylBe, crylNa, cry2Ab, va cry2Ah trong té bao E. coli
BL21

Dura trén diic diém cia vector biéu hién pET32a(+), voi cach thiét ké cac plasmid
tai t6 hop néu trén, cac gen cry s€ dugc biéu hién & dang protein dung hop. Cu thé, dau
5’ cua gen cry dugc lai véi frx ma hoa cho thioredoxin cung vdi hai doan trinh ty ma hoa
cho S.tag va hexahistidine (6xHis), két qua biéu hién 1a protein tai to hop Trx-His-Stag-
Cry (Hinh 3.14a). Viéc biéu hién ¢ dang dung hop véi thioredoxin da dugc chimg minh
gitip ting kha ning hinh thanh c4u tric bac bbn chinh xac cho protein ngoai lai, dong
thoi han ché su thily phan boi céc enzyme protease trong té bao chi. Ngoai ra, nhd dung
hop véi hexahistidine, protein tai t6 hop ¢ thé duogc tinh ché bang cot sac ky dua vao i
luc gitta 6xHis va Ni?" trén cot.

Chung vi khuan E. coli BL21 duoc sir dung 1am ching biéu hién gen. Day 1a
ching chura dot bién lon protease (protease ndi bao) va ompT protease (protease
mang ngoai té bao). Vi vay, chung c6 uu diém 13 han ché duoc su phan cit cua

protease ddi véi protein ngoai lai, gitp cho protein ngoai lai 6n dinh hon trong té
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bao sau khi dugc tong hop. Dé biéu hién gen, chung téi to hop phai dugce nudi cy
trong mdi trudng c6 chat cam tmg promoter. Cac gen cry trong vector tai to hop
pET32/cry hoat dong dudi sy diéu khién ctia promoter T7. Promoter nay duoc kiém
soat chit ché bai chat cam ung IPTG. Vi vay, dé biéu hién cac gen doc td cry, té
bao E. coli BL21 mang plasmid tai to hop dugc nudi ciy trong méi trudng chon loc
dén khi ODggo dat 0,6 - 0,8 thi bo sung thém chat cam ung IPTG dén ndng do cudi
cung 14 0,1 mM va nudi tiép trong khoang 4 gid. Protein tong sb cua dich chiét té

bao dugc phan tich trén gel polyacrylamide (Hinh 3.14b).

T7 promoter His-tgg S-tag T7 terminator Recombinant Protein Mw
: _| I Trx-His-Stag-Cry1Be 95 kDa
cry Translation  Trx-His-Stag-CrylNa 88 kDa
BamHI Xhol Trx-His-Stag-Cry2Ab 89 kDa
Trx-His-Stag-Cry2Ah 89 kDa
(a)
pC 1 BC 4 M kDa
— 180
— 130
[ J—
r g e
P - 100
e — — 70
B =
: = —55
- — | —
= 8 —40
— —
(b)
Da pcm 2 1 3 BC 4 M
180 — - S — 180
HEC
- —
100— - - 70
——— - — 55
70 — (] e — A0
55 - - — 35
- — 25
40 — -
35 _—

(<)

Hinh 3.14. Két qua biéu hién cac gen crylBe, crylNa, cry2Ab39 va cry2Ah trong té
bao E. coli BL21

(a) Mb hinh cassette biéu hién protein tai to hop dang dung hop Trx-His-Stag-Cry.

(b), (c) Phan tich SDS-PAGE va Western blot kiém tra protein tong sé cac chung E.

coli biéu hién cac protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab (1), Trx-His-Stag-
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CrylNa (2), Trx-His-Stag-Cry2Ah (3) va Trx-His-Stag-CrylBe (4). BC: protein
tong s cua té bao E. coli BL21. M: thang protein 10—180 kDa (Thermo Scientific).

Két qua trén dién di d6 cho thdy, trong diéu kién duoc cam tmg boi IPTG,
protein tong s6 thu dugc tir cac ching E. coli BL21 mang cac vector pET32/cry1Be,
pET32/cry1Na, pET32/cry2Ab va pET32/cry2Ah chira cac bang protein ddm nét co
kich thudc twong duwong véi céc protein dung hop Trx-His-Stag-Cryl1Be (95 kDa),
Trx-His-Stag-Cry1Na (88 kDa), Trx-His-Stag-Cry2Ab va Trx-His-Stag-Cry2Ah (89
kDa). Trong khi d6, & mau ddi ching 1a té bao E. coli BL21 thi khong thiy sy xuét
hién cac bang protein nay. Viéc biéu hién thanh coéng cac protein tai to6 hop mong
mudn con duoc khiang dinh thong qua phép lai mién dich Western blot v6i khang
thé khang hexahistidine (6xHis) (Hinh 3.14c). Cac két qua thu duogc, chung t6i di dén
két luan da biéu hién thanh cong cac gen crylBe, crylNa, cry2Ab, va cry2Ah trong
té bao E. coli BL21.

3.4.3. Thir hoat tinh di¢t sdu duc qud ddu twong ciia cdc protein tdi té hop thu
dwoc.

Dé kiém tra kha ning diét sau duc qua dau twong E. zinckenella Treitschke, cac
chung E. coli BL21 biéu hién cac protein doc to tai to hop CrylBe, CrylNa,
Cry2Ab va Cry2Ah dugc nudi cdy ¢ didu kién cam Gng va thu sinh khéi ctia 150 ml
dich khuan sau 4 gio. Té bao E. coli sau d6 duoc hoa trong 10 ml dung dich EB va
siéu 4m pha té bao dé thu dich protein tong s c6 chira cac protein mong mudn. Thi
nghiém thur hoat tinh diét sdu duc qua dau tuong E. zinckenella Treitschke dugc
thuc hién tuong ty nhu da lam dé sang loc cac chung Bt trong bd suu tap Bt ban dia
Viét Nam cia Vién Cong nghé Sinh hoc. Cu thé, bd sung 2 ml dich protein téng $6
vao coc chira 20 g méi trudng thirc dn nhan tao. Mdi cde duogc tha 10 ca thé siu non
tudi 2-3 dé thir nghiém. Song song véi cac cong thirc thi nghiém, thuc hién twong tur
v6i cac cong thirc ddi chimg st dung dich protein tong sé cua vi khuan E. coli
BL21, dung dich dém EB va nudc deion. Thi nghiém duoc 1ap lai 3 lan.

Can ¢t vao ti 1& sdu chét sau 7 ngay theo doi (Bang 3.11, Hinh 3.15) c6 thé
thdy protein Cry1Be c6 hoat lyc diét sdu yéu nhit véi ti 16 sau chét den 13 66,67%.
Hai protein CrylNa va Cry2Ah c6 doc lyc manh hon voi u trung sau duc qua dau,

v6i ti 18 diét sau 1a 86,67% va 80%. Dang chu ¥, ti 1& sdu chét ¢ cong thirc sir dung
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Cry2Ab 14 cao nhét (96,67%), chiing to protein Cry2Ab c6 kha niang diét sau duc
qua dau tdt nhat trong $6 4 loai doc td duoc thir nghiém. Protein nay dugc lya chon
dé thuc hién cac phén tich tiép theo nham xac dinh lidu gay chét trung binh LCso va

cac nghién ctru ti€p theo.

Hinh 3.15. Két qua thur hoat tinh diét sau duc qua dau tuong E. zinckenella

Treitschke ciia cac protein tai to hop
(a-h: Mbi truong thire 3n nhan tao bo sung dich protein tong sé chung E. coli BL21,
dém EB, nudc deion, dich protein téng sb cac ching E. coli BL21 biéu hién cac
protein doc t6 tai to hop CrylBe, Cry2Ab, CrylNa va Cry2Ah, theo thir tu twrong
ng)
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Bdng 3.11. Két qua thir hoat tinh diét sau duc qua E. zinckenella Treitschke cua 4
protein ddc t6 tai to hop

x . s e R Téng sdu | Tong sau song | Téng siu H?Aat l}rc
STT | Mau thi/Protein tai to hgp bit vao + chét tring chét den dl(@:ﬁ/ s)au
Qéi chl,’mg 10 10 0
1 (Protein tong so cua E. coli 10 10 0 0
BL21/ d&m EB/ nudc deion) 10 10 0
10 4 6
2 CrylBe 10 3 7 66,67
10 3 7
10 1 9
3 CryINa 10 1 9 86,67
10 2 8
10 3 7
4 Cry2Ah 10 2 8 80
10 1 9
10 1 9
5 Cry2Ab 10 0 10 96,67
10 0 10

3.4.4. Téi wu diéu kign biéu hién gen cry2Ab trong té bao E. coli BL21 nhiam ting
lwgng protein tai 16 hop trong pha tan.

Mot trong nhitng van dé thuong gip khi biéu hién gen trong té bao E. coli 1a
protein téi to hop biéu hién & pha cin, gay kho khan cho khau tinh ché va thu hoi
protein mong mudén & dang cé hoat tinh tét nhat. Dé kiém tra kha ning tan cua
protein Trx-His-Stag-Cry2Ab, chung t6i tién hanh siéu 4m pha té bao, ly tAm tach
pha protein hoa tan va tia dé chay dién di SDS PAGE va phan tich Western blot
(Hinh 3.16). Két quéa cho thiy lugng protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab39 ¢
trong pha tan 13 rat it ma ton tai cht yéu ¢ dang thé vii khong tan nam trong té bao
chat. Pay 1a mot trong nhitng van dé thuong gip khi protein ngoai lai dugc biéu
hién & mirc d6 cao trong té bao E. coli. Cac protein & trang thai khong tan thuong
khong dam bao dugc hoat tinh sinh hoc va doi hoi qua trinh tai tao ciu trac
(refolding) tuwong ddi phuc tap. Do vay, cac diéu kién biéu hién gen da dugc tdi vu
hoa dé tang luong protein dich duoc tong hop ¢ pha tan, gitip don gian hoa cho

budc tinh ché cling nhu thir hoat tinh ctia protein tai t6 hop thu dugc.
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1 M2 kDa 1 2 M BC 5o
_180 L __180
_130 - — 130
-His- - .-
TrxcHIZ:;ag = — 100 P —70
ry -
— 70 - L 55
—55 - _ 40
_— 40 . — 35
—35 Kad 25
(a) (b)

Hinh 3.16. Phan tich d6 hoa tan ciia protein tai t6 hop Trx-His-Stag-Cry2Ab bang
SDS-PAGE (a) va Western blot (b)
1, 2: protein pha cin va pha tan ciia té bao E. coli BL21 mang pET32/cry2Ab duoc
cam tng IPTG, theo thtr ty twong tng. PC: protein tong sb cua té bao E. coli BL21.
M: thang protein 10—180 kDa (Thermo Scientific).

3.4.4.1. Anh huong cia nhiét do nudi cay cam img

Trong biéu hién gen, nhiét d6 12 mot trong nhimg yéu t6 quan trong anh
huong dén hiéu suit tong hop cling nhu chat lugng cua protein tai to hop. Vé hiéu
suét, thong thudng cac protein ngoai lai duoc tong hop manh nhit ¢ 37°C do day la
nhiét do sinh trudng tot nhat cho té bao cha E. coli. Tuy nhién, khi protein tai to
hop dugc tong hop mot cach b at, trong mot sd trudng hop s& dan dén tinh trang
phan 16n protein dich tao thanh khéng c6 kha ning hoa tan, hay néi cach khac 13 ton
tai & dang thé vui (inclusion body) nhu trudng hop biéu hién protein dung hop Trx-
His-Stag-Cry2Ab néu trén. Nguyén nhéan c6 thé do cac protein tham gia vao cong
doan xtr Iy, dong goi cac chudi popypeptide méi duoc dich ma dé tao thanh phan tur
protein ¢ cdu triic bac 3 hodc bac 4 dic trung trong b méy sinh téng hop protein
ctia té bao chu khong dap tmg du véi luong qué 16n protein tai t6 hop duoc sinh ra.
Vi véy, viéc giam nhiét do nudi cdy nham giam téc do sinh trudng ctia ching ciing
nhu giam hiéu suét qua trinh sinh tong hop protein ¢ thé 1a bién phap hitu hiéu
gitip tang lugng protein tai to hop dam bao vé hoat tinh va chtc niang sinh hoc.
Theo d6, cac mdc nhiét d6 nudi cay cam tng thap hon 37°C 1a 28°C, 15°C va 4°C
dugc lvya chon dé khao sat kha nang tan cua protein ngoai lai dugc biéu hién. Két

qua phan tich bang dién di SDS-PAGE (Hinh 3.17) cho thay ¢ cac nhiét d6 cam tmg
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1a 28°C va 15°C, protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab van chu yéu ton tai & pha
can. Trong khi do, khi ha nhiét d§ cam ung xuéng 4°C, két qua dién di ghi nhan sy
thay doi dang ké vé luong protein tai to hop thu duoc & pha tan, mic du hon 50%
luong protein nay van biéu hién ¢ dang thé vii. Do d6, nhiét do nudi cdy cam tng
ching biéu hién & 4°C duoc lya chon dé thu duoc nhiéu nhét cé thé dang tan cua

Trx-His-Stag-Cry2Ab.

28°C 150C a°¢
\Da M 1 2 3 4 Fa— M
—130
130— °
100_ g Trx-His- 100
B e B g, «  Stag- -b-a-
70— . = — Cry2Ab - 4
— - . — 70
= =] -
55— -y - e 3
- S .55
o—. . - -
] — — s
- -
» . WUN ==
. —_ L R 1

Hinh 3.17. Pién di SDS-PAGE phan tich su biéu hién cta Trx-His-Stag-Cry2Ab ¢
cac nhiét do khac nhau

1, 3, 5: protein pha tan cta t& bao E. coli BL21 mang pET32/cry2Ab dugc cam tng

IPTG ¢ 28°C, 15°C va 4°C, theo thtr ty twong Ung. 2, 4, 6: protein pha cdn cua té

bao E. coli BL21 mang pET32/cry2Ab dugc cam tmg IPTG ¢ 28°C, 15°C va 4°C,

theo thur ty twong Ung. M: thang protein 10-180 kDa (Thermo Scientific).

3.4.4.2. Anh hueong ciia nong do IPTG

Trén vector biéu hién pET32/cry2Ab, gen cry24b duoc dit dudi su dicu
khién ctia promoter T7. Hoat dong ctia promoter nay bi (¢ ché bai protein Lacl, 1a
san pham cua gen lacl cung duoc thiét ké nam trén vector pET32a(+). Khi trong
méi trudng khong cé chat cam ung, gen lacl duoc phién ma va sinh téng hop tao
ra Lacl. Chét &rc ché nay c6 ai luc v6i lac operator nam xudi chiéu promoter T7
nén bam chit vao ving nay, két qua 1a ngin can sy hoat dong cta promoter T7.
Khi chat cam tng IPTG dugc thém vao moi trudng nudi ciy, chit ndy bam vao
Lacl 1am cho n6 khong con ai luc véi lac operator va tach khoéi phirc hé nay.

Nho d6 T7 RNA polymerase c6 thé bam vao vi tri trén promoter T7 dé khoi
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dong qua trinh phién ma tao mRNA 1am nguyén liéu cho qua trinh sinh tong hop
protein. Tuy nhién, & néng do cao, IPTG lai gay doc, tc ché su sinh trudng cua
vi khuan. Vi vay, luong chat cam Gng duogc bd sung vao méi truong chi can vira
du dé trung hoa chat e ché va khong gy doc cho té bao chu. Trong thi nghiém
nay, anh hudng cua cadc muc néng do IPTG khac nhau (0,01 mM; 0,05 mM; 0,1
mM; 0,5 mM, 1 mM) 1én kha ning sinh tong hop protein dung hop Trx-His-
Stag-Cry2Ab & pha tan dugc khao sat. Két qua phan tich bang dién di SDS-PAGE
(Hinh 3.18) cho thiy ¢ ndng do cam tmg IPTG 0,5 mM, lugng protein tai to hop thu

duoc & pha tan 1 nhiéu nhat.
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Hinh 3.18. Dién di SDS-PAGE phan tich sy biéu hién cta Trx-His-Stag-Cry2Ab ¢
cac ndng do chit cam tng IPTG khac nhau

1, 12: protein pha tan va pha cin cia mau ddi chimg khéng dugce cam tng IPTG; 2-

6 va 7-11: protein pha tan va pha cin cua té bao E. coli BL21 mang pET32/cry2Ab

dugc cam ung IPTG & cac n6ng dd 1an luot 14 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5

mM, 1 mM. M: thang protein 10—180 kDa (Thermo Scientific).

Nhu vay, két qua nghién ctu da xéac dinh dugc diéu kién biéu hién tbi vu
dé thu duoc luong 10n protein tai t6 hop Trx-His-Stag-Cry2Ab & pha tan 13 nhiét
d6 nudi cdy cam ung & 4°C véi ndng do chit cam tng IPTG 13 0,5 mM. Vi quy
trinh d& dugc toi wu nay, chiung ti tién hanh biéu hién lugng 16n thu sinh khéi

khuén phuc vu cho muc dich tinh sach protein tai td hop.
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3.4.5. Tinh sach Trx-His-Stag-Cry2Ab

Protein tai to hop dugc tinh sach bang phuong phép sac ki i luc, sir dung
¢t c6 gin ion Ni%* nhu d3 néu trong phan phuong phap. Nho dic tinh cua His-
tag gom 6 axit amin histidine nam lién ké nhau gitip ting ai lyc v&i ion kim loai
nén protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab sé& tao lién két tinh dién v6i ion Ni2*
gz"m trén hat Sepharose va dugc gitr lai trén cdt. Trong khi do, cac protein khac
khong c¢o ai luc hoac cé ai luc yéu v&i1 1on kim loai trén cot s€ bi rira tr6i. Sau khi
loai bé dugc cac protein tap nhiém, protein dich duoc thu hoi béng cach bod sung
imidazole 1a mot chat canh tranh Ni2* trong phtc hop Ni2*-histidine. Két qua 13, lién
két tinh dién gitra Ni2* gan trén hat va dudi His-tag ctia protein dung hop bi pha v& va
protein theo dich thu ra ngoai cdt. Protein thu dugc trong cac phan doan dugc kiém

tra bang dién di SDS-PAGE (Hinh 3.19).
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Hinh 3.19. Dién di SDS-PAGE phan tich san pham tinh sach protein tai t6 hop Trx-
His-Stag-Cry2Ab.

1: Protein pha tan cua E. coli BL21 mang vector pET32/cry2Ab dugc cam ung

IPTG 0,5 mM & 4°C; 2: Dich protein sau khi gin cot; 3-9: protein tai t6 hop tinh

sach thu dugc cac phan doan khac nhau. M: thang protein 10-180 kDa (Thermo

Scientific).

Két qua dién di cho thiy san pham tinh sach 13 mét protein c6 kich thudc gan
90 kDa, twong g véi bang protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab trong dich chiét
protein pha tan ctia ching biéu hién. Hau hét cac protein 14n tap trong dich chiét pha
tan déu duoc loai bo hiéu qua. Theo tinh toan tir két qua xac dinh nong do protein

bang phuong phap Bradford, hiéu suit tinh sach protein tai t6 hop Trx-His-Stag-
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Cry2Ab uéc tinh dat 3,2 mg protein tinh ché/100 ml dich 1én men vi khudn. Ngoai ra,
d6 tinh khiét cua protein tai t6 hop trong cac phan doan dugc do bang may VersaDoc
Imaging system cho két qua dao dong tir 87- 98%.

3.4.6. Xdc dinh gid tri liéu gay chét trung binh LCsy ciia protein tdi t6 hop
Cry2Ab tinh sach véi du tring sdu duc qua ddu twong E. zinckenella Treitschke

Céc phan doan protein ¢c6 mirc d§ tinh sach trén 90% dugc lya chon dé tién
hanh loai mudi cing imidazole, ddng thoi co dic bang cach sir dung cot 3K MWCO
(hang Thermo Scientific). Dich protein Trx-His-Stag-Cry2Ab tinh sach da loai bd
mudi va imidazole duoc xac dinh ndng do bang phuong phap Bradford va st dung
dé xac dinh liéu luong gay chét 50% (LCso) v6i du trung E. zinckenella Treitschke
tudi 2.

Quan st su phat trién cta siu non ciing nhu théng ké sd sau chét sau khi an
thirc an chtra doc t& Bt tai to hop chung toi nhan thay: & mdi truong thirc dn nhan
tao c6 bd sung dich khuan SP14.2 hoic dich tinh sach protein Trx-His-Stag-Cry2Ab
& ndng do cao (3,5 va 4,0 pg protein/g thirc an), mot lwong nhod au trung (10% -
20%) chét sau 24 gio an doc t6. Voi méi trudng thire dn nhén tao chtra cac luong
doc tb thép hon (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 pg protein/g thure an) hién tuong sau chét xuét
hién mudn hon (sau 2 ngay). Trong khi d6, ¢ 16 dbi ching am 1a méi trudng thic an
chi b6 sung dém PBS, sau non van séng va phat trién binh thuong sau 5 ngay theo

ddi (Hinh 3.20).

(b) (c) | (d)
Hinh 3.20. Két qua thtr hoat tinh di¢t sau duc qua dau tuong E. zinckenella

Treitschke cua protein tai to hop Trx-His-Stag-Cry2Ab.
(a) Mbi trudng thirc dn nhan tao bd sung dém PBS; (b) Mbi trudng thic an nhan tao
bd sung dich khuan Bt SP14.2; (c, d) Méi trudng thirc an nhan tao bd sung dich
protein Trx-His-Stag-Cry2Ab ¢ ndng d6 3,0 va 4,0 pg protein/g thirc an.
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S6 liéu thé hién mbi tuong quan gilra néng do doc to thir nghiém voi ti 1€
phan tram s sau chét sau 5 ngay dugc ghi nhan va phan tich bang phuong phéap hdi
quy Probit ctia Finney (Hinh 3.21). Phép ndi suy dua trén mé hinh hdi quy nay cho
két qua lidu gdy chét trung binh (LCso) ctia Trx-His-Stag-Cry2Ab dbi voi 4u tring
E. zinckenella tudi 2 udc tinh 13 1,74 pg protein/g thirc dn. Cac tham s hdi quy
dugc trinh bay trong bang 3.12 chimg minh mé hinh Probit phu hop véi s6 lidu
(kiém dinh Chi square cho gi tri P = 0,88). Khoang gi6i han tin cdy cua gia tri LCso
twong d6i hep (1,33-2,16 pg protein/g thirc dn) cho thay két qua udc tinh co d6 tin

cay cao.

Probit of mortality

-OI.2 O.IO 0.I2 0:4 0.6
Logl0 conc. of Trx-His-Stag-Cry2Ab39
Hinh 3.21. Duong hoi quy Probit dugc xay dung dua trén s6 liéu vé néng do doc to
Trx-His-Stag-Cry2Ab str dung va ti 1& sau chét dé wéc tinh gia tri LC50.
(Cac duong chim biéu thi khoang tin cdy 95% cua duong hdi quy)

Bing 3.12: Gia tri lidu gay chét trung binh cua Trx-His-Stag-Cry2Ab dbi véi sau

non tudi 2 Etiella zinckenella va cac tham sb clia mo hinh hoi quy Probit

Puong hdi quy Mirc do phu hgp ciia moé hinh
LCso (ng/g) (Regression line) (Goodness-of-fit test)
(95% CI?)
Slope + SE®  Intercept + SE® > df P°
1,74 (1,33-2,16) 2,74 + 0,27 4,35+ 0,09 2,37 6 0,88

@ Khoang tin cdy (Confidence intervals); ® Sai sé chuan (Standard error); ¢ Gia

trj P ctia kiém dinh Chi-square test (x2) cho mé hinh hdi quy Probit.
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Tir két qua cac phan tich di néu, ¢ thé khing dinh protein Cry2Ab c6 ngudn
géc tor chung SP14.2 1a mét doc t6 moi c6 hoat luc tdt trong di¢t trir sdu duc qua
dau E. zinckenella Treitschke. Dya trén muc d0 tuong dff)ng vé trinh tu axit amin
(99,21%) véi cac protein Bt c6 hoat tinh diét con tring da duoc cong bd, doc tb
Cry2Ab duoc xép hang tinh méi & mirc 4. Trinh tu nucleotide va axit amin suy dién
ctia gen mi héa doc t6 nay da duoc dang ki trén ngan hang GenBank v6i ma truy
cap lan luot 1a MN319700.1 va QIQ19560.1. Poc t6 Cry niy di duoc xét duyét va
cong nhan 1a doc t6 mdi Cry2Ab39 c6 kha ning diét sau duc qua dau twong boi Uy
ban danh phap doc t& Bt do Neil Crickmore dimg dau
(http://www lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/), nay 1la Bacterial Pesticidal
Protein Resource Center (https://www.bpprc.org/). Pong thdi, chung Br SP14.2 san
sinh ra doc t6 nay di duoc Cuc so hitu tri tué Viét Nam cap bang doc quyén sang
ché s6 37733 ngay 30/10/2023 (Hinh phu luc 7). Ngoai ra, 2 trinh tu nucleotit ciia 2
gen crylNa cua chung BD8.2 va gen cry24h cia chung D6.1 cling da duoc dang ky
ngan hang GenBank véi ma truy cip lan luot 1a MN725076 va MN725074 (Hinh
phu luc 8).

3.5. T6i wu ma gen cry24b39 dé phu hop véi hé thong biéu hién & thue vat va
biéu hién tam thoi protein doc td Cry2Ab39 trong 14 thuoc 14 N. benthanmiana

b?lng phuwong phap agroinfiltration.

Pé danh gia kha ning biéu hién gen cry24b39 trong hé biéu hién thyc vat,
1am co sé cho cac nghién ctru tao cdy chuyén gen khang sdu sau ndy, cong nghé
agroinfiltration dugc Iya chon dé biéu hién tam thoi gen dich trén cay thubc 1a N.
benthamiana. Phuong phap ndy c6 nhitng vu diém nhu thu protein nhanh, khong bi
anh hudng bdi vi tri gén gen dich trong té bao thuc vat, c6 thé tién hanh biéu hién
trong cac mo di biét hoa hoan toan nhu 14, protein biéu hién & mirc dd cao va khong

gdp phai van dé an toan sinh hoc hay rai ro dén moéi trudng [92]
3.5.1. Téi wu ma di truyén ciia gen cry2Ab39

Nhu ta di biét, ma di truyén c6 tinh thoai hoa, hay néi cach khac 1a nhiéu bd
ba khac nhau c6 thé cung xac dinh mdt loai axit amin. Trong qua trinh dich ma téng

hop protein, hién tugng wu tién str dung mot s6 bo ma codon phé) bién di duoc phat


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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hién rong rai & nhiéu loai sinh vét [93]. Khi sinh vat tién hoa, mo hinh st dung céc
bd ma phd bién ludn 1a mot cau hoi hap dan ddi véi cac nha nghién ctru. Su wu tién
codon 13 khai niém dé chi hién tuong mot codon ma hoa mot axit amin nao do Xuét
hién véi tan sb cao hon cic codon khac cting ma hoa cho axit amin d6 trong phan tir
mRNA. Céc loai sinh vat khac nhau st dung cac bo ma di truyén khac nhau theo
hudng wu tién mot s6 bd ba ma héa trong sb cac codon dong nghia cting méa hoa cho
mot axit amin. Nguoc lai, co nhiéu bo ma rat it hodc khong bao gio xudt hién trong
cac gen cua mot s6 sinh vat, d6 goi 1a cac bo ma hiém. Do d6 ¢6 thé c6 codon dugc
vu tién sir dung & loai nay nhung lai tré thanh codon hiém & loai khac. Ciing vi li do
nay, viéc dua gen ngoai lai mang ma di truyén khong phu hop vao té bao chu s& kim

ham qua trinh dich ma ciia gen, giam sinh khéi protein dich.

Theo céc nghién ciru d3 duoc cong b, trong cong nghé cay trong Bt, su biéu
hién t6t cuia gen Bt trong té bao chui 1a mot yéu t6 quan trong va tién quyét dé mang
lai tinh khang con trung cho cdy chuyén gen. Mot trong nhiing chién lugc giup ting
mirc do biéu hién cia gen chuyén 1a cai bién ma di truyén trong trinh tu gen gdc
thanh cac ma phu hop hon v6i hé thong biéu hién cua vat cha ma khéng lam thay
d6i trinh ty axit amin [94]. Vi vay, trong nghién ctru nay, ma di truyén cta gen
cry24b39 duoc tdi wu sao cho twong thich v6i hé théng biéu hién cua cay thudc /d
N. benthamiana. Can cir vao bang tan suét sir dung cac codon ctia N. benthamiana
trén ngan hang dir liéu md di truyén Codon Usage Database
(https://www .kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100) [83], cac
codon hiém (tdn suat sir dung dudi 50%) trong trinh tu ctia gen cry24b39 kiéu dai
duogc loai bo va thay thé béng cac codon duogc loai thyc vat nay st dung voi tan suét
cao hon ma khong lam thay ddi trinh tu axit amin. Viéc lua chon codon thay thé
cling theo huéng wu tién cac codon c6 chira G/C nhiam 1am ting ham luong GC tong
sO clia ca gen ciing nhu tao sy phan boé GC dong déu doc theo chiéu dai gen. Bén
canh d6, mot s motif nhu ATTTA (duge cho 1a yéu t6 gay bat on dinh cho phén tir
mRNA), hoic cac trinh ty giéng véi tin hiéu poly A (AATATT, AATTAA,
AATAAA va AATAAT) ciing nhu cac vi tri duoc dy doan tiém an nguy co giy
hién tuong cat ndi phan tir mRNA ciing s& duoc loai trir va thay thé. Ngoai ra, viéc

cai bién ma di truyén cling dugc xem xét sao cho han ché t6i da kha nang hinh
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thanh cdu triic thir cap cia mRNA- mot trong nhitng nguyén nhan kim him qua
trinh dich ma. Két qua phan tich trinh tu nucleotide sau qua trinh cai bién mi cho
thdy, gen cry24b39 sau khi dugc t6i wu (ki hiéu 1a cry24b39opr) sai khac 24,15%
so vOi gen nguyén ban phan 1ap tir vi khuan Br, tuy nhién céc vi tri thay thé
nucleotide khong 1am thay doi trinh ty amino axit. Ngoai ra, trong qua trinh cai
bién, véi muc dich giir lai protein tai to hop ¢ ludi ndi chat, ching t6i da thém 69
nucleotide mé hoéa cho LeB4 ER-signal peptide vao dau 5’ va doan ma hoa trinh tu
KDEL vao dau 3’ cla gen dich. Déng thoi, dé tao thuén 1oi cho viéc phat hi¢n cling
nhu tinh sach protein tai td hop, trinh ty ma hoa hexahistidine cling dugc thém vao
dau 3’ cua gen trudc vi tri trinh ty KDEL (Hinh 3.22, Hinh phu luc 9).

1 ATGGCTTCAAAGCCATTCTTGTCTCTTCTTTCATTGTCTCTTTTGCTTTTTACTTCAACTTGTTTGGCTAATTCTGTGCT 80

81 TAACTCTGGAAGGACTACTATTTGCGACGCATACAACGTGGCAGCTCACGACCCTTTTTCATTTCAACACAARATCTTTGG 160
161 ACACTGTGCAAAAAGAGTGGACAGAGTGGAAAAAAAACAATCATTICTCTTTACTTGGATCCTATCGTGGGTACTGTGGCA 240
241 TCTTTCTTGCTTAAGAAGGTGGGTITCACTTGTTGGTAAGAGGATCCTTTCTGAGCTTAGAAACCTTATCTTTCCATCTGG 320
321 ATCTACAAATTTGATGCAAGATATCTTGAGGGAGACAGAAAAATTTTTGAATCAGAGGTTGAACACTGACACTCTTGCTA 400
401 GGGTGAATGCTGAGTTGACTGGATTGCAAGCTAACGTGGAAGAGTTCAATAGGCAAGTTGACAACTTTTTGAATCCAAAC 480
481 AGAAATGCTGTTCCTCTITCAATTACATCTTCTGTTAACACAATGCAACAACTTTTTCTTAATAGACTTCCACAGTTCCA 560
561 GATGCAAGGATACCAGTTGTTGTTGCTTICCATTGTTCGCTCAAGCTGCAAACCTTICACTTGTCATTCATTAGGGATGTGA 640
641 TCCTTAACGCTGACGAGTGGGGTATCTCTGCTGCAACATTGAGGACTTATAGAGATTACTTGAAAAACTATACTAGAGAT 720
721 TACTCTAATTATTGTATTAACACTTATCAATCAGCTTTCAGAGGACTTAACACTAGGCTTCATGATATGCTTGAGTTTAG 800
801 AACATATATGTTTTTGAACGTGTTTGAATACGTTTCTATTTGGTCTCTTTTCAAGTATCAGTCACTTCTIGTGTCTTCTG 880
881 GAGCAAACTTGTACGCTTCTGGTTCTGGACCACAGCAGACACAGTCATTCACTTCACAAGACTGGCCATTTTTGTATTCA 960
961 CTTTTCCAAGTGAACTCTAACTATGTGTTGAACGGATTTTCTGGAGCTAGGTTGACACAGACTTTCCCTAACATCGTGGG 1040
1041 TTTGCCCGGAACTACTACTACACACGCTITTGCTTGCAGCAAGGGTGAACTACTCTGGAGGTGTGTCTTCTGGAGATATCG 1120
1121 GTGCTTCTCCTTTCAACCAAAATTTTAACTGTICTACTTTTCTTCCTICCACTTITTGACACCTTTCGTGAGGTCTTGGTTG 1200
1201 GACTCTIGGTTCTGATAGAGAGGGAGTTGCAACAGTGACAAACTGGCAGACTGAATCTTTCGAGACTACTCTTIGGATTGAG 1280
1281 GTCTGGAGCATTCACAGCAAGGGGTAATTCTAACTACTTCCCAGATTACTTCATTAGGAACATCTCTGGAGTGCCATTGG 1360
1361 TGGTGAGAAACGAGGACTTGAGGAGACCATTGCACTACAACGAGATTAGAAATATCGCATCACCTTCTGGAACTCCCGGA 1440
1441 GGAGCAAGGGCATACATGGTGTCTGTGCATAATAGAAAGAACAATATCCACGCTGTGCACGAGAACGGATCTATGATCCA 1520
1521 CCTTGCACCTAACGACTACACTGGATTTACAATTTCACCAATTCATGCAACACAAGTTAATAACCAAACTAGAACATTCA 1600
1601 TCTCTGAGAAGTTCGGTAACCAAGGAGACTCATTGAGGTTCGAGCAGAACAATACAACTGCTAGATATACACTTAGGGGA 1680
1681 AATGGAAACTCATATAACCTTTATTTGAGGGTTTCTTCAATTGGAAACTCAACTATTAGGGTTACTATCAATGGAAGGGT 1760
1761 GTACACTGCAACTAACGTTAACACAACAACAAACAATGACGGAGTGAATGACAACGGTGCTAGGTTCTCAGACATCAACA 1840
1841 TCGGAAACGTGGTGGCATCATCTAACTCAGACGTGCCTTTGGACATCAACGTGACATTGAACTCTGGAACTCAGTTCGAT 1920
1921 TTGATGAACATTATGCTTGTTCCTACTAACATTTCACCITTGTATAATGGTTCTCATCATCACCACCATCACAAGGACGA 2000
2001 GCTTTGA 2007

Hinh 3.22. Trinh tu gen d3 cai bién cry24b39opt.
Céc vi tri duge td mau xam danh ddu cac nucleotide duoc cai bién so véi gen
cry2A4b39. Trinh tu nucleotide mau xanh duong ma hoéa cho chudi peptide tin hi¢u
LeB4. Trinh tg nucleotide mau dé ma hda hexahistidine (6X His tag). Cac

nucleotide mau xanh 14 ma hoa trinh tuy KDEL.

St dung coéng cu phdn tich md bd ba hiém (Rare Codon Analyzer-
https://www.biologicscorp.com/tools/RareCodonAnalyzer) dé kiém tra su phu hop
ctia trinh ty gen dich v&i hé biéu hién N. Benthamiana, ching t6i thay rang sau khi
duoc cai bién gen cry24b39opt chira cac mi bd ba déu co tan suat dugc st dung &

muc cao trén 50% va khong con cac ma bd ba hiém. Ti 1€ cac ma bd ba c6 tan suat
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st dung cao tu 91-100% tang tir 45% lén 60%, trong khi d6 cac by ma dugc su
dung véi tan suat 71-80% ting tir 5% 1én 26%, con lai 5% cic ma bo ba phan bd &
mirc 51%-60%, 9% phan bd & muc 81%-90% (Hinh 3.23).
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Hinh 3.23. Su phan b ti 1& phan trim cac ma bd ba phu hop ctia gen cry24b39 voi

hé biéu hién N. benthamiana trudc va sau khi dugc cai bién ma di truyen.

Bing 3.13: So sanh cac théng sb vé trinh ty giita gen cry24b39 kiéu dai va gen
duoc cai bién cry24b39opt

Thong so cry2A4b39 cry2Ab39opt

Base SO luong Tilé% Base SO lugng Tilé %

Ham lugng cac base A 661 32.45 A 573 28.13
T 659 32.35 T 626 30.73
G 368 18.07 G 414 20.32
C 349 17.13 C 424 20.81

GC% 35.2% 45.1%

Céac motif gdy bat 6n mRNA 76 0

Céu tric mRNA thtr cap 12 0

Ngoai ra, viéc t6i wu mi ciing giup ting ham luong GC cua gen dich tir
35,2% lén 45,1%. Pang chu y cac motif hodc trinh tu tiém an nguy co tao cAu trac
mRNA thtr cap hodc gdy bat 6n cho phan tir mRNA déu duoc loai trir hoan toan

(Bang 3.13). Trinh tu gen cry24b39 sau khi duoc cai bién mé duogc thiét ké thém
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cac diém cét ciia Neol va Xmal ¢ 2 dau duogc dat téng hop nhan tao va nhan dong

trong vector thuong mai pUCS57/cry2 Ab39opt.

3.5.2. Thiét ké cdc vector chuyén gen pFGC/35S_cry2Ab39opt va pFGC/rbcS1A-
pro_cry2Ab39

3.5.2.1. Thiét ké cdc vector chuyén gen pFGC/35S_cry24b39opt

Nhu da noi, gen cry24b39opt da dugc tong hop nhan tao va tach dong trong
vector pUC57/cry2Ab39opt. Trong khi do, vector thuong mai pFGC5941 da c6 san
cassette biéu hién gen trong thyc vat kéem vi tri da ndi dé cheén thém gen dich.
Cassette biéu hién nay dugc diéu khién boi promoter 35S va két thac boi OCS
(octopine synthase) terminator. Do vy, dé tao cac dau bat cip bd sung nham ndi
ghép gen cry24b39%opt vao pFGC5941 tao thanh plasmid tai t0 hop
pFGC/35S cry2Ab39opt, cac vector pUCS57/cry2Ab39opt va pFGC5941 da dugc
xir Iy dong thoi bai cap enzyme han ché Neol va Xmal. San pham cat duoc dién di
trén gel agarose 0,8%.

Theo tinh toan 1y thuyét, vector pFGC5941 c6 kich thude 11,4 kb khi dugc
xu 1y véi Neol va Xmal s€ tao thanh 2 doan DNA: khung vector pFGC5941 chira
cassette biéu hién (gan 10 kb) va phan manh chsA (chalcone synthase A) intron ¢
kich thuéc khoang 1,4 kb. Tuong tu, san phim phan ung cat vector
pUC57/cry2Ab39opt ciing gdm 2 doan DNA 1a khung vector pUC57 (khoang 2,7
kb) va mot doan ¢ kich thudc hon 2 kb tng v6i gen cry24b39opt. Két qua dién di
kiém tra san phdm cua cic phan tng cit enzyme han ché (Hinh 3.24a) déu thu dugc
cac bang DNA dung vai tinh toan.

Hai phan doan DNA 1a khung vector pPFGC5941 chta cassette biéu hién va
gen cry24b39opt duoc thoi gel va tinh sach 1am nguyén liéu cho phan tmg ndi ghép
nho x0c tac cua T4-DNA ligase. Vector tai td hop tao thanh dugc ki hi¢u la
pFGC/35S cry2Ab39opt va dugc nhan dong trong E. coli DHS5a. Viéc chon dong vi
khuan mang vector mong mudn duoc thyc hién nhd phan ing PCR sir dung cap moi
cry2Ab39opt F/R (Bang 2.1) dac hiéu cho gen cry24b39opt, trong d6 cac dong
duong tinh s& cho kich thuéc san pham 13 doan DNA hon 2 kb (Hinh 3.24b). Ngoai
ra, d& chic chin hon nita vé sy ndi ghép thanh cong vector

pFGC/35S_cry2Ab39opt, phan tng cat plasmid tai t6 hop bang enzyme han ché
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Neol va Xmal duge tién hanh. Hinh anh dién di kiém tra san phém cit trén gel
agarose 0,8% (Hinh 3.24c) thé hién 2 bang vach c6 kich thudc 1an luot 1a gan 10 kb
(khung vector pFGC5941) va hon 2 kb (gen cry24b39opt) ding nhu tinh toan. Cac
két qua nay khang dinh viéc thiét ké thanh cong vector chuyén gen
pFGC/35S_cry2Ab39opt (Hinh 3.24d). Vector nay sau d6 duoc bién nap vao vi
khuan A. tumefaciens AGL1 bang phuong phap xung dién dé phuc vu muc dich

chuyén gen vao thuc vit.

PC+ kb

LTI §

%

<« 10 kb
ISP His tag
cry2Ab39opt m'l Cry2Ab39 -I- OCs ter
[
2kb KDEL

(d)

Hinh 3.24. Két qua thiét ké vector chuyén gen pFGC/35S_cry2Ab39opt

(a) Dién di agarose san pham xu 1y cac vector pFGC5941 (dudng chay 1) va
pUC57/cry2Ab39opt (dudng chay 2) bang cip enzyme han ché Ncol va Xmal. M:
Thang DNA 1 Kb (Thermo Scientific).

(b) Pién di agarose san pham PCR sang loc cac dong E. coli mang plasmid tai to
hop pFGC/35S_cry2Ab39opt. 1-6: cac dong vi khuan duoc sang loc, DC+: miu st
dung khuon cho phan tmg PCR 1a plasmid pUC57/cry2 Ab39opt.

(c) Dién di agarose kiém tra san pham cat plasmid tai t6 hop

pFGC/35S_cry2Ab39opt bang Ncol va Xmal.
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(d) M6 hinh cassette biéu hién gen cry24b39opt duoc diéu khién boi promoter 35S
trén vector pFGC/35S cry2Ab39opt.

3.5.2.2. Thiét ké cdc vector chuyén gen pFGC/rbeS1A4-pro_cry2Ab39opt

% Phan ldp, tach dong va giai trinh tw promoter rbcSIA tw Arabidopsis

thaliana

Dua trén trinh ty nucleotide ctia gen rbcS1A4 ma hoa cho tiéu don vi ribulose
1,5-biphoshate carboxylase & Arabidopsis thaliana trén ngan hang Genbank v&1 ma
s X13611.1, cap mdi dic hiéu rbecS1A-pro F/R (Bang 2.1) da dugc thiét ké nham
khuéch dai ving promoter ctia gen nay tir DNA tong s6 da dugc tach chiét tir 14 cay
Arabidopsis. Dé thuan tién cho viéc thiét ké vector trong cac thi nghiém tiép theo,
ca moi xudi va mdi nguoc déu duoc gin thém trinh tu cic diém cat twong Gng cua
EcoRI va Xhol. Két qua dién di (Hinh 3.25a) cho thiy san phdm PCR chi c6 mét
bang duy nhat c¢é kich thudc khoang 1,1 kb, twong dwong véi kich thude doan
promoter rbcS1A chung to1 mudn nhan ban. Poan DNA nay sau d6 duogc tinh sach,
nbi ghép vao vector tach dong pJET1.2/blunt va bién nap vao chung E. coli DH5a.
Két qua sang loc cac thé bién nap bang phuong phap PCR véi cip moi

pJET1.2_F/R (Hinh 3.25b) cho thdy di thu duoc cac dong duwong tinh.

Pé khang dinh viéc nhan dong thanh cong doan promoter rbeS1A, plasmid
tir dong khuén E. coli duong tinh duoc tach chiét va giai trinh tu theo phuong phap
Sanger. Két qué phan tich cho théy doan DNA phan 1ap dugc co chiéu dai 1,1 kb,
trong dong 99,9% vai ving promoter cta gen rbeSIA & Arabidopsis (md Genbank
X13611.1). Viéc phan tich chi tiét hon vé cac cac yéu t6 diéu hoa cis dinh vi trén
vung trinh te¢ nay (Hinh 3.25¢) st dung cong cu web Plant Care
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) da gitp xac dinh dugc
cac trinh tu dac trung cho mot promoter cua sinh vat nhan chuan nhu TATA-box,
CAAT-box. Ngoai ra doan promoter rbcS1A d3 phan l4p c6 chtra cac nhom yéu tb
hoat héa cis (cis-acting element) lién quan téi dap ung véi anh sang bao gom:

ABRE, G-box, I-box, GA motif, GATA motif.


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
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(a) (b)

CCTATTAGTTTTCACAAACATACTATCAATATCATTGCAACGGAAAAGGTACAAGTAAAA
CATTCAATCCGATAGGGAAGTGATGTAGGAGGTTGGGAAGACAGGCCCAGARAGAGATTT
ATCTGACTTGTTTTGTGTATAGTTTTCAATGTTCATAARAGGAAGATGGAGACTTGAGAAG
TTTTTTTTGGACTTTGTTTAGCTTTGTTGGGCGTTTTTTTTTTTTGATCAATAACTTTGT
TGGGCTTATGATTTGTAATATTTTCGTGGACTCTTTAGTTTATTTAqEEEEEbTAACTTT
GTTGGGCTTATGACTTGTTGTAACATATTGTAACAGATGACTTGATGTGCGACTAATCTT
TACACATTAAACATAGTTCTGTTTTTTGAAAGTTCTTATTTTCATTTTTATTTGAATGTT
ATATATTTTTCTATATTTATAATTCTAGTAAAAGGCAAATTTTGCTTTTAAATGAAARAA
ATATATATTCCACAGTTTCACCTAATCTTATGCATTTAGCAGTACAAATTCAAAAATTTC
CCATTTTTATTCATGAATCATACCATTATATATTAACTAAATCCAAGGTAAAAAAAAGGT
ATGAAAGCTCTATAGTAAGTAAAATATAAATTCCCCATAAGGAAAGGGCCAAGTCCACCA
GGCAAGTAAAATGAGCMGCACCACTCCACCATCACA@}FTCACT TAGAT. GAT

* ABRE

» GA-motif

CAAT-box = —— —» GATA-motif
AAGATTCATGGAATTATICTTCCACGT TATTCCAGCGGTTCAAGC
oboy < DASATT s GacAlr e,
TCAACACCTCTCCTTAGGCCTTTGTGGCCGTTACCAAGTAAAATTAACCTCACACATATC
CACACTCAAAATCCAACGGTGTAGATCCTAGTCCACT TGAATCTCATGTATCCTAGACCE
TcCGATCAcchmccTTGTTCTCATTc;TTGTTATCPETMMATS};ATGACCAAAGCA TATAD
> ~boXx

CTAGACCAAACCTCAGTCACACAAAGAGTARAGAAGAACA
(c)

Hinh 3.25. Két qua phén lap, nhan dong va phan tich trinh tir promoter rbcS1A
(a): san pham PCR khuéch dai promoter rbcS1A tir DNA tong sd tach chiét tir
Arabidopsis, M: thang DNA 1 Kb (Thermo Scientific). (b): két qua PCR sang loc
cac dong E. coli mang plasmid tai t6 hop pJET/rbcS1A-pro. (c): cac yéu t6 didu hoa
cis dinh vi trén promoter rbcS1A

% Thiét ké vector chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt

Pé loai bo promoter 35S trén plasmid pFGC/35S_cry2Ab39opt va thay thé
bang promoter rbcS1A, cac vector pFGC/35S_cry2Ab39opt va pJET/rbcS1A-pro
dugc xur Iy ddng thoi boi cap enzyme han ché EcoRI va Xhol. San pham cit dugc

dién di trén gel agarose 0,8%. Theo tinh toan 1y thuyét, vector
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pFGC/35S_cry2Ab39opt khi dugc cit boi EcoRI va Xhol s& tao thanh 2 doan DNA:
phan doan promoter 35S c6 kich thudc khoang 1,4 kb va phan doan 10,6 kb tuong
Gmg v6i phan con lai cua vector. Tuong tw, san phidm phan tng cét vector
pJET/rbcS1A-pro ciing gobm 2 doan DNA 1a khung vector pJET1.2/blunt (khoang
2,9 kb) va mot doan co kich thuéc khoang 1,1 kb tng v6i promoter rbeS1A. Két
quéa dién di kiém tra san phdm cua cic phan ung cit enzyme han ché (Hinh 3.26a)

déu thu dugc cac bang DNA dang véi tinh toan.

2,9kb

CaMV 35S
1,4 kb

rbcS1A-pro
1,1 kb

10,6 kb

His tag
Cry2Ab39 .l oCs ter

|
KDEL

1,1kb

(c) (d)

Hinh 3.26. Két qua thiét ké vector chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt
(a) Két qua xir Iy cac vector pPFGC/35S_cry2Ab39 (dudng chay 1) va pJET/rbcS1A-
pro (duong chay 2) bang cip enzyme han ché EcoRI va Xhol. M: Thang DNA 1 Kb
(Thermo Scientific).

(b) Két qua PCR sang loc cac dong E. coli mang plasmid tai to hgp pFGC/rbcS1A-
pro_cry2Ab39opt. 1-6: cac dong vi khuan duoc sang loc, PC+: mau sir dung khuén
cho phéan tmg PCR 1a plasmid pJET/rbcS1A-pro

(c) Cit kiém tra plasmid tai t6 hop pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt bang EcoRI va
Xhol.
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(d) M6 hinh cassette biéu hién gen cry24b39opt duge didu khién boi promoter
rbcS1A trén vector pFGC/rbeS1A-pro _cry2Ab39opt.

Hai phan doan DNA 1a promoter 1bcSIA va khung vector
pFGC/35S cry2Ab39opt da loai bé promoter 35S dugc thoéi gel va tinh sach lam
nguyén liéu cho phan tmg nbi ghép nho xuc tac ciia T4-DNA ligase. Vector téi t6
hop tao thanh dugc ki hi¢u 1a pFGC/rbcS1A-pro _cry2Ab39opt va dugc nhan dong
trong E. coli DH5a. Viéc chon dong vi khuan mang vector mong mudn dugc thuc
hién nhd phan tng PCR sir dung cip moi rbcS1A_F/R (Bang 2.1) dic hiéu cho gen
promoter rbcS1A, trong d6 cac dong duong tinh s& cho kich thudc san pham la
doan DNA khoang 1,1 kb (Hinh 3.26b). Ngoai ra, dé chic chin hon nita vé su ndi
ghép thanh coéng vector pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt, plasmid tai to hop dugc
cit kiém tra bang chinh cip enzyme han ché EcoRI va Xhol. Hinh anh dién di kiém
tra san pham cat trén gel agarose 0,8% (Hinh 3.26¢) thé hién 2 bang vach c6 kich
thudc 1an Iuot 1a 10,6 kb (khung vector pFGC5941 chira gen cry24b39opt) va 1,1
kb (promoter rbcS1A) dung nhu tinh toan. Cac két qua nay khing dinh viéc thiét ké
thanh coéng vector chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro cry2Ab39opt (Hinh 3.26d).
Vector nay sau d6 dugc bién nap vao vi khuan A. tumefaciens AGL1 bang phuong

phap xung dién dé phuc vu muc dich chuyén gen vao thyc vat.

3.5.3. Biéu hi¢n tam thoi protein tdi té6 hop Cry2A4b39 trong ld thuéc ld N.

benthamiana

Agroinfiltration 1 mot phuong phép biéu hién tam thoi protein & thuc vat sir
dung vi khuén Agrobacterium tumefaciens. Pé dat duoc muc do biéu hién protein
tai to hop tot nhat, nhiéu yéu t6 lién quan can phai duoc téi wu. Trong nghién ciru
nay, chung t6i khao sat ba yéu t6 tac dong dén hiéu qua tong hop protein dich trong
té bao 1a thudc 1a N. benthamiana 1a promoter diéu khién cassette biéu hién gen
ngoai lai, mat do vi khuan st dung cho lay nhiém va thoi gian thu hoach 14 sau khi

lay nhiém.
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3.5.3.1. Anh hwong cua promoter dén suw biéu hién tam thoi cua gen

cry2Ab39opt

Promoter 1 mdt thanh phan quan trong trong cdu tric cia tat ca cac gen va
dong vai tro then chét trong viée biéu hién gen. Trong linh vyc cong nghé gen thuc
vat, nhiéu loai promoter dugc st dung rat rong rai dé diéu khién hoat dong cua gen
ngoai lai trong ciy trong bién d6i gen. Theo kha niang bicu hién gen, promoter dugc
chia lam 2 loai chinh la promoter co dinh va promoter dac hi¢u. Tuy thudc vao dac
tinh ctia gen chuyén hoac muc dich biéu hién gen ma ta lya chon cac loai promoter
cho phu hop.

35S rbcS1A-pro
kDa PC_ M NC 1 2 3 4 5 6
i‘ §8 _ Trx-His-Stag-
100 — w— <« Cry2Ab39

70 —
55 —

40 —

35—
25_

Hinh 3.27. Phan tich sy biéu hién cua gen cry24b39opt duéi su diéu khién cua

promoter 35S va rbecS1A-pro biang Western blot str dung khang thé anti-6X His.
1, 2, 3: 5 ug dich chiét protein tong sb tir 14 cay thudc 14 duoc xdm nhiém voi
Agrobacterium mang ciu trac chuyén gen pFGC/35S_cry2Ab39; 4, 5, 6: 5 pg dich
chiét protein tong s tir 1a cay thude 14 duge xam nhiém véi Agrobacterium mang
ciu tric chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39; NC (d6i chimg am): dich chiét
protein tong s tir 14 cay khong 1ay nhiém; PC (d6i ching dwong): protein dung hop
Trx-His-Stag-Cry2Ab39 (khoang 90 kDa) duoc biéu hién trong E. coli BL21; M:
thang protein 10 -180 kDa (Thermo Scientific).

Trong thi nghi¢m nay, tinh hiéu qua cta 2 promoter la CaMV 35S va
rbcS1A-pro trong viéc diéu khién biéu hién gen cry24b39 trong la thudc 14 N.
benthamiana dugc phan tich va so sanh. Sau 5 ngdy bién nap, luong protein tai to

hop c6 trong dich chiét tho tir 14 thude 14 dugc lay nhiém vi khudn mang 2 cu triic
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chuyén gen duogc phén tich bang k¥ thuit Western blot sir dung khang thé anti-6X
His. Vé Iy thuyét, protein Cry2Ab39 ti t6 hop gan dudi His tag sau khi dugc tong
hop s& co kich thude gan 75 kDa. Két qua lai Western blot (Hinh 3.27) phat hién
duoc bing protein cé kich thudce diing nhu tinh toan & ca 2 loai mau 14 dugc xam
nhiém khuan. Trong khi d6, & mau dbi chimg am 1a ciy thudc 1a khong lay nhiém
thi khéng c6 su xuét hién ciia bang protein nay, chimg to gen cry24b39opt da hoat
dong dudi su diéu khién cta ca 2 promoter. Tuy nhién, mirc 6 biéu hién cua gen
nay ¢ 1a thudc 14 dudi su kiém soat cia 2 promoter cé su khac biét ro rang. Cu thé,
bang protein & cic mau chuyén gen véi cdu traic pFGC/rbeS1A-pro_cry2Ab39 c6
d6 day va dam hon hin so véi bing protein ¢ cac mau chuyén gen v6i cu tric
pFGC/35S _cry2Ab39. Két qua nay chi ra rang promoter rbcS1A hiéu qua hon so
v6i promoter 35S trong viéc biéu hién tam thoi gen cry24b39 trong 14 thube 14 N.

benthamiana.

3.5.3.2. Anh hwong cua mdt do vi khudn xam nhiém dén sw biéu hién tam thoi cia

gen cry2Ab39opt

Mat d6 té bao vi khuan duoc xac dinh boi gia tri quang phé OD & budc song
600 nm cua dich long vi khuan, ¢o lién quan t6i sinh khdi té bao ciia ching hay s6
luong té bao trong mot thé tich nhat dinh. Trong nghién ctru biéu hién tam thoi, viéc
x4c dinh mat do vi khuan phu hop, giai doan vi khuén sinh truong manh me co y
nghia quan trong dé hiéu qua chuyén gen duoc cao nhat. Thong thudng, ham luong
protein biéu hién s ti 1é thuan véi néng dd dich khuan bién nap. Tuy nhién, néng
d6 dich khuan khi vuot qua ngudng thich hop thi khong nhiing khong lam ting

thém ma tham chi c6 thé tc ché sy bi€u hién cua protein dich.

DPé xac dinh nong do khuin phu hop nhit cho biéu hién tam thodi gen
cry24b39opt trong N. benthamiana, thi nghiém agroinfiltration dugc tién hanh voi
dich khuan mang ciu tric chuyén gen pFGC/rbcS1A-pro cry2Ab39 dugc pha
loang t&1 cac gia tri ODgoo = 0,1; 0,3; 0,5 va 0,8. Cac mau 14 dugc thu thap sau 5
ngay nhiém khuén, va mirc d6 biéu hién tam thoi cia cry2Ab39opt dugc danh gia
bang Western blot. Tir két qua lai mién dich (Hinh 3.28) va phan tich hinh anh bang
phén mém Image J dé so sanh d6 dam nhat cta bang protein, chiing t6i nhan théy sur

tong hop protein Cry2Ab39 dat hiéu qua tét nhit ¢ cac mau dugc 1ay nhidm voi



106

dich khuin c6 ODego = 0,5. Trong khi d6, v6i cac mau duge xaAm nhidém voi dich

khuan c¢6 ODeoo = 0,1, phuwong phap Western blot chua di nhay dé phat hién dugc

s biéu hién cua protein dich. Két qua nay chi ra rang dich huyén phu vi khuan

Agrobacterium voi mat d0 ODsoo = 0,5 1a tdi wu cho su biéu hién tam thoi cua gen

cry24b39opt trong 14 thude 14 N. benthamiana bang phuong phéap agroinfiltration.
oY o> ,Qﬁ od

o® 6“0" o ﬁﬁe’, ov ’4'00’ o® 500,
1 2 3 4 5 6 7 8 M PC

kDa
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— 40
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Hinh 3.28. Phan tich anh hudng cua mat d6 khuin Agrobacterium 1ay nhiém dén
biéu hién tam thoi ctia gen cry24b39opt trong N. benthamiana bang Western blot
str dung khang thé anti-6X His
1va2;3va4;5va6;7va8: 5 ugdich chiét protein tong sd tir 14 cay thude 1a duoc
xam nhiém véi dich khuan c6 ODsoo 1an luot 13 0,1; 0,3; 0,5 va 0,8; PC (Ddi chimg
duong): protein dung hop Trx-His-Stag-Cry2Ab39 (khoang 90 kDa) duogc biéu hién

trong E. coli BL21; M: thang protein 10 -180 kDa (Thermo Scientific).

3.5.3.3. Toi wu thoi gian thu hoach ld sau ldy nhiém

Thoi gian thu hoach 14 sau khi ldy nhiém khuan bang phuong phap
agroinfiltration cling dwgc chimg minh 13 anh huéng dén ham luong protein tai to
hop sinh tong hop trong 1. Néu thu 14 qua som thi sy tich lity khong dat duoc t6i
da. Nguoc lai, néu thu 14 qua mudn, khi do6 14 di vao giai doan gia hoa va chét do
ton thuong cta qua trinh agroinfiltration din dén su phan hily protein dic biét 1a cac
protein ngoai lai. Trong nghién ctru nay, dich huyén phu té bao A. tumefaciens
AGL1 mang ciu trac pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39 ¢ mét do ODeoo = 0,5 dugc xam

nhiém vao 14 thudc 14 va khéo sat thu 14 & 7 thoi diém khac nhau la 1,2, 3, 4, 5, 6 va
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7 ngdy sau khi 1ay nhidm. Protein tong sé duoc tach chiét tir cac mau 14, dién di trén
SDS-PAGE va lai Western blot voi khang thé anti-6X His (Hinh 3.29). Két qua cho
thdy su biéu hién cta Cry2Ab39 tai t6 hop c6 thé phat hién dugc tir ngdy thir 2 sau
bién nap. Mirc d6 biéu hién ctia protein nay ting din qua cic ngay sau d6 va dat cao
nhat vao ngay tht 6, tuy nhién dén ngay thir 7 sau bién nap, lugng protein tai to hop
co sy gidm nhe, can cr vao dg dam nhat ctia cac bang protein trén mang lai. Do do,
6 ngdy sau bién nap 13 mdc thoi gian t6t nhat cho thu hoach 14 dé thu duogc lugng

protein Cry2Ab39 & murc cao nhat.

B2 pcmM NC 1 2 3 4 5 6 7

Trx-His-Stag-
Cry2Ab39 Cry2Ah39

75 kDa

Hinh 3.29. Phan tich sy biéu hién cua protein Cry2Ab39 trong 14 N. benthamiana
sau cac ngay bién nap bang Western blot st dung khang thé anti-6X His
1-7: 10 pg dich chiét protein té)ng s6 tir 14 thudc 14 thu hoach & ngay thu 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 sau khi bién nap. NC (mdu ddi ching am): dich chiét protein téng sb tir 1a
cay khong lay nhiém; PC (Pdi chimg duong): protein dung hop Trx-His-Stag-
Cry2Ab39 (khoang 90 kDa) duogc biéu hién trong E. coli BL21; M: thang protein 10
-180 kDa (Thermo Scientific).

Tu két qua nghién ctru nodi trén, cac diéu kién tdi wu duoc lua chon dé biéu
hién tam thoi gen cry24b39opt trong 14 thude 1a N. benthamiana bang phuong phéap
agroinfiltration gitip thu duoc lwong protein tai to hop ¢ mirc cao nhét 1a: sir dung
cAu trac chuyén gen duogc diéu khién bai promoter rbcS1A, mat do dich khuén cho

xam nhiém 1a ODgoo = 0,5, va thu hoach 14 sau 6 ngay bién nap.
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3.5.4. Tinh sach protein tdi t6 hop Cry2Ab39 tir ld thudc ld

Trén co s& quy trinh biéu hién tam thoi véi cac diéu kién da t6i wu, ching t6i
tién hanh biéu hién tam thoi protein Cry2Ab39 va tach chiét protein chuan bi cho
budc tinh ché. Do gen cry24b39opt duoc thiét ké cho phép biéu hién protein tai to
hop & dang dung hop voi hexahistidine & dau C, viéc tinh sach Cry2Ab39 co thé
thyc hién nho phuong phap sic ki ai lyc sir dung cot ¢6 gan ion NiZ*,

kDa 1 M _ 2 3 4 5 6 7 8
130—

100 —
70 — v <+ Cry2Ab39

55 — S -

40 _
35 —

25 —

kDa
130 —

100 —

70— # e RS cry2nb39

55 —
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Hinh 3.30. Phan tich két qua tinh sach protein Cry2Ab39 bang SDS-PAGE (a) va
lai mién dich Western blot (b).
1: Dich chiét protein tong s tir 14 thudc 14 duoc nhiém khudn dé biéu hién tam thoi
protein Cry2Ab39; 2: dich qua ct; 3-8: cac phan doan thu hoi protein; M: thang
protein 10 -180 kDa (Thermo Scientific).
Protein Cry2Ab39 c6 chita dudi hexahistidine c6 trong dich chiét protein
téng sb tir 14 s& duoc gitr lai mdt cach hiéu qua trén cot. Pé loai trir kha nang bam

dinh cua céac protein tap nhi€ém, mgt luong nhé imidazole dugc b sung vao dém
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gin va dém rira. Cudi cung, protein dich s& duoc day khoi cot trong moi truong dém
c6 chira nong d6 16n imidazole dong vai tro chat canh tranh lién két Ni2*. Protein
thu duoc tir cac phan doan dugc phan tich trén SDS-PAGE va lai Western blot sur
dung khang thé anti-6X His (Hinh 3.30). Két qua cho thiy protein Cry2Ab39 voi
kich thuéc khoang 75 kDa dd dugc tinh sach thanh cong. Protein tai t6 hop thu
duoc c6 do tinh khiét cao, hau nhu di loai bo duoc hoan toan cac protein tap c6
trong dich chiét tho tir 14. Tir két qua xac dinh ndng d6 protein sau khi tinh ché, hiéu
sudt ctia qua trinh thu hdi Cry2Ab39 tir thubc 14 N. benthamiana uwéc tinh dat

khoang 1,5 g protein/ kg 14 tuoi.
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Chuwong 4. THAO LUAN

4.1. Ung dung phuwong phap giii trinh ty thé h¢ méi trong tim kiém va khai

thac cic gen doc té diét siu Br méi.

Do kha ning diét con trung phd rong cia cac doc té B, thude trir sau co
ngudn gdc Bt ciing nhu cay trong chuyén gen Bt da duoc phat trién va tng dung
rong rai dé kiém soat sdu hai trong nong nghiép, dong thoi gitp giam viée st dung
thude trir sdu hoa hoc trén quy mo toan cau [95]. Mot vi du cu thé 1a viéc canh tac
bong chuyén gen Bt trén cac canh dong & An Do di gitip giam 70% luwong thude trir
sdu can st dung, tiét kiém t&i 30 d6 la My/1 ha va ting san luong bong thu hoach
thém 80%-87% [96]. Tuy nhién, mdi de doa chinh dbi véi viée str dung hiéu qua va
lau dai thudc trir sdu Bt ciing nhu ciy trong chuyén gen Bt 1a su tién trién kha ning
khang thudc cua sau bénh. Mot thuc té di duoc chtirng minh ré’tng con trung cod thé
phat trién kha ning khang doc t6 Bt trong phong thi nghiém va thudc trir sdu Bt trén
dong rudng [97], [98], [99], [100], [101], [102], [103]. Do d6, viéc nghién ctru tim
ra cac loai doc td Br diét sdu mdi, co tinh dic hiéu cao ddi véi con trung dich duoc
coi 13 mot yéu cau cap thiét [97], [104], [105]. Trudc day, phuong phap tiép can
thuong duoc st dung trong cic nghién ctru tim kiém va phéan lp cac gen ma hoa
protein doc tb tir cac ching Bt chwa duoc mb ta 1a ki thuat PCR [106], [107], [108],
[109]. Tuy nhién, phuong phap ndy c6 nhiéu han ché bao gdm khong hiéu qua trong
viéc phat hién cac gen Bf méi, dong thoi kho thu duge cac gen co trinh ty day du
[108], [110]. K& tir nam 2008 téi nay, cac phuong phép giai trinh ty gen thé hé méi
(next generation sequencing - NGS) ra doi cho phép giai ma toan bd hé gen (whole-
genome sequencing - WGS) mot cach nhanh chong voi lugng thong tin 16n va chi
phi tiét kiém da tro thanh cong cu manh mé va hitu ich gitp cac nha khoa hoc kham
pha thém nhiéu gen doc t& Br mai [104], [110], [111], [112], [113], [114]. Trong
nghién ctu nay, ching t61 da ung dung thanh cong phuong phap gii trinh ty gen
thé hé méi trong viée tim kiém va phan lap duoc gen doc té méi cry24b39 tir ching
vi khuan Bt SP14.2 ban dja ctia Viét Nam. Toan bd hé gen cua chung Bt serovar

canadensis SP142 d3 duoc giai mi bang cong nghé giai trinh ty gen tirc thoi don
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phan tr (single molecular real time sequencing - SMRT) do Pacific Bioscatics (Pac-
Bio) phét trién. Dir liéu bd gen hoan chinh cta ching nay thé hién cac dic diém
dién hinh twong ty nhu cic chung Bt d3 duoc giai mi va cong bd, bao gdbm kich
thudc h¢ gen, ham lugng GC va sb lugng CDS du doén. Viéc tién doan cac gen ma
héa doc td diét con trung duoc thuc hién béng cach st dung BtToxin_scanner, mot
cong cu tin sinh hoc online thong lugng cao giup khai thac cac gen doc t6 co ngudn
gbc tir Br, da giup chung toi xac dinh duoc mot gen mdi tiém ning thudc nhom
cry24b. Két qua phan lap, nhan dong va giai trinh ty gen quan tdm bang phuong
phép Sanger da chiing minh tinh chinh xac cua phuong phéap giai trinh ty hé gen
cling nhu tién doan gen doc t6 chung t6i da st dung. Gen cry24b phan lap dugc tir
chung SP14.2 ¢6 d6 tuong dong 99,05% vé trinh tu nucleotide v&i gen cry24b3 trén
Genbank (AF164666.1), trong khi trinh tu axit amin suy dién ctia chiung c6 muc
tuong déng 99.21% v&i 5 vi tri sai khdc. V&i muc d6 sai khac di néu, doc td
Cry2Ab phat hién duoc tir ching SP14.2 ¢6 tinh méi duge xép hang 4. Pang chi y
13, hau hét cic vi tri axit amin sai khac déu nam trong ving chic ning
Endotoxin_mid chiu trich nhiém nhan biét va lién két v6i thu thé dac hiéu trén
mang té bao rudt giita cua con trung dich, cho thay kha ning cao c6 su sai khac vé
pho tac dong ciing nhu tinh dic hiéu con trung dich cua doc t6 mdi duoc phét hién
s0 v6i doc td Cry2Ab3 d3 dugc cong bd. Trinh ty nucleotide clia gen méi héa ciing
nhu trinh ty axit amin cta protein doc t6 nay di duoc ching t6i ding ki trén ngan
hang Genbank véi ma truy cp lan luot 1 MN319700.1 va QIQ19560.1. Pong thoi,
doc t moi nay da dugce dat danh phap chinh thire 1a Cry2Ab39 béi Uy ban danh
phap doc t6 Bt (nay la Bacterial Pesticidal Protein Resource Center (BPPRC)-
https://www.bpprc.org/). Ching SP14.2 mang gen nay ciing di dugc cp bang doc

quyén sang ché bai Cuc so hitu tri tué Viét Nam.

4.2. Anh hudéng cta nhi€t do nudi cay cim ing dén sy bieu hién protein tai to

hop Cry2Ab39 dang tan trong té bao E. coli.

Nhu di dé cap ¢ trén, nhiéu nd luc nghién ciru da duoc thuc hién dé tim
kiém cac gen doc tO Bt mai tu cac chung B. thuringiensis tiém nang. Tuy nhién,
viéc xéac dinh duoc déc tinh phan tir cling nhu doc tinh cua cac doc t& mai phat hién

dé dua vao tmg dung ciing d6i mit voi khong it thach thie. Phuong phap tiép can
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duoc st dung phd bién nhét 13 biéu hién gen Bt trong mot hé biéu hién hiéu suit cao
dé thu dugc du lugng doc td tai to hop cho cac nghién ciru tiép theo. Escherichia
coli dugc coi 12 mot hé théng san xuat hoan hao ddi véi cac protein chirc ning
khong doi hoi qué trinh glycosyl hoa vi kha nang biéu hién nhanh, san xuat quy mo
16n va tiét kiém chi phi [115]. Tuy nhién, hién turong protein tai to hop sau khi duoc
tong hop khong duoc ché bién, cudn gip tao cdu triic khong gian chinh xac ma ¢
xu hudng tich tu lai tao thanh dang thé vui khong tan 1a mot trd ngai 16n cho vi¢e tai
cdu trac nham thu dugc cac protein ¢ hoat tinh [116], [117], [118]. Nhiéu nghién
ctiru di cho thay, sy cudn gap khong ding 13 nguyén nhan khién cac protein biéu
hién & dang thé vui thuong khong c6 hoat tinh sinh hoc [119]. Theo bdo cdo cua
Hire va cong sy, protein Cry2Aal4 dang tan sau khi dugc tinh ché c6 doc tinh cao
v6i S. Litura ciing nhu C. quinquefasciatus, trong khi d6, dang thé vui cua protein
nay khong gay doc cho ca 2 loai con tring ndi trén ngay ca ¢ nong do cao gip 5 lan
[120]. Cho dén nay, chua c6 phuong phap phd bién nao hiéu qua trong viéc ngin
chan sy hinh thanh dang thé vui khi biéu hién protein tai to hop trong E. coli. Tuy
nhién, cic nghién ctru da tim ra mot s6 chién luge duge ching minh 13 hitu ich gitp
cai thién kha ning tan cta protein dich duoc biéu hién trong E. coli bao gém: t6i wu
cac diéu kién nudi cay cling nhu kiém soét téc do sinh trudng cia té bao vi khuan
[121], biéu hién & dang dung hop v6i mot sd protein phéan tir nho [122], [123], hodc
d6ng biéu hién voi cac phéan tir protein chaperone va foldase giup hd trg qué trinh
lap rap, cudn gip protein [124], [125]... Trong nghién ctru ndy, ching t6i da thir
nghiém hai yéu t6 nham ting kha ning biéu hién ¢ pha tan cua protein Cry2Ab39
tai t6 hop 1a biéu hién dung hop véi thioredoxin (Trx) va giam toc do tong hop
protein. Cac hé théng biéu hién dung hop gen dua trén Trx dd dugc chimg minh 1a
mat trong nhitng coéng cu Iy tuéng dé tranh sy hinh thanh thé vii trong qua trinh san
xuét protein & E. coli coli [126]. Hon nita, phan tir protein Trx di duoc chirng minh
1a khong lam anh hudng dén hoat tinh sinh hoc ctia cac protein tai to hop [120]. Do
do, vé1 muc dich thu duge protein muc tiéu & dang hoa tan, cAu tric biéu hién gen
dich dung hop véi trx da duoc thiét ké bﬁng cach ghép nbi gen cry24b39 vao vector
pET-32a(+). Cau tric niay cho phép biéu hién protein tai to hop Trx-His-Stag-
Cry2Ab39, trong d6 viéc gin thém dudi His tag dé phuc vu nghién ctru tinh ché,
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con hai thanh phan Trx va S tag dong vai trd ting cuong d6 hoa tan va tinh 6n dinh
cho protein tai to hgp. Miac du Trx-His-Stag-Cry2Ab39 duogc biéu hién & muc cao
trong té bao E. coli BL21 nhu mong doi, nhung chi mot lwong rat nho protein dung
hop nay t6n tai & pha tan, con lai phan 16n tich tu & dang thé vui trong diéu kién
cam Gng & 37°C. O day, nguyén nhan dan dén sy hinh thanh uvu thé cua thé vi dugc
nhén dinh 13 do su san xuét qua muc protein tai t6 hop dan dén sy mat can bﬁng
gitra téc d6 tong hop va tdc d6 gip cudn protein cua té bao. PE giai quyét van dé
nay, trang thai cAn bang gitta hai qu4 trinh trén da duogc thiét 1ap lai bang cach giam
toc do sinh truong cia té bao vat chu thong qua viée giam nhiét d6 nudi cay cam
tmg. Két qua t6i wu cho thdy, khi ha nhiét d6 cam tng xudng 4°C, luong Trx-His-
Stag-Cry2Ab39 ¢ dang tan thu dugc ting rd rét (chiém gan 50% tong sinh khoi
protein dung hop dugc tao ra) (Hinh 3.17). Diéu nay cho thiy, viéc biéu hién & murc
nhiét thap da gitp cai thién kha ning tan cua protein Cry2Ab39 ti to hop. Két qua
nay pht hop véi cong bd cua Hire va cong sy khi nghién ciru biéu hién doc db
Cry2Aal4 ¢ dang don hodc dang dung hop véi Trx. Theo d6, lugng protein tai to
hop Cry2Abl4 ciing nhu Trx-Cry2Ab14 dang tan va c6 hoat tinh sinh hoc thu dugc
nhiéu hon trong diéu kién nhiét d6 cam ung biéu hién thap (25°C) so voi khi biéu
hién & muac nhiét 37°C [120]. Tuy nhién, theo quan sat hinh anh di¢n di SDS-PAGE,
mirc nhiét cam Gng 25°C méi chi gitp cai thién mot phan nho lugng protein tai to
hop dang tan mong mudn, con lai phan 16n van ndm & pha khong tan. Trong nghién
ciru cua ching t61, nhiét d0 cam Ung khi dugc ha Xuéng muc cuc ki thép (4°C) da
gitip té bao vi khudn tong hop duoc mot lugng 16n protein Trx-His-Stag-Cry2Ab39
dang tan (chiém gan 50% sinh khdi protein tai to hop tong sd). Nhu vay, viéc biéu
hién gen cry24b39 trong E. coli BL21 & mirc nhiét d6 cam tng cuc ky thip da lam
giam sy hinh thanh va tich lily protein tai to hgp dang thé vui. Co thé thay day la
mot chién lugc tiém ning cho cic nghién ctru biéu hién gen doc t6 Br ndi chung
trong h¢ biéu hién E. coli. Viéc su dung diéu kién cam ung ¢ nhiét do thép khi biéu
hién cac loai protein khac nhu enzyme ciing da dugc bao cao boi San-Miguel va
cong sy. Cu thé, khi biéu hién P5SR2 mi héa cho progesterone 5B-reductase phan
lap tir Digitalis trong té bao vi khuan E. coli, nhom tic gia thdy rang, viéc protein

enzyme tai t6 hop thu dugc ¢ chic ning sinh hoc hay khong hoan toan phu thudc
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vao nhi¢t d0 cam ung. Chi nhiing té bao dugc cam ung & cac muc nhiét do thép
(15°C hoac 4°C) moi tao ra dugc enzyme PSBR2 dang hoat dong. Trong khi d6, khi
biéu hién & 37°C hodc 25°C, protein tai to hop thu dugc hoan toan khong c6 hoat
tinh [127].

4.3. Cai bién ma di truyén gen cry24539 c6 ngudn goc tir vi khuin dé phu hop

v&i hé bieu hién cua thwe vat

Theo két qua cong bd cua nhiéu nghién ctru trude ddy, cac gen cry cia vi
khuan Bt khi dugce chuyén vao ciy trong déu c6 mirc d6 biéu hién rat thip va
thuong khong thé gitip cdy chil ¢6 kha ning khang lai cac loai con tring giy hai
[128]. Ly do chinh dan dén sy biéu hién & mirc do cuc ky thip cua cac gen cry dang
dai trong té bao thuc vat 1a do cac ban phién ma mRNA cua ching khong bén va bi
phan hily mét cach nhanh chéng. Nguyén nhan mat 6n dinh cta cac phan tt mRNA
nay 1a do sy khac biét rd rét trong thanh phan DNA giita gen cry clia vi khudn va
cac gen cua thyuc vat. Cu thé, ty 1¢ A-T trong cac gen cry dang dai cao hon nhiéu so
v6i gen thyc vat dién hinh. Cac ving giau A-T nay nhiéu kha ning dugc té bao thuc
vat nhan dang nhu c4c vung intron hodc cic tin hiéu poly A, dan dén viéc phan ct
soi mRNA muc tiéu hodc gy ra su két thuc sém qua trinh dich ma [129], [130],
[131], [132]. Ngoai ra, su khac biét trong viéc uu ti€n sir dung cac bd ba ma hoa
gitra hé théng biéu hién cua thuc vat va vi khuan cling gop phén dan dén hiéu qua
dich ma thap [131], [132]. Chinh vi vay, trong nghién ctru nay, nham ting cudng
kha ning biéu hién cua gen cry24b39 trong thubc 14 N. benthamiana, nim chién
luoc tdi wu hoa da duoc su dung bao g@)m: (1) loai bé cac bd ba ma hiém d6i véi
thudc 14 bang cach thay thé bing cac bé ma vét chu vu tién sir dung; (2) ting tan s6
cac bo mi giau GC nham ting ham luong GC téng sb cua toan bo gen; (3) loai trir
cac vi tri tiém an nguy co giy ra hién tuong cat ndi mRNA hoic céc trinh tu gidng
tin hiéu poly A ¢ thuc vat; (4) tranh su hinh thanh ciu trac tht cdp cta phan tu
mRNA hoic cac motif mRNA kém 6n dinh; (5) van chuyén va giit protein tai t6
hop ¢ ludi ndi chat ER bang cach thém trinh ty peptide tin hiéu LeB4 vao dau N va
trinh ty KDEL ¢ dau C. Két qua biéu hién va tinh ché cho thdy mirc d6 biéu hién
tam thoi cta protein Cry2Ab39 tai t6 hop trong 14 thude 14 N. benthamiana 1a hon

1,5 ug protein/g 14, tuong duong hodc cao hon so voi cac bao cdo vé muc do bi¢u
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hién cua cac gen cry khac da dugc cai bién ma khi duoc chuyén vao thube 14 hay
cac dbi tuong cdy trong khac [133], [134], [135], cho thdy chién luoc t6i wu hoa

dugc st dung trong nghién cru da mang lai hiéu qua.

4.4. Lwa chon promoter phut hop dé biéu hién gen cry24b390pt trong 1a thudc

la

Viéc diéu khién sy phién ma cua gen chuyén trong té bao vat chu 1a mot
trong nhitng budc quan trong, gop phan quyét dinh dén hiéu qua tao ra protein tai to
hop. Promoter 1a yéu t6 diéu hoa chinh chiu trach nhiém kiém soat truc tiép qua
trinh phi€én ma cta cac gen no6i chung. Ngudi ta da ching minh vi¢e st dung cac
promoter khac nhau cé thé dan dén sy sai khac vé mirc do biéu hién protein dich
trong té bao chu 1én dén 80% [136]. Vi vay, lya chon dugc mdt promoter phu hop 1a
hét stre can thiét dé viée biéu bién gen dat dugc mirc t8i wu [137]. Trong nghién ctru
nay, anh huong cua hai promoter 35S (c6 ngudn gbc tir Cauliflower Mosaic Virus-
CaMV) va rbcS1A (phan 1ap tir Arabidopsis) dén su biéu hién tam thoi cia gen
cry24b39opt trong md 14 thude 14 dd dugc phan tich va so sanh. CaMV 35S dugc
xem la mot promoter manh, thude loai co dinh, thuong duoc st dung kha phé bién
dé biéu hién protein tai t6 hgp & mirc dd cao trong té bao thuc vat [138]. Trong khi
do, promoter rbcS1A thugc nhém promoter dac hi¢u mo, dugc nhiéu nghién ctru su
dung trong viéc biéu hién mdt cach dac hi€u gen chuyén trong 14 va qua giai doan
con xanh [139], [140]. Két qua ban dinh luong protein téi to hop bang Western blot
cho thiy ham lugng Cry2Ab39 trong 14 thudc 14 chuyén gen véi cdu tric duge kiém
so4t boi promoter rbeSI1A cao hon dang ké so véi mau 14 chuyén gen duge diéu
khién béi promoter CaMV 35S (Hinh 3.27), ching té hi€u qua vuot trdi cua
promoter rbcS1A d6i v6i biéu hién tam thoi protein dich trong 14 N. benthamiana.
Cung véi két qua cia nhitng cong bd khac, nghién ctru cia ching toi chimg minh
mot thuc té 1a céc promoter manh khong phai lic nao ciling 1a su Iya chon tdt nhat
cho su biéu hién & mtc cao cac protein tai t6 hop. Trong mét s truong hop, viée st
dung promoter manh dé diéu khién sy phién ma cta gen chuyén khong chi dan dén
su tich 1y mdt lugng 16n mRNA ctia gen muc ti€u trong té bao chit ma con lam
tang s6 luong RNA bat thuong va kich hoat qua trinh 1am cdm gen cta té bao chu,

dan dén hau qua khong mong mudn 1a giam hiéu qua biéu hién gen [141], [142].
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Hon thé nita, két qua cua nghién ctu ciing gop phan cho thdy viéc st dung
promoter rbcS1A khi can biéu hién dic hiéu gen dich & cac md xanh cua thyc vat 1a
mot hudng tiép can hiu qua gitp cai thién mirc d biéu hién cua gen chuyén [143],

[144], [145].
4.5. Piéu kién t6i wu dé biéu hién tam thoi Cry2Ab39 trong la thudc 14

Agroinfiltration 1a mot k¥ thuat don gian nhung hi¢u qua giip dua gen ngoai
lai vao té bao thuc vat va nhanh chéng tao ra protein tai to hop [146]. Mac du
phuong phap nay di dugc st dung rong rii trén cy thude 14 N. benthamiana [147],
[148], [149], [150], tuy nhién tuy thudc vao ting loai gen chuyén ma mot sé diéu
kién can dugc xem xét va didu chinh dé ting kha ning 1iy nhidm Agrobacterium
vao md 14 ciing nhu ting luong protein tai to hop thu duoc. Trong nghién ctru nay,
hai yéu t6 bao gdm mat do cta té bao vi khuan dung dé 1ay nhiém va thoi gian thu
hoach 14 sau khi nhiém khuan d3 dugc ching minh 13 ¢6 anh hudong dang ké dén sy
biéu hién cua gen cry24b39opt. Theo nhiéu cong bd trudc ddy, mat do vi khuan st
dung trong thi nghiém agroinfiltration 1a mot trong nhiing yéu t6 anh huéng 16n dén
hiéu qua chuyén gen ciing nhu sy biéu hién tam thoi cia gen chuyén [146], [151],
[152]. Néu dich khuén bi pha lodng qua mirc c6 thé dan dén ty 18 té bao vi khuan/té
bao thuc vat thap, 1am giam hiéu suét chuyén gen. Nguoc lai, néu mat d6 vi khuan
qua dam dic c6 thé gy ra su phat trién qua mirc cua vi khudn trong mé 14 dan dén
su ton thuong nghiém trong cho cdy chu [146], [153]. Trong cac diéu kién ODsoo
cta dich huyén phu Agrobacterium dugc thir nghiém dé lay nhiém, murc biéu hién
cao nhét cua protein Cry2Ab39 duoc quan sat thdy & ODsoo = 0,5 (Hinh 3.28). Mat
d6 té bao Agrobacterium & mirc ndy ciing dugc nhiéu nhém nghién ctru lua chon
trong thi nghiém agroinfiltration trén dbi twong N. benthamiana dé thu duoc sy biéu
hién & mirc cao ciia protein tai to hop [154], [155], [156]. Ngoai mat d6 vi khuan,
thoi gian thu hoach 14 sau khi 14y nhiém ciing c6 anh hudng nhit dinh dén mirc do
biéu hién cua protein mong muébn [157]. Theo d6, nén thu mau 14 da lay nhiém
Agrobacterium & thoi diém moé 14 chua xudt hién cac ddu hiéu ton thuong ning gay
ra do sy phat trién cta vi khuan nhu 1a vang ua, mét luc lap, 14 héo qua muc hoac bi
hoai tir. Cac ton thuong nay c6 thé anh huong dén kha ning tao ning luong va do

d6 1am giam hiéu suat tong hop protein cia té bao chi. Két qua ghi nhin duoc trong
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thi nghiém ctia chung t6i cho thay thoi diém 6 ngay sau khi 1y nhiém 1a t6t nhat dé
thu mau 14 va chiét protein, giup nhan dugc nhiéu nhat lugng protein tai to hop
Cry2Ab39 (Hinh 3.29). Thoi gian thu hoach 14 trong thi nghiém biéu hién tam thoi
theo cac nghién ctru da cong bd ¢6 su khac nhau phu thude vao loai cay ki chu cho
biéu hién, chung Agrobacterium duoc sir dung dé chuyén gen ciing nhu gen ngoai

lai mong mudn duoc dwa vao hé biéu hién thuc vat [146], [158].
4.6. Tiém ning ng dung ciia protein doc t6 Cry2Ab39

Viéc nghién ctru va tim ra hang tram gen doc t6 tir vi khuan Br c6 kha ning
khang con trung giy hai két hop voi nhitng tién bo vuot nhanh chong trong cong
nghé gen di thuc day viéc tao ra ciy trong chuyén gen B trén pham vi toan ciu
[60], [159]. Trong thoi ky dau, cac gen ddc t6 cryl 1a ngudn gen phd bién cho cac
nghién ctru chuyén gen tao ra thé hé cay trong Bt dau tién. Tuy nhién, do thoi gian
lru hanh lau dai ciing nhu quy mé canh tac 16n, mot sd quan thé con trung dich hién
nay da bat dau xuit hién hién tuong tién hoéa kha ning khang doc dé tron thoat va
ton tai [160], [161], [162]. Vi vay, hién nay cac doc t6 Bt thudc nhom Cry2 dang
dugc xem 14 lya chon thay thé cho protein Cryl dé phat trién cay trong chuyén gen
khang con tring thé hé thir hai [120]. Poc t6 thudc nhom nay duoc xac dinh co kha
nang di€t con trung thudc bo Canh vay va Hai canh [163]. Bac biét, cac protein
Cry2A da duoc chimg minh c6 thé gay doc cho mot sb sau hai thudc bo Canh vay
ma cac protein Cryl khong diét dugc [164]. Hon nita, vdi viéc nhan dién céc thy thé
trén mang té bao rudt giita cua con trung khac voi thu thé cia Cryl, cac doc tb
nhém Cry2 cho thay kha nang khang chéo cua cc con tring khang Cry1 1a rat thap
[165], [166]. Ngoai ra, do kich thudc phan tr nhé hon so véi gen cryl, cac gen ma
hoa Cry2 duoc cho 14 ¢6 loi thé 16n hon trong viéc chuyén gen ciing nhu biéu hién &
thuc vat [120]. Vi nhiing 1y do trén, viéc nghién clru tim ra céac protein Cry2 mdi co
doc luc cao va pho hoat tinh rong 13 can thiét, khong chi dé tiép tuc phat trién cay
trong Bt gitp kiém soat siu hai ma con quan 1y va giai quyét duge tinh trang khang
ddc cua con trung.

Trong nghién ctru ndy, mot doc t6 méi thudc nhom Cry2A 1a Cry2Ab39 co
nguén géc tur ching Bt Serovar canadensis SP14.2 ban dia cua Vi¢t Nam da dugc

phat hién va mé ta cac dic trung vé mit phan tir ciing nhu danh gia hoat tinh sinh
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hoc. Két qua thir nghiém di chimg minh protein Cry2Ab39 téi td hop giy doc cho
sau non Etiella zinckenella Treitschke — mét loai sau duc qua gay hai cho céc cay
ho déu, véi lidu gay chét trung binh LCso = 1,74 pg protein/g thirc n. DAy 13 nghién
ctru thir hai trén thé gigi duoc cong b lién quan dén doc t6 Bt co kha ning diét E.
zinckenella Treitschk [24], [167]. Tuy nhién, nghién ctru nay 1a céng bd dau tién
phan 1ap duoc protein doc t& méi co doc lyc cao voi lodi con trung ndy. E.
zinckenella Treitschk thuoc by Lepidoptera, ho Pyralidae va phan bd rong rai trén
khip thé gi6i, tir mién nam va mién dong chau Au, Biac My va Uc dén ving nhiét
d6i va can nhiét d6i cia Chau Phi va Chau A. Céc bién phap phong trir bang thude
trir sdu hoa hoc khéng hiéu qua vi du tring E. zinckenella in bén trong vo qua dau
khién thudc kho tiép can. Do dé, gen cry24b39 c6 tiém niang ung dung trong nghién
clru tao cac cdy ho dau chuyén gen gitp kiém soét loai sau hai nay. Ngoai ra, can co
céc nghién ctru tiép theo nham danh gia day du pho diét con tring ciing nhu doc luc

cua dgc t0 mdi nay véi cac loai con trung khac dé c6 hudng ing dung hi¢u qua.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN
221 ching Bt dugc hoat hoa, nhan nudi, thu sinh khéi va thu nghiém hoat tinh
diét sau duc qua dau tuong E. zinckenella Treitschke. Lya chon dugc 4 chung
la SP14.2, 6.1, B6.2, BD8.2 c6 hoat luc diét sdu cao (trén 85%).
H¢ gen 4 chung SP14.2, b6.1, B6.2 va BD8.2 da dugc giai trinh tu, lép rap va
chu giai véi kich thuoe 6,8 — 7,1 Mb. Khai thac va luya chon dugc 6 gen mdi
tiém nang trong diét trir sdu hai dau twong E. zinckenella, gdbm c6 crylAa,
crylAc, crylBe, crylNa, cry2Ab va cry2Ah.
4 gen ma hoa protein doc t6 co tinh méi 1a crylBe, crylNa, cry24b va cry2Ah
d3 duoc phan 1ap va nhan dong. Cac protein Cry tai t6 hop dugc biéu hién
trong té bao E. coli c6 kha ning diét sau duc qua dau twong E. zinckenella tir
66,67% - 96,67%, trong d6 doc td Cry2Ab c6 hoat luc manh nhét (96,67%).
Protein tai t6 hop Cry2Ab di dugc biéu hién ¢ dang tan trong té bao E. coli.
Protein Cry2Ab tinh sach gy doc cho sau non tudi 2 véi lidu gay chét trung
binh LC50 = 1,74 pg protein/g thitc an. Trinh tu nucleotide va axit amin cta
gen cry24b da dugc dang ki trén ngan hang GenBank v&i ma truy cép lan luot
la MN319700.1 va QIQ19560.1. Boc td méi phat hién duogc xét duyét va dat
tén 1a Cry2Ab39 boi Uy ban danh phép ndi doc té Br. Ngoai ra, ching Bt
SP14.2 mang gen mi hoa doc t6 ndy da dugc cap bang doc quyén sang ché boi
Cuc s0 hiru tri tu¢ Viét Nam.
Gen cry24b39 d3 duge cai bién méd dé phu hop véi hé biéu hién cua thude 14.
Xay dung thanh cong quy trinh biéu hién tam thoi protein Cry2Ab39 trong la
thubc 14 N. benthamiana bang phuong phap agroinfiltration véi cac diéu kién
t61 wu. Protein tai to hop Cry2Ab39 duoc biéu hién va tinh sach tir 14 thude 14

v6i hiéu sudt thu hoi 1a 1,5 g protein/ kg 14 tuoi.
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KIEN NGHI

Trén co s cac két qua dat dugc, dé co thé tiép tuc phat trién cac nghién ciu tiép

theo, chung t61 dé xuat mot so kién nghi sau:

1. Tiép tuc nghién ctru kha ning biéu hién gen cry24b39 trén cdy dau tuong lam
co s& cho nghién ctru chuyén gen tao giéng dau twong c6 kha ning khang sau
duc qua.

2. Thuc hién cic nghién ciru tiép theo nham danh gia day du pho diét con trung
cling nhu doc lyc cua doc 6 mai Cry2Ab39 véi cac loai con trung dich khac

dé c6 hudéng tng dung hiéu qua.
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PHU LUC

Bang phu luc 1: Di¥ li¢u thir nghiém hoat tinh khang sau cia cac ching Bt

STT Ky hiéu Duwdéi loai Pia diém/Ngudn ODgoonm Hinh dz.u}g Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua dau
tuwong (%)
1 JP12.7 Sa Pa 2.571 0
2 SP1.1 Sa Pa 3.048 0
3 SP1.24 Sa Pa 2.977 56.67
4 SP1.39 Sa Pa 2.841 23.33
5 SP10.17 Sa Pa 2.671 16.67
6 SP10.2 Sa Pa 3.495 0
7 SP10.5 Sa Pa 3.869 0
8 SP10.6 B. t. konkukian Sa Pa 3.985 56.67
9 SP10.7 B. t. morrisoni Sa Pa 3.584 Ludng thap 23.33
10 SP10.9 Sa Pa 3.677 16.67
11 SP12.1 Sa Pa 2.770 33.33
12 SP12.2 Sa Pa 2.471 16.67
13 SP12.7 Sa Pa 2.480 13.33
14 SP13.1 Sa Pa 4.02 0
15 SP13.2 Sa Pa 3.409 0
16 SP13.6 Sa Pa 3.812 0
17 SP13.9 B. t. tenebrionis Sa Pa 4.000 Ludng tbép, 13.33
hinh cau
18 SP14.2 B. t. canadensis Sa Pa 3.846 Ludng thap 93.33
19 SP14.3 B. t. kurstaki Sa Pa 3.575 Hinh cﬁu, 13.33
khéng xac
dinh‘
20 SP15.2 Sa Pa 2.935 Hinh cau 3.33
21 SP15.3 Sa Pa 2.435 Ludng thap 60
22 SP15.7 Sa Pa 3.976 Ludng thap 26.67
23 Sp2 Sa Pa 3.987 Ludng thap 30
24 SP2.1 Sa Pa 3.446 Ludng thap 80
25 SP2.11 Sa Pa 4.099 Ludng thap 23.33
26 SP2.12 B. t. kurstaki Sa Pa 2.968 Ludng thap 13.33
27 SP2.2 Sa Pa 4.035 Ludng thap 30
28 SP2.3 B. t. kurstaki Sa Pa 2.536 0
29 SP2.6 Sa Pa 3.635 0
30 SP2.7 Sa Pa 2.378 26.67
31 SP2.8 Sa Pa 4.081 10
32 SP2.9 Sa Pa 3.946 3.33
33 SP20.1 Sa Pa 4.047 13,33
34 SP20.2 Sa Pa 3.236 Hinh cau 33.33
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STT Ky hiéu Duéi loai Dia diém/N gufﬁn ODsoonm Hinh dang Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuwong (%)
35 SP20.3 B. t. kurstaki Sa Pa 3.437 Khong xac 16.67
dinh
36 SP20.4 Sa Pa 2.446 Ludng thap, 26.67
khong xac
dinh
37 SP20.8 Sa Pa 2.46 Hinh céu 56.67
38 SP20.9 B.t. konkukian Sa Pa 2.686 0
39 SP21.2 Sa Pa 3.579 3.33
40 SP21.4 Sa Pa 2.473 16.67
41 SP22.1 Sa Pa 2.301 63.33
42 SP22.10 B.t. konkukian Sa Pa 2.753 Luong thap 0
43 SP22.16 Sa Pa 2.750 0
44 SP22.2 Sa Pa 3.973 0
45 SP22.3 Sa Pa 3.354 0
46 SP22.4 Sa Pa 3.354 13.33
47 SP22.9 Sa Pa 3.750 0
48 SP23.10 B. t. morrisoni Sa Pa 3.076 Hinh ciu 66.67
49 SP23.11 Sa Pa 2.494 Luéng thap 0
50 SP23.13 B. t. kurstaki Sa Pa 2.665 Ludng thap 0
51 SP26.1 B. t. kurstaki Sa Pa 2.951 Ludng thap 33.33
52 SP3.1 Sa Pa 2.944 Ludng thap, 16.67
hinh ciu
53 SP3.11 Sa Pa 3.036 Ludng thép 13.33
54 SP3.15 Sa Pa 3.060 Ludng thap 0
55 SP3.16 B.t. aizawai Sa Pa 3.468 Ludng thap 0
56 SP3.17 Sa Pa 2.968 Ludng thap 0
57 SP3.20 B.1. Sa Pa 2.056 Hinh cau 0
sumiyoshyiensis
58 SP3.21 Sa Pa 2.836 30
59 SP3.23 Sa Pa 3.956 56.67
60 SP3.25 Sa Pa 2.046 Ludng thap, 0
hinh cau,
khéng xac
dinh
61 SP3.4 Sa Pa 2.147 3.33
62 SP3.9 Sa Pa 3.068 0
63 SP31.20 Sa Pa 2.170 36.67
64 SP4.1 Sa Pa 3.089 16.67
65 SP4.13 Sa Pa 4.240 16.67
66 SP4.2 Sa Pa 3.870 50
67 SP4.5 B. t. morrisoni Sa Pa 2.335 Ludng thap 10
68 SP4.6 B. t. kurstaki Sa Pa 3.480 Ludng thiap 43.33
69 SP4.7 B. t. colmeri Sa Pa 2.930 Khong xac 0

dinh
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STT Ky hiéu Duwdéi loai Pia diém/Ngudn ODsoonm Hinh dang Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuwong (%)
70 SP4.8 B. t. kurstaki Sa Pa 3.050 Hinh cau 26.67
71 SP5.1 B.t. SaPa 3.823 Hinh cau 40
pondicheriensis
72 SP5.7 B.t. Sa Pa 3.509 Ludng thap, 36.67
pondicheriensis khong xac
dinh
73 SPé6.1 B. t. fukuokaensis | SaPa 3.401 Ludng thap 30
74 SP6.2 Sa Pa 3.700 0
75 SP6.4 Sa Pa 3.401 73.33
76 SP6.5 Sa Pa 3.806 33.33
77 SP7.1 B.t. aizawai Sa Pa 3.306 Ludng thap, 0
Khéng xac
dinh
78 SP7.10 Sa Pa 2.08 16.67
79 SP7.11 Sa Pa 2.406 33.33
80 SP7.12 Sa Pa 2.870 16.67
81 SP7.15 Sa Pa 3.771 13.33
82 SP7.2 Sa Pa 3.793 0
83 SP7.3 B. t. fukuokaensis Sa Pa 2.350 Ludng thip 0
84 SP7.4 Sa Pa 3.461 0
85 SP7.6 Sa Pa 2.247 0
86 SP7.8 Sa Pa 2.863 0
87 SP7.9 B. t. kurstaki Sa Pa 3.862 Hinh ciu 33.33
88 SP8.1 Sa Pa 3.864 0
89 SP8.3 Sa Pa 3.469 0
90 SP9.1 B.t. kurstaki Sa Pa 2.861 Luong thap 3.33
91 SP6.3 B. t. fukuokaensis Sa Pa 3.088 Hinh cau 0
92 SP17.3 Sa Pa 2.787 36.67
93 SP15.7 Sa Pa 2.751 16.67
94 SP7.2 Sa Pa 2.781 16.67
95 SP4.1 Sa Pa 3.485 50
96 SP3.3 Sa Pa 3.849 10
97 SP15.3 Sa Pa 3.965 80
98 SP7.4 Sa Pa 3.554 43.33
99 SP6.4 Sa Pa 3.837 0
100 SP3.1 Sa Pa 2.455 0
101 SP12.1 Sa Pa 2.291 80
102 SP22.16 B.t. konkukian Sa Pa 2.600 Hinh ciu 40
103 N4 Sa Pason La 4.002 Hinh cau, 16.67
khong xac
dinh
104 L3 B. t. aizawai Lao Cai 3.997 Hinh cau 0
105 LVT2.4 B. t. kurstaki Lao Cai 4.048 Luong thap 13.33
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STT Ky hiéu Duwdéi loai Pia diém/Ngudn ODsoonm Hinh dang Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuwong (%)
106 LVT2.4 B. t. kurstaki Lao Cai 3.247 Ludng thép 0
107 LVT3.5 B. t. aizawai Lao Cai 3.457 Ludng thap, 0
khéng xac
dinh
108 Na B. t. kurstaki Lao Cai 3.969 Ludng thap 10
109 NODR1 B. t. kurstaki Lao Cai 2.657 Luwdng thép 16.67
110 NT22.3 B.t. israelensis Lao Cai 2.371 30
111 TC1.3 B.t. israelensis Lao Cai 2.143 10
112 TC3.6 B.t. israelensis Lao Cai 2.550 16.67
113 TC9.3 B.t. israelensis Lao Cai 3.663 30
114 TD5.4 B.t. israelensis Lao Cai 3.074 Ludng thap, 10
hinh cau
115 Yan B. t. kurstaki Lao Cai 3.094 Ludng thap 43.33
116 NobB7 B.t. israelensis Lao Cai 3.130 Hinh cau 0
117 CS2.2 Lao Cai 3.066 30
118 CS3.13 B.t. israelensis Lao Cai 2.424 Ludng thap 43.33
119 PL2 Lao Cai 2.645 50
120 BDI2.2 Lao Cai 2.961 16.67
121 DBB7.4 B.t. israelensis Lao Cai 2.994 Ludng thap 3.33
122 DPBI3.5 B.t. israelensis Lao Cai 3.686 Hinh cau 13.33
123 LCO1 B. t. kurstaki Lao Cai 3.460 Ludng thap 0
124 P6.1 B. t. aizawai Tuyén Quang 2.325 Hinh ciu 93,33
125 b6.2 B. t. kurstaki Tuyén Quang 3.490 Hinh cau 100
126 b7.1 B. t. kurstaki Tuyén Quang 2.670 Ludng thap 0
127 b7.16 B. t. kurstaki Tuyén Quang 3.470 Ludng thap 13.33
128 b7.17 B. t. morrisoni Tuyén Quang 3.023 Ludng thap, 0
khong xéc
dinh
129 b7.19 B. t. morrisoni Tuyén Quang 3.729 Hinh ciu 0
130 b7.7 B. t. kurstaki Tuyén Quang 3.401 Ludng thap 0
131 bs8.1 B. t. kurstaki Tuyén Quang 3.000 Ludng thap 26.67
132 D9.8 B. t. kurstaki Tuyén Quang 3.601 Ludng thap 70
133 PCl1.6 Tuyén Quang 3.406 Hinh ciu 0
134 bC2.12 Tuyén Quang 3.306 40
135 bC2.3 Tuyén Quang 2.408 46.67
136 bC2.5 Tuyén Quang 2.606 0
137 bC2.6 Tuyén Quang 2.780 0
138 bC2.7 Tuyén Quang 3.421 10
139 bC210 Tuyén Quang 3.603 Hinh cau, 16.67
khong xac
dinh
140 bC211 Tuyén Quang 2.980 30
141 bC212 Tuyén Quang 3.761 10
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STT Ky hi¢u Duéi loai Pia diém/Ngudn ODsoonm Hinh dz.u}g Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuwong (%)
142 DHG1.2 Ha Giang 3.523 Hinh cau 0
143 DHG10.2 Ha Giang 3.09 Ludng thap 73.33
144 DHG10.3 Ha Giang 3.021 Ludng thap 3.33
145 DHG10.5 Ha Giang 3.350 Ludng thap 10
146 DHG11.1 Ha Giang 3.851 Hinh cau 26.67
147 DHGI12.5 Ha Giang 3.836 0
148 DHGI12.6 Ha Giang 3.696 0
149 DHGI13.1 Ha Giang 2.278 Hinh cau 0
150 DHG13.3 Ha Giang 2.286 Ludng thap 0
151 DHG13.6 Ha Giang 2.950 0
152 DHGI14.1 Ha Giang 3.931 0
153 DHG14.4 Ha Giang 3.833 0
154 DHG14.5 Ha Giang 2.940 0
155 DHG14.6 Ha Giang 3.091 3.33
156 DHGI5.1 Ha Giang 2.837 16.67
157 DHGI15.2 Ha Giang 2.633 80
158 DHG16.1 Ha Giang 3.932 30
159 DHG16.4 Ha Giang 3.024 50
160 DHG16.5 Ha Giang 3.709 73.33
161 DHG2.1 B.t. novosibisk Ha Giang 2.131 Hinh ciu 0
162 DHG2.4 B. t. kurstaki Ha Giang 3.348 Ludng thap 33.33
163 DHG3.1 Ha Giang 2.737 Khoéng xac 16.67
dinh
164 DHG3.2 B.t. fukuokaensis Ha Giang 2.731 Khong xac 56.67
dinh

165 DHG3.3 Ha Giang 2.68 0
166 DHG4.1 Ha Giang 3.405 0
167 DHG4.2 Ha Giang 3.769 0
168 DHG4.3 Ha Giang 3.535 3.33
169 DHG4.4 Ha Giang 3.844 16.67
170 DHGS5.2 Ha Giang 3.837 66.67
171 DHGS.5 Ha Giang 2.255 0
172 DHG?7.1 Ha Giang 2.831 0
173 DHG7.4 Ha Giang 2.800 0
174 DHG7.5 B.t. fukuokaensis Ha Giang 4.302 Hinh ciu 23.33
175 DHGS.2 Ha Giang 3.029 3.33
176 DHGS.3 Ha Giang 3.032 60
177 DHGS.4 Ha Giang 4.462 Ludng thap 26.67
178 DHG8.6 B.t. coreanensis Ha Giang 3.805 30
179 DHGS.7 Ha Giang 3.259 Ludng thap 23.33
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STT Ky hiéu Duwdéi loai Pia diém/Ngudn ODsoonm Hinh dar}g Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuong (%)

180 DHG9.1 Ha Giang 2.836 43.33
181 DHG9.2 Ha Giang 2.937 16.67
182 DHG9.3 Ha Giang 3.932 Hinh cau 26.67
183 DHGY.4 B.t. fukuokaensis Ha Giang 3.556 Khéng xac 60

dinh
184 LHG10.2 Ha Giang 3.425 0
185 LHG10.3 Ha Giang 4.746 0
186 LHGI13.1 Ha Giang 2.571 0
187 LHG13.2 Ha Giang 4.331 23.33
188 LHG14.2 Ha Giang 2731 16.67
189 LHG14.3 Ha Giang 3.737 10
190 LHG14.4 B.t. isalensis Ha Giang 2.950 Hinh ciu 56.67
191 LHG14.6 Ha Giang 4.249 0
192 LHG14.7 Ha Giang 3.684 0
193 LHG3.1 Ha Giang 4.112 80
194 LHG3.2 Ha Giang 3.240 26.67
195 LHG3.3 Ha Giang 3.681 0
196 LHG4.2 B.t. isalensis Ha Giang 2.462 Hinh cau 46.67
197 LHG4.4 Ha Giang 2.940 Hinh cau 0
198 LHGS.2 Ha Giang 2.826 Ludng thap 0
199 LHGS5.5 Ha Giang 3.249 Ludng thap 0
200 BD10.8 bién Bién 3.682 Ludng thap 3.33
201 BDI125.13 bién Bién 4.732 Ludng thap 23.33
202 BD20.7 bién Bién 3.585 Ludng thap 10
203 BD3.5 B. t. kurstaki bi¢n Bién 3.839 Ludng thap 50
204 BD3.5 bién Bién 2.736 Ludng thap 50
205 BD4.5 B. t. kurstaki bién Bién 2.637 Ludng thap 0
206 BD6.2 B. t. kurstaki bién Bién 3.362 Ludng thap 66.67
207 BD6.2 B. t. kurstaki bién Bién 3.886 Ludng thap 83.33
208 BD8.2 B. t. kurstaki bién Bién 3.465 Ludng thap 100
209 BDS.2 Dién Bién 4.846 Hinh cau 80
210 BD9.1 bién Bién 2.471 Ludng thap 0
211 BD10.1 B. t. aizawai bién Bién 4.341 Ludng thap, 0

Khéng xac

dinh

212 BD3.5 B. t. aizawai bién Bién 2.861 Ludng thap, 50
Khong xac

dinh
213 DBI15.4 bién Bién 2.680 Ludng thap 0
214 bB3.5 bién Bién 4.249 Ludng thap 3.33
215 bB4.3 bién Bién 3.864 Ludng thap 16.67
216 bBI.1 bién Bién 4.012 Ludng thap, 63.33
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STT Ky hiéu Duwdéi loai Pia diém/Ngudn ODsoonm Hinh dang Hoat tinh diét
phan 1ap (72 gio) tinh thé siu duc qua diu
tuwong (%)
Hinh cau
217 bBJ2.3 bién Bién 3.240 Ludng thap 0
218 DDB15.3 bién Bién 3.571 Ludng thap 0
219 DDB25.2 bién Bién 2.242 Hinh cau 0
220 DDB17.6 bién Bién 2.680 Hinh ciu, 0
Khong xac
dinh
221 BD23.7 bién bién 2.846 Ludng thap 23.33

Hinh phu luc 1. Cac plasmid si dung dé tach dong va thiét ké vector

(a)

(b)

T terminator- 6xtis

PET-32a(+)
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PFGC5941

(©)

Hinh phu luc 2. Két qua tim Kiém va so sanh trinh tw cic protein ddc t6 Bt
trén AllergenOnline.

(a) protein CrylAa; (b) protein CrylAc; (c) protein CrylBe; (d) protein Cry1Na; (e)
protein Cry2Ab; (f) protein Cry2Ah

# fasta36.exe -q -B -m 91 -w 80 -E 1 -d 20 C:\Windows\Temp\allFDF2.tmp version2136.fasta
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank

version 36.3.8g Oct, 2018

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: C:\Windows\Temp\allFDF2.tmp
1>>>query - 1176 aa

Library: version2136.fasta
540227 residues in 2233 sequences

Statistics: Altschul/Gish params: n@: 1176 Lambda: ©.158 K: 0.019 H: 0.100
statistics sampled from 288 (288) to 288 sequences

Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]

Parameters: BL50 matrix (15:-5), open/ext: -16/-2

ktup: 2, E-join: 1 (©.468), E-opt: 0.2 (0.129), width: 16

Scan time: ©0.000

!l No sequences with E() < 1

>>>///

(a)
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# fasta36.exe -q -B -m 91 -w 80 -E 1 -d 20 C:\Windows\Temp\allD1EA.tmp version2136.fasta
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank

version 36.3.8g Oct, 2018

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: C:\Windows\Temp\allD1EA.tmp
1>>>query - 1178 aa

Library: version2136.fasta
540227 residues in 2233 sequences

Statistics: Altschul/Gish params: n@: 1178 Lambda: ©.158 K: ©.019 H: ©.100
statistics sampled from 293 (293) to 293 sequences

Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]

Parameters: BL50 matrix (15:-5), open/ext: -10/-2

ktup: 2, E-join: 1 (@.454), E-opt: ©.2 (0.131), width: 16

Scan time: ©.000

Il No sequences with E() < 1

>>>///

(b)

# fasta36.exe -q -B -m 91 -w 808 -E 1 -d 20 C:\Windows\Temp\alll7A.tmp version2136.fasta
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank

version 36.3.8g Oct, 2018

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: C:\Windows\Temp\alll7A.tmp
1>>>query - 1227 aa

Library: version2136.fasta
540227 residues in 2233 sequences

Statistics: Altschul/Gish params: n@: 1227 Lambda: ©.158 K: ©.019 H: ©.100
statistics sampled from 238 (238) to 238 sequences

Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]

Parameters: BL5@® matrix (15:-5), open/ext: -16/-2

ktup: 2, E-join: 1 (©.341), E-opt: 0.2 (8.107), width: 16

Scan time: ©.000

I'l No sequences with E() < 1

>>>///

(©)

>>gi|46486948|gid|1121|allergen Pen m 2 [Fenneropenaeus chinensis] (53 aa)
initn: 44 initl: 44 opt: 71 Z-score: 114.9 bits: 27.8 E(2233): 0.31
Smith-Waterman score: 71; 28.8% identity (67.3% similar) in 52 aa overlap (550-601:2-50)

510 520 530 540 550 560 570 580
query APLSQRYRVRIRYASTTDLQFVTSINGTTINIGNFPKTINNLNTLGSEGYRTVSFSTPFSFSNAQSIFRLGIQAFSGVQE
notag| YNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKR---RMGLTEFQAVKE

10 20 30

590 600
query VYVDKIEFIPVE
notag| MQDGILELIKMEKEM

40 50

(d)
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# fasta3b.exe -q -B -m 91 -w 80 -E 1 -d 20 C:\Windows\Temp\allA70C.tmp version2136.fasta
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank

version 36.3.8g Oct, 2018

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: C:\Windows\Temp\allA70C.tmp
1>>>query - 633 aa

Library: version2136.fasta
540227 residues in 2233 sequences

Statistics: Altschul/Gish params: n@: 633 Lambda: ©.158 K: ©.0619 H: ©.160
statistics sampled from 231 (231) to 231 sequences
Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]
Parameters: BL5@ matrix (15:-5), open/ext: -10/-2
ktup: 2, E-join: 1 (©.356), E-opt: @.2 (0.103), width: 16
Scan time: ©0.000
I'l No sequences with E() < 1
>>>///

(e)

# fasta36.exe -q -B -m 91 -w 80 -E 1 -d 20 C:\Windows\Temp\allBB76.tmp version2136.fasta
FASTA searches a protein or DNA sequence data bank

version 36.3.8g Oct, 2018

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: C:\Windows\Temp\allBB76.tmp
1>>>query - 632 aa

Library: version2136.fasta
540227 residues in 2233 sequences

Statistics: Altschul/Gish params: n@: 632 Lambda: ©.158 K: ©.819 H: 0.100
statistics sampled from 248 (248) to 248 sequences

Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]

Parameters: BL5® matrix (15:-5), open/ext: -16/-2

ktup: 2, E-join: 1 (0.372), E-opt: 0.2 (0.111), width: 16

Scan time: ©.000

I'l No sequences with E() < 1

>>>///

®

Hinh phu luc 3. So sanh trinh tw gen cry24b39 va gen tham chiéu cry24b3

10 20 30 40 50 60 70 80

D e e e O T O I e I

cry2Ab3 ATGAATAGTGTATTGAATAGCGGAAGAACTACTATTTGTGATGCGTATAATGTAGCGGCTCATGATCCATTTAGTTTTCA
M NS VL N S G R T T I C DAY NV A A H D P F S F Q

[ 2 2 < 1

90 100 110 120 130 140 150 160
e T e e I
cry2Ab3 ACACAAATCATTAGATACCGTACAAAAGGAATGGACGGAGTGGAAAAAAAATAATCATAGTTTATACCTAGATCCTATTG
H K s L D T VvV Q K E W T E W K K N N H S L Y L D P I
[0 72 2 < 1 1

170 180 190 200 210 220 230 240
S 1 o S e O

cry2Ab3 TTGGAACTGTGGCTAGTTTTCTGTTAAAGAAAGTGGGGAGTCTTGTTGGAAAAAGGATACTAAGTGAGTTACGGAATTTA
v 6 T v A §S F L L K K v G §$ L v G K R I L S E L R N L

[0 72 2 < 1 1



cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39
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250 260 270 280 290 300 310 320

P e A R e e R R e ..
ATATTTCCTAGTGGTAGTACAAATCTAATGCAAGATATTTTAAGAGAGACAGAAAAATTCCTGAATCAAAGACTTAATAC
I ¥ P S G s TN~NI1LMOQ©QUDTILRETEI K F L N QR L N T

330 340 350 360 370 380 390 400
P L I P L O e [ I
AGACACTCTTGCCCGTGTAAATGCGGAATTGACAGGGCTGCAAGCAAATGTAGAAGAGTTTAATCGACAAGTAGATAATT
p T L A RV NAE L T GL Q A NV E E F N R Q V D N

410 420 430 440 450 460 470 480
e P R B S .. B S T .

TTTTGAACCCTAACCG CGCTGTTCCTTTATCAATAACTTCTTCAGTTAATACAATG CAATTATTTCTAAATAGA
F L N P N RN AV P L s I T s s VN TMOQ Q L F L N R

490 500 510 520 530 540 550 560
e e e e o
TTACCCCAGTTCCAGATGCAAGGATACCAACTGTTATTATTACCTTTATTTGCACAGGCAGCCAATTTACATCTTTCTTT

L p QO F O MQ G Y O L L L L.» L F A Q A A N L H UL S F

L P QF OMOGY QUL L L L P L F A QAANTLH L S F

570 580 590 600 610 620 630 640
e e e e T T
TATTAGAGATGTTATTCTAAATGCAGATGAATGGGGAATTTCAGCAGCAACATTACGTACGTATCGAGATTACTTGAAAA

I R DV I L N ADEWG I S A AT L R T Y R D Y L K

650 660 670 680 690 700 710 720
P L P T e e e e P
ATTATACAAGAGATTACTCTAACTATTGTAT. TACGTATCAAAGTGCGTTTAAAGGTTT CACTCGTTTACACGAT
N Y T R DY S N Y C I N T Y Q S A F K G L N T R L H D

730 740 750 760 770 780 790 800

F T T T T e e T I
ATGTTAGAATTTAGAACATATATGTTTTTAAATGTATTTGAGTATGTATCTATCTGGTCGTTGTTTAAATATCAAAGTCT
M L E F R T Y M F L NV F E Y V S I W S L F K Y Q S L

810 820 830 840 850 860 870 880
e e e e e e I
TCTAGTATCTTCCGGTGCTAATTTATATGCAAGTGGTAGTGGACCACAGCAGACCCAATCATTTACTTCACAAGACTGGC

L vs s GGANTLYAS G S G P Q O T O SsSs F T S Q D W

890 900 910 920 930 940 950 960
e e e
CATTTTTATATTCTCTTTTCCAAGTTAATTCAAATTATGTGTTAAATGGATTTAGTGGTGCTAGGCTTTCTAATACCTTC
p ¥ L Y s L F 9 vV N~ S N Y V L NG F S G A R L S N T F
................................................. c........C.....A...A.GC.G..T...
P F L ¥ S L F 9 vN SN Y VL NG F S G A R L T Q T F

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
e e e e T
CCTAATATAGTTGGTTTACCTGGTTCTACTACAACTCACGCATTGCTTGCTGCAAGGGTTAATTACAGTGGAGGAATTTC

P N I V G L P G S T T T HAULULAAIRV N Y S G G I S

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

T T O e . B T I

GTCTGGTGATATAGGTGCATCTCCGTTTAATCAAAATTTTAATTGTAGCACATTTCTCCCCCCATTGTTAACGCCATTTG
s 6 b I G A S P FNQNFNCSTF L P P L L T P F



1130
cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

cry2Ab3

cry2Ab39

150

1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
e e e e I F e
TTAGGAGTTGGCTAGATTCAGGTTCAGATCGGGAGGGCGTTGCCACCGTTACAAATTGGCAAACAGAATCCTTTGAGACA
vV R S w L DS GG S DURE GV ATV T NW Q T E S F E T

vV R S w L D s G s DR E G V A TV T N W Q T E S F E T

[P N

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
e e e I
ACTTTAGGGTTAAGGAGTGGTGCTTTTACAGCTCGCGGTAATTCAAACTATTTCCCAGATTATTTTATTCGTAATATTTC

T L. 6 L R S G A F T AUR G N S N Y F P DY F I R N I S

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

P o A I e e O e Y B e I

TGGAGTTCCTTTAGTTGTTAG TGAAGATTTAAGAAGACCGTTACACTATAATGAAATAAGAAATATAGCAAGTCCTT
G v p L VVRNE D L R R P L HY N E I R N I A S P

|- I. I. [ o I. l.

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
e e e
CAGGAACACCTGGTGGAGCACGAGCTTATATGGTATCTGTGCATAACAGAAAAAATAATATCCATGCTGTTCATGAAAAT
s 6 T Pp G G A RAY MV S V HNIRIKNNTIHA AV HE N

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
e P I T e e
GGTTCTATGATTCATTTAGCGCCAAATGACTATACAGGATTTACTATTTCGCCGATACATGCAACTCAAGTGAATAATCA

G s M I H L A P N DY T G F T I S P I H A T Q V N N Q

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
e T T P P
AACACGAACATTTATTTCTGAAAAATTTGGAAATCAAGGTGATTCTTTAAGGTTTGAACAAAACAACACGACAGCTCGTT

T R T ¥F I s E K F G N Q G D s L R F E Q N N T T A R

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
T T T I
ATACGCTTAGAGGGAATGGAAATAGTTACAATCTTTATTTAAGAGTTTCTTCAATAGGAAATTCCACTATTCGAGTTACT
y T L. R G NGNS Y N LY L R V S s I G N s T I R V T

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
T e e e
ATAAACGGTAGGGTATATACTGCTACAAATGTTAATACTACTACAAATAACGATGGAGTTAATGATAATGGAGCTCGTTT

I NG R VY T A TNV N T T TN N D G V N D N G A R F

1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840
e e e
TTCAGATATTAATATCGGTAATGTAGTAGCAAGTAGTAATTCTGATGTACCATTAGATATAAATGTAACATTAAACTCCG

s b I NI G NV VAS S N S DV P L D I NV T L N S

1850 1860 1870 1880 1890 1900
e e e e
GTACTCAATTTGATCTTATGAATATTATGCTTGTACCAACTAATATTTCACCACTTTATTAA
G T o ¥ DL M NI ML V P TN I s P L Y *
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10 20 40 60 70 80

F L T T e O T e T I
crylBel TTGACTTCAAATAGGAAAAATGAGAATGAAATTATAAATGCTTTATCGATTCCAGCTGTATCGAATCATTCCGCAC T
M T s N R K N E N E I I N A L s I P A V S N H
N R K N E N E

Hinh phu luc 4. So sanh trinh tu gen crylBe va gen tham chiéu crylBel

30 50

crylBe

S A Q M
P A V S N A QO M
100 120 130 140 150
AT CC AT T AT A GO AT AT T T TATACCOCAGCCCARC
N L S T D A R I E D S L

crylBel GAAT

160
B e

TAGCCGAGGGGAACAATATCGATCCATTTGTTAGCGCAT

c I A E G N N I D P F V S A

[0 0 =
E D S L

I D P F V S
180 190 200 210 220 230 240
e T | .
CAACAGTCCAAACGGGTATTAACATAGCTGGTAGAATACTAGGTGTATTAGGCGTACCGTTTGCTGGACAAA!
s T v oo T G I NI A G R I L G V L G V P F A G Q
I N I

crylBel TAGCTAGT
I A S
crylBe
250

F A G Q I A
260 270 280
e e e e e L I
crylBel TTTTATAGTTTTCTTGTTGGTGAATTATGGCCCCGCGGCAGAGATCCTT
L vV G E L W P R G R D

320
I O [ I e
GGGAAATTTTCCTAGAACATGTCGAACAACT

F Y S F P w E I F L E H V E O L

L a0

L W P F L E H V E
330 340 350 370

P T I N I

crylBel TAT

380 390 400
O e e e T I
AAGACAACAAGTAACAGAAAATACTAGGGATACGGCTCTTGCTCGATTACAAGGTTTAGGAAATTCCTTTAGAGCCT
I R Q 9 vT E N TR D T AL AR L Q G L G N S F R A
[
R 0 0 VvV T E Q G L G N
420

S F R A
430 440
S S s I

450
.. P e N I
crylBel AT

470 480

B T T e
CAACAGTCACTTGAAGATTGGCTAGAAAACCGTGATGATGCAAGAACGAGAAGTGTTCTTTATACCCAATATATAGCC
Yy 9 ¢ s L E D W L E N R D D AR T R S V L Y T

crylBe

Q Y I A

Q Y I A
500 520 530 540 550 560
T N [N I P e e e T I
TTAGAACTTGATTTTCTTAATGCGATGCCGCTTTTCGCAATTAGAAACCAAGAAGTTCCATTATTAATGGTATATGCTCA
L £ L D F L NAMU©P L F A I RN OQ E V P L
L D F L N A M P

crylBel

crylBe

L M VvV Y A Q
R N O E V
570 580 590
[P I I

600 610
PR e P
crylBel AGCT

640

B I I I e
GCAAATTTACACCTATTATTATTGAGAGATGCCTCTCTTTTTGGTAGTGAATTTGGGCTTACATCCCAAGAAATTC
A A N L H L L L L R DA AS L F G S E F G L T S Q E I
[ 0

H L L L
660
e N

crylBel AACG

690 700
P O S O I

710 720
B R e e T e
TTATTATGAGCGCCAAGTGGAAAAAACGAGAGAATATTCTGATTATTGCGCAAGATGGTATAATACGGGTTTAAAT
R Y Y E R Q VE K T R E Y S D Y C AR W Y N T G L N
[
Q RY Y E R Q VE K TR E Y S DY C A R W Y N T G L N
730 740 750 760 770 780
e T S e T I
crylBel AATTTGAGAGGGACAAATG!

790 800
B S T e
CTGAAAGTTGGTTGCGATATAATCAATTCCGTAGAGACTTAACGCTAGGAGTATTAGATCT
N L R G T N A E S W L R Y N OQ F R R D L T L

[ =

N A E S

G VvV L D L
w L R Y N O F R R D L T L G V L D L
810 820 830 840 850 860 870 880
e e e e e I
crylBel AGTGGCACTATTCCCAAGCTATGACACGCGTGTTTATCCAATGAATACCAGTGCTCAATTAACAAGAGAAATTTATACAG
v A L F P S Y D TR VY P M N T S A Q L T R E I Y T
[ 0 =



crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe
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v AL F P S Y D T R V Yy P M N T S A Q L T R E I Y T

890 900 910 920 930 940 950 960
ATCCAATTGGGAGAACAAATGCACCTTCAGGATTTG GTACGAATTGGTTTAATAATAATGCACCATCGTTTTCTGCC
p p I G R TNAW®P S GPFASTNW FNNNA AP S F S A

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

S e e O s O T B T
ATAGAGGCTGCCGTTATTAGGCCTCCGCATCTACTTGATTTTCCA! CAGCTTACAATTTTCAGCGTATTAAGTCGATG
I E A AV I R P P HL L D VF P E QL T I F s V L S R W

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
P e e T T T
GAGTAATACTCAATATATGAATTACTGGGTGGGACATAGACTTGAATCGCGAACAATAAGGGGGTCATTAAGTACCTCGA
s N T Q Y M N Y W V G H R L E S R T I R G S L S T S

s N T Q Y M N Y W V G H R L E S R T I R G S L S T S

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
B T I B I L I e e
CACACGGAAATACCAATACTTCTATTAATCCTGTAACATTACAGTTCACATCTCGAGACGTTTATAGAACAGAATCATTT
T H 6 N T N T S I N P V T L Q F T S R D V Y R T E S F

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
B B I I T I L I N N e e
GCAGGGATAAATATACTTCTAACTACTCCTGTGAATGGAGTACCTTGGGCTAGATTTAATTGGAGAAATCCCCTGAATTC
A G I NI L L T T P V N G V P WA R F N W R N P L N S

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
e e e T e
TCTTAGAGGTAGCCTTCTCTATACTATAGGGTATACTGGAGTGGGGACACAACTATTTGATTCAGAAACTGAATTACCAC

L R G s L L vy TTT1I G Y T GV G T Q L F D S E T E L P

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
e e e
CAGAAA CAGAACGACCAAATTATGAATCTTACAGTCATAGATTATCTAATATAAGACTAATATCAGGAAACACTTTG
P E T T E R P N Y E S Y S HRL S N I R L I S G N T L

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
e e e I I
AGAGCACCAGTATATTCTTGGACGCACCGTAGTGCAGATCGTACAAATACCATTAGTTCAGATAGCATAACACAAATACC

R A P VY S W T HU R S ADIRTNTTI S s D s I T Q I P

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
B B I I T I e e I B N e e
ATTGGTAAAATCATTCAACCTTAATTCAGGTACCTCTGTAGTCAGTGGCCCAGGATTTACAGGAGGGGATATAATCCGAA
L vK S F NLNS G T S V VS G P G F T G G D I I R

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
B T I I I N e e
CTAACGTTAATGGTAGTGTACTAAGTATGGGTCTTAATTTTAATAATACATCATTACAGCGGTATCGCGTGAGAGTTCGT
T N Vv N G S VL S M G L N F NN T S L Q R Y R V R V R

T N Vv N G S VL S M G L N F NN T S L Q R Y R V R V R

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
e e e e T T
TATGCTGCTTCTCAAACAATGGTCCTGAGGGTAACTGTCGGAGGGAGTACTACTTTTGATCAAGGATTCCCTAGTACTAT

Y A A S Q T MV L RV TV G G s T T F D Q G F P s T M



crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe

crylBel

crylBe
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1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840
e e e e T
GAGTGCAAATGAGTCTTTGACATCTCAATCATTTAGATTTGCAGAATTTCCTGTAGGTATTAGTGCATCTGGCAGTCAAA

S A N E S L T S Q S F R F A E F P V G I S A S G S Q

1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
e e e e
CTGCTGGAATAAGTATAAGTAATAATGCAGGTAGACAAACGTTTCACTTTGATAAAATTGAATTCATTCCAATTACTGCA
T A G I s I S N N A G R ©Q T F H F D K I E F I P I T A

T A G I s I S N N A G R Q T F H F D K I E F I P I T A

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
T e e e T T
ACCTTCGAAGCAGAATATGATTTAGAAAGAGCGCAAGAGGCGGTGAATGCTCTGTTTACTAATACGAATCCAAGAAGGTT

T F E A E Y DL E R A Q E AV N AL F TN T N P R R L

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
B T e L O S T T I
AAAACAGGTGTGACAGATTATCATATTGATGAAGTATCCAATTTAGTGGCGTGTTTATCGGATGAATTCTGCTTGGATG
kK T 6 vTDY H I DE VS N L VA CUL S DE F C L D

2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
P P e T e I

GAGAGAATTACTTGAGAAAGTG TATGCGAAACGACTCAGTGATGAAAGAAACTTACTCCAAGATCCAAACTTC
E K R E L L E K V K Y A KR L S D ERNTL L Q D P N F

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240
e e e e P
ACATCCATCAATAAGCAACCAGACTTCATATCTACTAATGAGCAATCGAATTTCACATCTATCCATGAACAATCTGAACA

T s I N K ¢ p D F I S T N E Q S N F T S I H E Q S E H

2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
T T e e T T
TGGATGGTGGGGAAGTGAGAACATTACAATCCAGGAAGGAAATGACGTATTTAAAGAGAATTACGTCATACTACCGGGTA

G W W G s E NI T I Q E G N D V F K E N Y V I L P G

2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
e O T T o I B D L I ..
CTTTTAATGAGTGTTATCCGACGTATTTATATCAAAAAATAGGGGAGGCGGAATTAAAAGCTTATACTCGCTACCAATTA
T P N E C Y P T Y L ¥ Q K I G E A E L K A Y T R Y Q L

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
T e
AGTGGCTATATTGAAGATAGTCAAGATTTAGAGATATATTTGATTCGTTACAATGCGAAACATGAAACATTGGATGTTCC

s 6y I & DS ¢ DL E I Y L I R Y NAIKUHE T L D V P

2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
e e e e e e I
AGGTACCGAGTCCGTATGGCCGCTTTCAGTTGAAAGCCCAATCGGAAGGTGCGGAGAACCGAATCGATGCGCACCACATT

G T £E s v w P L S V E S P I G R CGE P N R C A P H

2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
E T T T o T e T I
TTGAATGGAATCCTGATCTAGATTGTTCCTGCAGAGATGGAGAAAAATGTGCGCATCATTCCCATCATTTCTCTTTGGAT
F EWNP DL D C s CUR D G E K CAUHUHB S HUHF S L D
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2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
e e e T
crylBel ATTGATGTTGGATGCATAGACTTGCATGAGAACCTAGGCGTGTGGGTGGTATTCAAGATTAAGACGCAGGAAGGTCATGC
I bpbv G ¢ I DL HENIL GV WV V F K I K T Q E G H A
L a0
I bpv G ¢ I DL HENTL GV W V V F K I KT Q E G H A
2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
e T e e T
crylBel AAGACTAGGGAACCTGGAATTTATTGAAGAGAAACCATTATTAGGA! GCACTGTCTCGTGTGAAGAGAGCAGA
R L 6 N L E F I E E K P L L G E A L S R V K R A E K
L a1
R L G N L £E F I E E K P L L G E A L S R V K R A E K
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
B e e e O O e T I I,
crylBel AATGGAGAGACAAACGTGAAAAACTACAATTGG. CAAAACGAGTATATACAGAGGCAAAAGAAGCTGTGGATGCTTTA
K w R D K R E K L 0 L E T K R V Y T E A K E A V D A L
[ C......
K W R D K R E K L ¢ L E T K R V Y T E A K E A V D A L
2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960
e e e
crylBel TTTGTAGATTCTCAATATGATAGATTACAAGCGGATACAAACATTGGCATGATTCATGCGGCAGATAAACTTGTTCATCG
F VD S Q Y DR L QA D TNTI GG M I H A ADIK L V H R
[ 0 =
F VD S QY D RL QADTNTI G M I HAADI KL V H R
2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040
e e e e e e | .
crylBel AATTCGAGAGGCGTATCTTTCAGAATTATCTGTTATCCCAGGTGTAAATGCGGAAATTTTTGAAGAATTAG
I R E A Y L S E L S Vv I P G V N A E
crylBe
I R E A Y

AAGGTCGCA
I F E E L E G R
L S E L

G vV N A E I F E E L E G R
3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
e e e e I
crylBel TTATCACTGCAATCTCCCTATACGATGCGAGAAATGTCGTTAAAAATGGTGATTTTAATAATGGATTAGCATGCTGGAAT
I r T A I S LY D A URNV V KNG D F N NG L A C W N
L a1 T.......
r I T A I S L Y DA AU RNV V KNG D F NNG L A F W N
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
B e e e T
crylBel GTAAAAGGGCATGTAGATGTACAACAGAGCCATCACCGTTCTGTCCTTGTTATCCCAGAATGGGAAGCAGAAGTGTCACA
v K 6 H v DV Q ¢ S H H R S V L V I
crylBe
v K G H VvV D V Q 0

P E W E A E V S Q
S H H R S

v L v I P E W E A E V S 0Q
3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280
e e e e e e I
crylBel AGCAGTTCGCGTCTGTCCGGGGCGTGGCTATATCCTCCGTGTCACAGCGTACAAAGAGGGATATGGAGAGGGTTGTGTAA
AV RV C P G R G Y I L RV T AY K E G Y G E G C V
crylBe - I R Tttt e e e e e e e et et e
FE V R V C P G R G Y I L RV T A Y K E G Y G E G C V
3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
e T e I
crylBel CGATCCATGAAATCGAGAACAATACAGACGAACTAAAATTTAAAAACTGTGAAGAAGAGGAAGTGTATCCAACGGATACA
T I H E I E N N T D E L K F K N C E E E E V Y P
crylBe T T..... T
T I H E I E N N T D

T D T
E L K

F K N C E E E E V Y P T D T
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440
e e e I

crylBel GGAACGTGTAATGATTATACTGCACACCAAGGTACAGCAGCATGTAATTCCCGTAATGCTGGATATGAGGATGCATATGA
G T ¢ N DY T AHOQ G TAATCNS RN AG Y E D A Y E

L a0
G T ¢ N DY T A HOQGTAA ATCNSRNAGY E D A Y E

3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
B T O O T T T I
crylBel AGTTGATACTACAGCATCTGTTAATTACAAACCGACTTATGAAGAAGAAACGTATACAGATGTACGAAGAGATAATCATT
v b T T A S V N Y K P T Y E E E T Y T
crylBe
v D T T A S

D VvV R R D N H
vV N Y K P

3540 3550 3560 3570 3580 3590
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B e e e T
crylBel GTGAATATGACAGAGGGTATGTGAATTATCCACCAGTACCAGCTGGTTATATGACAAAAGAATTAGAATACTTCCCAGAA

c EYy DR G Y V NY P P V P A G Y MTXKE L E Y F P E
L 0 C.oiiiiiii i G....... G........... T.........

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680
D e e e O e O e e IR
crylBel ACCGATAAGGTATGGATTGAGATTGGAGAAACGGAAGGGAAGTTTATTGTAGACAGCGTGGAATTACTCCTTATGGAGGA
T b K vw I E I G E T E G K F I V D s V E L L L M E E
[ = C. G i e

crylBel ATAG

crylBe

Hinh phu luc 5. So sanh trinh tu gen cry24h va gen tham chiéu cry24hl1

10 20 30 40 50 60 70 80

D e e O T O Y I O,

cry2Ahl ATGAATAATGTATTGAATAGCGGAAGAGCTACTAATGGTGATGCGTATAATGTAGTGGCTCATGATCCATTTAGTTTTCA
M N N VL N S GRATNGDAY NV V A HD P F S F Q

L2 2 o

90 100 110 120 130 140 150 160
e e e e I
cry2Ahl ACATAAATCATTAGATACCATACAAGAAGAATGGATGGAGTGGAAAAAAGATAATCATATTTTATATGTAGATCCTATTG
H K s L b T I O E E W M E W K K D N H I L Y V D P I
[0 22 2 o L

170 180 190 200 210 220 230 240
S 1 S S o O

cry2Ahl TTGGAACTGTGGCTAGCTTTCTTTTAAAGAAAGTGGGGAGTCTTGTTGAAAAAAGAATATTAAGTGAGTTACGGAATTTA
v 6 T v A S F L L K K v G $ L vV E K R I L S E L R N L

[ 02 2 o [

250 260 270 280 290 300 310 320

B e e e e e O e T T

cry2Ahl ATATTTCCTAGTGGCAGTACAAATCTAATGCAAGATATTTTAAGAGAGACAGAAAAATTCCTGAATCAAAGACTTAATAC
I ¥ P S Gs TN~NTI1LMOQ D I L R E TE K F L N Q R L N T

L 27 2 o

330 340 350 360 370 380 390 400
D S e O O O e I O,
cry2Ahl AGACACTCTTGCCCGTGTAAATGCGGAATTGACAGGGCTGCAAGCAAATGTAGAAGAGTTTAATCGACAAGTAGATAATT
p T ... ARV N AZE L T GUL Q A NV E E F N R Q V D N
[0 72 2 o L

410 420 430 440 450 460 470 480
B e e e T T T A
cry2Ahl TTTTGAACCCTAACCG. TGCTGTTCCTTTATCAATAACTTCTTCAGTTAATACAATGCAGCAATTATTTCTAAATAGA
F L NP NRNAV P L s I T S S V N T M Q O L F L N R
[0 002 2 o L

490 500 510 520 530 540 550 560

T e e e T T
cry2Ahl TTACCCCAGTTTCAGATGCAAGGATACCAATTGTTATTATTACCTTTATTTGCACAGGCAGCCAATTTACATCTTTCTTT
L P Q F O MOGY QUL L L L P L F A QA ANTULHUL S F

[ 702 2 o
L P QO F o M 0 G ¥ ¢ L L L L P L F A Q A A N L H L s F
570 580 590 600 610 620 630 640
T e e e T I
cry2Ahl TATTAGAGATGTTATTCTTAATGCAGATGAATGGGGAATTTCAGCAGCAACATTACGTACGTAT TCACCTGAG

I R DV I L NADEWGTI S A AT L R T Y Q N H L R



cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

156

I R DV I L N ADEWG I S A AT L R T Y Q N H L R

650 660 670 680 690 700 710 720
B e O O S L D L I
ATTATACAAGAGAGTACTCTAATTATTGTATAACTACGTATCAAACTGCGTTTAGAGGTTT CACCCGTTTACACGAT
N Y T R E Y S N Y C I T T Y @ T A F R G L N T R L H D

N Y T R E Y S N Y C I T T Y Q T A F R G L N T R L H D

730 740 750 760 770 780 790 800

P T I P B O S I .
ATGTTAGAATTTAGAACATATATGTTTTTAAATGTATTTGAATATGTATCTATCTGGTCGTTGTTT. TATCAAAGCCT
M L E F R T Y M F L NV F E Y V S I W S L F K Y Q S L

810 820 830 840 850 860 870 880

P P I e e e T

TCTAGTATCTTCTGGCGCTAATTTATATGCAAGTGGTAGTGGACCACAGCAGACCCAATCATTTACTTCACAAGACTGGC
L vs s GGANILYAS G S G P Q O T Qs F T S Q D W

890 900 910 920 930 940 950 960

CATTTTTATATTCTCTTTTCCAAGTTAATTCAAATTATGTGTTAAATGGCTTTAGTGGCGCTAGACTTACGCAGACTTTC
pP F L ¥ S L F ¢ vN SN Y VL NG F S G A R L T Q T F

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
F T L T T T e T I
CCTAATATTGTTGGTTTACCTGGTACTACTACAACTCACGCATTGCTTGCTGCAAGGGTCAATTACAGTGGAGGAGTTTC
p NI V GGL P G T T T T HAUL L A A R V N Y S G G V S

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
e e e e I
GTCTGGTGATATAGGCGCTGTGTTTAATCAAAATTTTAGTTGTAGTACATTTCTCCCACCTTTGTTAACACCATTTGTTA

s 6 b1 GA YV FNOQONU/F S C s T VF L P P L L T P F V

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
e e e e I
GAAGTTGGCTAGATTCAGGTTCAGATCGGGGGGGGATTAATACCGTTACCAATTGGCAAACAGAATCCTTTGAGACAACT
R s wi®$z$ DS G S DU RG G I NT V TNW Q T E S F E T T

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
e e I
TTAGGTTTAAGGAGTGGTGCTTTTACAGCTCGAGGTAATTCAAACTATTTCCCAGATTATTTTATCCGTAATATTTCTGG

L G L R S GAF T AWRGNSNY F P DY F I RN I S G

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
T T e O O T e T I
AGTTCCTTTAGTTGTTAGAAATGAAGATTTAAGAAGACCGTTACACTATAATCAAATAAGAAATATAGAAAGTCCTTCAG

v p L VvV V R N E D L R R P L H Y N Q I R N I E S P S

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
B T e O T e T I
GAACACCTGGTGGATTACGAGCTTATATGGTATCTGTGCATAACAGAAAAAATAATATCTATGCCGTTCATGAAAATGGT
G T p G G L R A Y M V S V HNRKNN I Y A V HE N G

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
e e e e T
ACTATGATTCATTTAGCGCCGGAAGATTATACAGGATTTACTATATCGCCGATACATGCAACTCAAGTGAATAATC C

T M I H L A P E DY T G F T I S P I H A T Q V N N Q T

T M I H L A P E DY T G F T I S P I H A T Q V N N Q T



cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah

cry2Ahl

cry2Ah
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1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
e e e e T
GCGAACATTTATTTCTGAAAAATTTGGAAATCAAGGTGATTCCTTAAGATTTGAACAAAGCAACACGACAGCTCGTTATA

R T F I S E K F G N Q G D S L R F E Q s N T T A R Y

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
e e e e
CCCTTAGAGGGAATGGAAATAGTTACAATCTTTATTTAAGAGTATCTTCAATAGGAAATTCCACTATTCGAGTTACTATA
T LR G N G N S Y N L Y L RV s s I G N S T I R V T I

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
T e e T T
AACGGTAGAGTTTATACTGCTTCAAATGTTAATACTACTACAAATAACGATGGAGTTAATGATAATGGAGCTCGTTTTTC

N G R VY TA SNV N T T T NN D G V N DN G A R F S

1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840
B T e L O S T T I
AGATATTAATATCGGTAATGTAGTAGCAAGTGATAATACTAATGTACCGTTAGATATAAATGTGACATTAAATTCGGGTA
p I N I G NV VA S DNTNV P L DI NV T L N S G

1850 1860 1870 1880 1890
e e e e I
CTCAATTTGAGCTTATGAATATTATGTTTGTTCCAACTAATCTTCCACCACTTTATTAA
T  F E L M N I M F V P T N L P P L Y *

Hinh phu luc 6. So sanh trinh tw gen cryINa va gen tham chiéu cryINa3

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

10 20 30 40 50 60 70 80
e e T L I

ATGAGTGAATTGAAGGGGAATTTTAAGAAAAGTACTAATCGAACTTGTTGTTTGCTAAAAATAATAAATATAGGAGGAAG
M § E L K G N F K K S TNUR T C C L L K I I N I G G R

90 100 110 120 130 140 150 160
P e e I e e
ATGAATTCAAAGGAACATGATTATCTAAAAGTTTGTAATGATTTAAGTGACGCCAATATTAATATGGAGCGGTTTG
M N S K E H D Y L K V C N DL S D ANTI N M E R F

170 180 190 200 210 220 230 240
e F T P I B T F e e I
ATAAGAATGATGCACTGGAAATTGGTATGTCCATTGTATCT CTTATTGGTATGATTCCAGGCGGAACAGCTTTGC.
pb K N DAL E I GM S I Vs E L I GM I P G G T A L Q

250 260 270 280 290 300 310 320
e e e .. B Y [ I
TTTGTGTTTAATCAATTGTGGTCTCGTTTAGGTGATTCTGGATGGAATGCGTTCATGGAACATGTGGAGGAATTAATTGA

F V F N L W s R L G D s G WNAVF ME H V E E L I D

330 340 350 360 370 380 390 400

e [P P S T I [P

TACTAAAATAGAAGGGTATGCAAAAAATAAAGCCTTATCTGAATTAGCAGGTATACAAAGAAACCTTGAAACATATATAC
T K I E G Y A K N KA L S E L A G I Q R N L E T Y I

[P I [P PP S
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T K I E G Y A K N K A L

s E L A GG I Q0 R N L E T Y I
410 420 430 440 450 460 470 480
D e e e O O e I I,
crylNa3 AATTACGTAATGAATGGGAAAATGATATTGAAAACTCAAAGGCTCAAGGTAAGGTAGCTAATTACTATGAAAGTCTTGAG
Q L R N E W E N D I E N S K A Q G K V A N Y Y E S L E
[ =
Q L R N E W E N D I E N S K A Q G K V A N Y Y E S L E
490 500 510 520 530 540 550 560
e e e I
crylNa3 CAGGCGGTTGAAAGGAGTATGCCTCAATTTGCAGTGGGGAATTTTGAAGTACCACTTTTAACTGTCTATGTGCAAGCTGC
Q AV ER S M P Q F AV G N F E V P L L T V Y V Q A A
L 0 =
Q AV E R S M P QO F AV GN F E V P L L T V Y V Q A A
570 580 590 600 610 620 630 640
R I e T e I T T [P
crylNa3 TAATCTTCATTTATTATTATTAAGAGATGTTTCAGTTTATGGAAAGCGTTGGGGATGGTCGGAGCAGAAAATTAAAATTT
N L H L L L L R DV S VY G K R W G W S E QQ K I K I
[ a2 =
N L H L L L L R DV S V Y G K R W G W
650 660
N

670

680
P I

690 700 710 720
e e e e I I .
crylNa3 ATTATGATAAACAGATTAAGTATACCCATGAATACACAAATCATTGTGTAAATTGGTATAATAAAGGACTTGAGAGATTA
Yy Yy b K ¢ I K Y T H E Y T N H C V N W Y N K G L E R L
[ 2 =
Yy ¥y b K ¢ I K ¥y T H E Y T N H C V N W Y N K G L E R L
730 740 750 760 770 780 790 800
P e e I
crylNa3 AAAAATAAAGGTTCTTCTTATCAAGATTGGTACAATTATAATCGTTTCCGTAGAGAAATGACTCTTACTGTTTTAGATAT
K N K G s s Y o bw Y N Y N RPF R REMTL T V L D I
[ =
K N K 6 s S ¥y oo Db W Y N Y N RVF R REMT L T V L D I
810 820 830 840
D T I I
crylNa3 CGTT

850 860
T O e P

870 880
B S I
GCTTTATTCCCGCACTATGATGTACAAACTTATCCAATAACAACCGTTGCTCAGCTAACAAGGGAAGTTTATACGG
vV AL F P H Y D V Q T Y P I T T V A Q L T R E V Y T
[0 =
v AL *F P H Y DV Q T Y P I T T V A Q L T R E V Y T
890 900 910
[P I

920 930 940 950 960
e e S
crylNa3 ATCCTTTACTTAATTTTAATCCTAAATTACATTCTGTGTCTCAATTACCTAGTTTTAGTGACATGGAAAATGCAACAATT

b p L L N F N P K L H SV S Q L P S F S DM E N A T I
L 2720 =

K L H

D M E N A T
990 1000 1010
P P I

1020 1030 1040
e e T
CTCCACATCTGATGGAATTTTTAAGAATGCTAACAATTTATACAGATTGGTATAGTGTGGGAAGAAACTATTATTG
R T P H L M E F
crylNa

P P I
L R M L T I Y T D W Y S

crylNa3 AGAA

v G R N Y Y W

I Yy T b wW Y S V G R N Y Y W
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
B e e e O e O e e I
crylNa3 GGGAGGACATCGCGTGACGTCTTACCATGTAGGAGGAGAGAATATAAGATCACCTCTATATGGTAGAGAGGCAAATCAAG
G G H RV T S Y HV G G E NI R S P L Y G R E A N Q
[ 0 =
G G H RV T S Y HV G G E N I R S P L Y G R E A N Q
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
D S e O e O e e I s
crylNa3 AGGTTCCTAGAGATTTTTATTTTTATGGACCCGTTTTTAAGACGTTATCAAAGCCGACTCTAAGACCATTACAGCAGCCT
E v P R D F Y F Y G P V F K T L S K P T L R P L Q Q P
L =
E VvV PRDF Y F Y G PV F KT L S K P T L R P L Q Q P
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
e e T e e I
crylNa3 GCACCAGCTCCTCCTTTTAATTTACGTAGCTTAGAGGGAGTAGAATTCCACACTCCTACAGGTAGTTTTATGTATCGTGA
A P A P P F N L R S L E GV E F H T P T G S F M Y R E
[ 2 =
AP A P P FNLUR S L E G V E F HT P T G S



crylNa3
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crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa

crylNa3

crylNa
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1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
e e e e T
AAGAGGATCGGTAGATTCTTTTAATGAGTTACCGCCTTTTAATCCAGTTGGGTTACCTCATAAGGTATACAGTCACCGTT

R 6 s v D S FNE L P P F N P V G L P HK V Y S H R

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
e e e e
TATGTCATGCAACGTTTGTTCGTAAATCTGGGACCCCTTATTTAACAACAGGTGCCATCTTTTCTTGGACACATCGTAGT
L ¢ H AT PFF VRK S T P Y L T T GATI F S W T H R S

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
T e e e T T
GCTGAAGAAACCAATACAATTGAATCAAATATTATTACGCAAATCCCGTTAGTAAAAGCATATCAAATTGGGTCAGGCAC
A E E T N T I E S N I I T @ I P L V K A Y Q I G S G T

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
B T e L O S T T I
TACTGTAAGGAAAGGACCAGGATTCACAGGAGGGGATATACTTCGAAGAACAGGTCCTGGAACATTTGGAGATATGAGAA
T v R XK 6 P G F T G GG D I L R R T G P G T F G D M R

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
P T O S e e e [P
TAAATATTAATGCACCATTATCTCAAAGATATCGTGTAAGGATTCGTTATGCTTCTACGACAGATTTACAATTTGTCACG
I N I N A P L S Q R Y RV R TIURY A S T T D L Q F V T

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
e P I e e e T
AGTATTAATGGGACCACCATTAATATTGGTAACTTCCCAAAAACTATTAATAATCT. TACTTTAGGTTCTGAGGGCTA

s I N~ G T T I NI G N F P K T I NN L N T L G S E G Y

1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840
L T L T e T
TAGAACAGTATCGTTTAGTACTCCATTTAGTTTCTC TGCACAAAGCATATTTAGATTAGGTATACAAGCATTTTCTG

R T v s ¥ s T P F S F S N A Q S I F R L G I QO A F S

1850 1860 1870 1880 1890
e P e .. O O ..
GAGTTCAAGAAGTTTATGTGGATAAAATTGAATTTATTCCTGTTGAATAG
G v Q EV Yy Vv b K I E F I P V E *

[ I I. [ I | ..

G v g EV Yy Vv b K I E F I P V E *
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Hinh phuc luc 7. Bing dc quyén sang ché ciia chiing Bf SP14.2 mang gen mi
héa déc t6 Cry2Ab39
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GEN MA HOA PROTEIN POC TO CRY2AB39 DIET SAU BUC QUA
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Hinh phu luc 8. Dir liéu ding ki trén GenBank ciia cac gen cry ma hoa doc t6
diét siu mai phan 1ap dwge tir cac chiing Bt ban dia

% Dit ligu gen va djc té Bt Cry2Ab39 ciia chiing SP14.2:

@ Home - Bpprc X @ Bacterial Pesticidal Protein Data' X + - =) X

<« C @ camtech-bpp.ifasufledu/categorize_database_cry wox O

Database ¥  BestMatchFinder ¥  Analysis ¥  Submit your sequence for naming ¥ Links v Feedback

Cry2Ab34 Cry2Ab34 ANNB87794 2016 Download
O Cry2Ab35 Cry2Ab35 ART33428 2017 Download
| Cry2Ab36 Cry2Ab36 QBO24621 2019 Download
O Cry2Ab37 Cry2Ab37 QIN91189 2020 Download
O Cry2Ab38 MT199207 2020 Download
Cry2Ab39 Cry2Ab39 QIQ19560 2020 Download
O Cry2Ab40 Cry2Ab40 MT941864 2020 Download

Cry2Ab41 MWw238547 2020
O Cry2Act Cry2Act CryliC CAA40536 1991 Download
O Cry2Ac2 Cry2Ac2 AAG35410 2000 Download
O Cry2Ac3 Cry2Ac3 AAQ52385 2003 Download
O Cry2Ac4 Cry2Ac4 ABC95997 2006 Download
O Cry2Ac5 Cry2Ac5 ABC74969 2005 Download
O Cry2Ac6 Cry2Ac6 ABC74793 2006 Download o

Bacillus thuringiensis strain SP142 Cry toxin (cry2Ab) gene, partial cds
GenBank: MN319700.1
FASTA Graphics

Go to:

LOCUS MN319700 1899 bp DNA linear BCT 29-MAR-2020

DEFINITION Bacillus thuringiensis strain SP142 Cry toxin (cry2Ab) gene,
partial cds.

ACCESSION MN319700

VERSION MN319700.1
KEYWORDS
SOURCE Bacillus thuringiensis

ORGANISM Bacillus thuringiensis

Bacteria; Bacillota; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus;
Bacillus cereus group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1899)
AUTHORS Le,N.T., Pham,N.B., Hoang,H., Le,L.T., Tran,L.H. and Chu,H.H.
TITLE identification and expression of a novel cry2Ab gene isolated from
Bacillus thuringiensis strain SP142
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1899)
AUTHORS Le,N.T., Pham,N.B., Hoang,H., Le,L.T., Tran,L.H. and Chu,H.H.
TITLE Direct Submission


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN319700.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN319700.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN319700#goto1824127157_0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1428

JOURNAL

COMMEN

T

FEATURES

Submitted

Biotechnology,
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(15-AUG-2019) Plant cell Biotechnology, Institute of

18 Hoang Quoc Viet, Ha Noi 10000, Vietnam

##Assembly-Data-START##

Sequencing Technology

Sanger dideoxy sequencing

##Assembly-Data-END##

source

gene

C

ORIGIN

DS

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

atgaatagtg
catgatccat
tggaaaaaaa
ctgttaaaga
atatttccta
ctgaatcaaa
caagcaaatg
gctgttcctt
ttaccccagt
gccaatttac

tcagcagcaa

Location/Qualifiers

1..1899

/organism="Bacillus thuringiensis"

/mol type="genomic DNA"

/strain="Sp142"

/isolation source="soil"

/db_ xref="taxon:1428"

/country="Viet Nam"

1..>1899

/gene="cry2Ab"

1..>1899

/gene="cry2Ab"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="Cry toxin"

/protein id="QIQ19560.1"
/translation="MNSVLNSGRTTICDAYNVAAHDPFSFQHKSLDTVQKEWTEWKKN
NHSLYLDPIVGTVASFLLKKVGSLVGKRILSELRNLIFPSGSTNLMODILRETEKFLN
QRLNTDTLARVNAELTGLQANVEEFNRQVDNFLNPNRNAVPLSTITSSVNTMQQLFLNR
LPQFOMQOGYQLLLLPLFAQAANLHLSFIRDVILNADEWGISAATLRTYRDYLKNYTRD
YSNYCINTYQSAFRGLNTRLHDMLEFRTYMFLNVFEYVSIWSLFKYQSLLVSSGANLY
ASGSGPQQTQSFTSODWPFLYSLFQVNSNYVLNGEFSGARLTQTFPNIVGLPGTTTTHA
LLAARVNYSGGVSSGDIGASPENONENCSTFLPPLLTPFVRSWLDSGSDREGVATVTN
WOQTESFETTLGLRSGAFTARGNSNYFPDYFIRNISGVPLVVRNEDLRRPLHYNETIRNT
ASPSGTPGGARAYMVSVHNRKNNIHAVHENGSMIHLAPNDYTGFTISPIHATQVNNQT
RTFISEKFGNQGDSLRFEQNNTTARYTLRGNGNSYNLYLRVSSIGNSTIRVTINGRVY
TATNVNTTTNNDGVNDNGARFSDINIGNVVASSNSDVPLDINVTLNSGTQFDLMNIML
VPTNISPLY"

tattgaatag
ttagttttca
ataatcatag
aagtggggag
gtggtagtac
gacttaatac
tagaagagtt
tatcaataac
tccagatgca
atctttettt

cattacgtac

cggaagaact
acacaaatca
tttataccta
tcttgttgga
aaatctaatg
agacactctt
taatcgacaa
ttcttcagtt
aggataccaa
tattagagat
gtatcgagat

actatttgtg
ttagataccg
gatcctattg
aaaaggatac
caagatattt
gcccgtgtaa
gtagataatt
aatacaatgc
ctgttattat
gttattctaa

tacttgaaaa

atgcgtataa
tacaaaagga
ttggaactgt
taagtgagtt
taagagagac
atgcggaatt
ttttgaaccc
aacaattatt
tacctttatt
atgcagatga

attatacaag

tgtagcggcet
atggacggag
ggctagtttt
acggaattta
agaaaaattc
gacagggctg
taaccgaaac
tctaaataga
tgcacaggca
atggggaatt
agattactct


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN319700.1?from=1&to=1899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN319700.1?from=1&to=1899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1824127158
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721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

//

aactattgta
atgttagaat
ttgtttaaat
ggaccacagc
caagttaatt
cctaatattg
aattacagtg
aattgtagca
ggttcagatc
actttagggt
tattttattc
ccgttacact
cgagcttata
ggttctatga
gcaactcaag
gattctttaa
aatagttaca
ataaacggta
aatgataatg
tctgatgtac
aatattatgc

taaatacgta
ttagaacata
atcaaagcct
agacccaatc
caaattatgt
ttggtttacc
gaggagtttc
catttctccc
gggagggcgt
taaggagtgg
gtaatatttc
ataatgaaat
tggtatctgt
ttcatttagce
tgaataatca
ggtttgaaca
atctttattt
gggtatatac
gagctcgttt
cattagatat

ttgtaccaac

163

tcaaagtgcg
tatgttttta
tctagtatct
atttacttca
gttaaatggc
tggtactact
gtctggtgat
cccattgtta
tgccaccgtt
tgcttttaca
tggagttcct
aagaaatata
gcataacaga
gccaaatgac
aacacgaaca
aaacaacacg
aagagtttct
tgctacaaat
ttcagatatt
aaatgtaaca

taatatttca

tttagaggtt
aatgtatttg
tctggcgcta
caagactggc
tttagtggcg
acaactcacg
ataggtgcat
acgccatttg
acaaattggc
gctcgcggta
ttagttgtta
gcaagtcctt
aaaaataata
tatacaggat
tttatttctg
acagctcgtt
tcaataggaa
gttaatacta
aatatcggta
ttaaactccg

ccactttat

% Dir liéu gen crylNa ciia chiing BD8.2:

Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain BD8.2 insecticidal crystal protein Cry1Na

(cry1Na) gene, partial cds

GenBank: MN725076.1

FASTA Graphics

taaacacccg
aatatgtatc
atttatatgce
catttttata
ctagacttac
cattgcttgce
ctccgtttaa
ttaggagttg
aaacagaatc
attcaaacta
gaaatgaaga
caggaacacc
tccatgctgt
ttactatttc
aaaaatttgg
atacgcttag
attccactat
ctacaaataa
atgtagtagc
gtactcaatt

tttacacgat
tatctggtcg
aagtggtagt
ttctctttte
gcagactttc
tgcaagggtc
tcaaaatttt
gctagattca
ctttgagaca
tttcccagat
tttaagaaga
tggtggagca
tcatgaaaat
gccgatacat
aaatcaaggt
agggaatgga
tcgagttact
cgatggagtt
aagtagtaat
tgatcttatg

Go to:
LOCUS MN725076 1920 bp DNA linear BCT 06-SEP-2020
DEFINITION Bacillus thuringiensis serovar kurstaki strain BD8.2 insecticidal
crystal protein CrylNa (crylNa) gene, partial cds.
ACCESSION MN725076
VERSION MN725076.1
KEYWORDS
SOURCE Bacillus thuringiensis serovar kurstaki
ORGANISM Bacillus thuringiensis serovar kurstaki
Bacteria; Bacillota; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus;
Bacillus cereus group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1920)
AUTHORS Thanh,L.T.M., Ngoc¢,L.T., Ha,T.T.T., Ngoc,N.B., Quyen,D.V.,
Binh,N.D., Phuoc,M.H., Ha,C.H., Dong,N.V. and Hang,D.T.
TITLE Screening and indentification of genes coding for potential

insecticidal crystal proteins against Etiella zinckenella larvae


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN725076.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN725076.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN725076#goto1898324411_0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29339
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REFERENCE

AUTHORS

TITLE

JOURNAL

COMMENT
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gene
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Unpublish
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Thanh,L.T
Direct Su
Submitted
Resourse
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Assembly

Sequencin

##Assembl
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namese Bacillus thuringiensis strains
ed
1 to 1920)
.M.
bmission
(21-NOV-2019) Center for Culture Collection and Genetic

Conservation of Microorganisms, Institute of

logy, Hoang Quoc Viet, Ha Noi, Ha Noi 100000, Viet Nam
y-Data-START##

Method :: BioEdit software v. BioEdit 7.2

g Technology :: AEI PRISM@ 3700 Genetic Analyzer
y-Data-END##

Location/Qualifiers

1..1920

/organism="Bacillus thuringiensis serovar kurstaki"

/mol type="genomic DNA"

/strain="BD8.2"

/serovar="kurstaki"

/isolation source="soil"

/db_xref="taxon:29339"

/country="Viet Nam: Dien Bien province"

34..>1920

/gene="crylNa"

34..>1920

/gene="crylNa"

/note="toxic to Etiella zinckenella larvae"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="insecticidal crystal protein CrylNa"

/protein id="QNN26304.1"
/translation="MSELKGNFKKSTNRTCCLLKIINIGGRGMNSKEHDYLKVCNDLS
DANINMERFDKNDALEIGMSIVSELIGMIPGGTALQFVENQLWSRLGDSGWNAFMEHV
EELTIDTKIEGYAKNKALSELAGIQRNLETYIQLRNEWENDIENSKAQGKVANYYESLE
QAVERSMPQFAVGNFEVPLLTVYVQAANLHLLLLRDVSVYGKRWGWSEQKIKIYYDKQ
IKYTHEYTNHCVNWYNKGLERLKNKGSSYQDWYNYNRFRREMTLTVLDIVALFPHYDV
QTYPITTVAQLTREVYTDPLLNEFNPKLHSVSQLPSFSDMENATIRTPHLMEFLRMLTT
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INIGNFPKTINNLNTLGSEGYRTVSEFSTPFSFSNAQSTIFRLGIQAFSGVQEVYVDKIE

FIPVE"

1 agcctcattt taaaattatt ccttttaaat gtaatgagtg aattgaaggg gaattttaag

61 aaaagtacta atcgaacttg ttgtttgcta aaaataataa atataggagg aagaggtatg


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN725076.1?from=34&to=1920
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN725076.1?from=34&to=1920
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1898324412
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	1.1.1. Tầm quan trọng của cây đậu tương
	1.1.2. Tình hình sản xuất đậu tương trên thế giới và Việt Nam
	1.1.3. Sâu đục quả đậu tương E. zinckenella Treitschke và biện pháp phòng trừ
	1.2.   Protein độc tố diệt côn trùng có nguồn gốc từ Bacillus thuringiensis
	1.2.1.  Phân loại và danh pháp
	1.2.2. Hoạt tính và phổ diệt côn trùng
	1.2.3. Cấu trúc protein Cry
	1.2.4. Cơ chế diệt côn trùng
	1.3. Một số thành tựu về tạo cây đậu tương chuyển gen kháng sâu
	1.3.1. Tình hình nghiên cứu và lưu hành các giống đậu tương biến đổi gen kháng sâu hại trên thế giới
	1.3.2. Nghiên cứu tạo giống đậu tương kháng sâu ở Việt nam
	Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU
	2.1.1. Vật liệu
	2.1.1.1. Vật liệu thực vật và côn trùng
	Cây thuốc lá N. benthamiana 4 tuần tuổi được trồng thủy canh trong buồng sinh trưởng với điều kiện nhiệt độ là 21 C và quang chu kỳ sáng/tối là 16/8 h do Phòng Công nghệ Tế bào Thực vật, Viện Công nghệ sinh học- Viện Hàn Lâm Khoa học và Công nghệ Việt...
	Ấu trùng sâu đục quả đậu tương E. zinckenella Treitschke tuổi 2-3 và thức ăn nhân tạo được cung cấp bởi Viện Bảo vệ Thực vật.
	2.1.1.2. Vi sinh vật
	 221 chủng vi khuẩn Bt bản địa lấy từ Bộ sưu tập Bt Việt Nam do Trung tâm Giống và Bảo tồn nguồn gen Vi sinh vật, Viện Công nghệ sinh học, Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam cung cấp, có nguồn gốc từ 4 tỉnh miền núi phía Bắc Việt Nam bao gồm Lào Cai...
	 Chủng E. coli DH5α (Invitrogen, Mỹ) được sử dụng làm tế bào chủ để nhân dòng gen.
	 Chủng E. coli BL21 (DE3) (Novagen, Mỹ) được sử dụng làm vật chủ để biểu hiện protein tái tổ hợp.
	 Chủng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Nova Lifetech, Hongkong) được sử dụng cho thí nghiệm chuyển gen thông qua Agrobacterium và biểu hiện tạm thời.
	2.1.1.3. Vector
	 Vector pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, Mỹ) được sử dụng để nhân dòng gen (Hình phụ lục 1a).
	 Vector pET32a(+) (Addgene, Mỹ) được thiết kế để biểu hiện protein tái tổ hợp (Hình phụ lục 1b).
	 Vector pFGC5941 (Addgene, Mỹ) được sử dụng để thiết kế vector chuyển gen vào thực vật (Hình phụ lục 1c).
	 Vector pBI121/35S_HcPro, vector biểu hiện chứa gen mã hóa cho HcPro- một proteinase của virus PVY (cung cấp bởi Phòng Công nghệ DNA Ứng dụng, Viện Công nghệ Sinh học), được dùng để đồng biểu hiện trong thí nghiệm biểu hiện tạm thời với vector tái tổ...
	2.1.1.4. Kháng thể
	2.1.1.5. Mồi nhân gen
	Trình tự in đậm: vị trí nhận biết của enzyme cắt hạn chế BamHI (GGATCC), XhoI (CTCGAG) và EcoRI (GAATTC)
	2.1.2. Hóa chất và thiết bị
	2.1.2.1. Các loại hóa chất
	Thang DNA 1 kb (Thermo Scientific, USA); Master Mix 2X (Promega, USA); Kit tạo thư viện DNA (SMRTbell Template Prep Kits, PacBio, USA); Kit tinh sạch DNA (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific, USA); Kit tách chiết plasmid (Bioneer, Hàn Quốc);...
	2.1.2.2. Thiết bị, máy móc
	Hệ thống giải trình tự thế hệ mới PacBio SEQUEL system (PacBio, USA); hệ thống điện di tự động được thiết lập để kiểm soát chất lượng DNA (Bioanalyzer system (Agilent 2100, USA); máy PCR system 97000 (Applied Biosystem, USA); máy điện di Powerpac300 (...
	2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.2.1. Sàng lọc các chủng Baclillus thuringiensis có hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương
	2.2.1.1. Phương pháp hoạt hoá các chủng Bt
	Các chủng Bt được giữ giống trong các ống chuyên dụng chứa glycerol 20% và bảo quản ở -80oC được lấy ra đặt trên đá để rã đông. Dùng que cấy vô trùng nhúng vào dịch giữ chủng khuẩn và cấy ria lên đĩa petri chứa môi trường LB đặc nhằm mục đích phân tác...
	2.2.1.2. Phương pháp tăng sinh khối
	Nhân giống cấp 1: Dùng đầu que cấy vô trùng lấy khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn Bt từ đĩa thạch cấy vào 5 ml môi trường LB, nuôi lắc 200 vòng/phút ở 28oC trong 24 giờ, đến khi OD600 nm = 0,6 – 0,8.
	Cấy chuyển: Các chủng Bt sau khi được hoạt hóa, lấy 5 ml dịch chuyển sang nuôi ở 50 ml môi trường lỏng LB trong bình tam giác 250 ml. Nuôi lắc ở 28oC, 200 vòng/phút trong 72 giờ sao cho OD600 ≥ 2. Tiến hành thu canh khuẩn và chứa trong các ống fancol,...
	2.2.1.3. Xác định hình thái bào tử và protein tinh thể bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM)
	2.2.1.4. Phương pháp đánh giá khả năng diệt sâu của các chủng Bt
	2.2.2. Giải trình tự hệ gen vi khuẩn Bacillus thuringiensis bằng công nghệ SMRT Sequencing của PacBio và khai thác cơ sở dữ liệu hệ gen Bt để tìm các gen mã hóa protein độc tố diệt sâu bằng công cụ tin sinh học
	2.2.2.1. Phương pháp tách chiết DNA tổng số từ vi khuẩn Bt
	DNA tổng số của Bt được tách chiết theo phương pháp của Mayjonade và cộng sự [75]. Thu tế bào vi khuẩn từ 2 ml dịch nuôi cấy qua đêm bằng cách ly tâm ở 5000 g trong 10 phút ở nhiệt độ phòng. Bổ sung 600 µl đệm chiết (PVP 1%, Na2S2O5 1%, NaCl 0,5 M, Tr...
	2.2.2.2. Phương pháp chuẩn bị thư viện
	2.2.2.3. Phương pháp giải trình tự genome
	2.2.2.4. Phương pháp lắp ráp denovo hệ gen
	2.2.2.5. Phương pháp chú giải nhanh hệ gen lắp ráp denovo
	2.2.2.6. Phương pháp dự đoán, xác định các gen độc tố Bt từ cơ sở dữ liệu trình tự hệ gen các chủng Bt bằng công cụ BtToxin_scanner
	2.2.3. Phương pháp phân lập, tách dòng gen
	2.2.3.1. Khuếch đại gen đích bằng phương pháp PCR
	2.2.3.2. Phương pháp tách dòng gen
	2.2.3.3. Biến nạp DNA plasmid vào tế bào E. coli bằng phương pháp sốc nhiệt
	2.2.3.4. Tách chiết plasmid từ tế bào E. coli
	2.2.3.5. Phương pháp xác định trình tự nucleotide của Sanger
	2.2.4. Biểu hiện gen mã hóa protein độc tố diệt côn trùng trong hệ biểu hiện E. coli BL21 và đánh giá hoạt lực diệt sâu của protein tái tổ hợp
	2.2.4.1. Thiết kế vector biểu hiện pET32a(+) mang gen cry1Na, cry1Be, cry2Ab, cry2Ah
	2.2.4.2. Biểu hiện protein tái tổ hợp trong tế bào E. coli
	2.2.4.3. Điện di protein trên SDS-PAGE
	2.2.4.4. Phương pháp lai miễn dịch Western blot
	2.2.4.5. Tinh sạch protein tái tổ hợp bằng phương pháp sắc ký ái lực
	2.2.4.6. Đánh giá khả năng diệt ấu trùng sâu đục quả E. zinckenella Treitschke của protein tái tổ hợp
	2.2.5. Cải biến mã di truyền và biểu hiện gen cry2Ab39 trong lá cây thuốc lá N. benthamiana bằng công nghệ biểu hiện gen tạm thời thông qua Agrobacterium tumefaciens
	2.2.5.1. Tối ưu mã gen độc tố cry2Ab39 để thích hợp biểu hiện trong thuốc lá N. benthamiana
	2.2.5.2. Thiết kế vector chuyển gen pFGC/35S-cry2Ab39opt
	2.2.5.3. Thiết kế vector chuyển gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt
	2.2.5.4. Tạo chủng vi khuẩn Agrobacterium mang vector chuyển gen
	2.2.5.5. Xâm nhiễm vi khuẩn Agrobacterium vào cây thuốc lá bằng phương pháp hút chân không.
	2.2.5.6. Tách chiết và kiểm tra sự biểu hiện tạm thời của protein Cry2Ab39 tái tổ hợp trong lá thuốc lá N. benthamiana đã gây nhiễm.
	2.2.5.7. Tinh sạch protein Cry2Ab39 tái tổ hợp biểu hiện trong lá thuốc lá
	Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
	3.1. Kết quả sàng lọc chủng Bt có hoạt lực diệt sâu đục quả đậu tương cao từ các chủng trong Bộ sưu tập Bt bản địa Việt Nam
	3.1.1. Kết quả hoạt hóa và nhân nuôi thu sinh khối các chủng Bt
	Tiến hành hoạt hóa 221 chủng Bt (phân lập từ 4 tỉnh miền núi phía Bắc bao gồm Lào Cai, Tuyên Quang, Hà Giang và Điện Biên) thuộc Bộ sưu tập vi khuẩn Bt bản địa Việt Nam của Trung tâm Giống và Bảo tồn nguồn gen Vi sinh vật, Viện Công nghệ Sinh học. Các...
	Hình 3.1. Hình thái khuẩn lạc đặc trưng của một số chủng Bt được hoạt hóa trên môi trường thạch LB.
	1-8: Các chủng Bt Đ6.1, SP14.2, TC1.3, BD8.2, Đ6.2, TC9.1, SP12.1, ĐC2.3
	Từ các đĩa khuẩn Bt đã được hoạt hóa, với mỗi chủng, chọn 1 khuẩn lạc nuôi nhân giống cấp 1 trong 5 ml môi trường LB. Sau 24 giờ nuôi cấy, dịch nhân giống được đo OD ở bước sóng 600 nm để xác định mật độ tế bào. Kết quả thu được các chủng có OD600 ...
	3.1.2. Kết quả thử khả năng diệt sâu đục quả đậu tương của các chủng Bt nghiên cứu.
	Sử dụng môi trường thức ăn nhân tạo để thử hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương của dịch sinh khối 221 chủng Bt nghiên cứu. Tiến hành xác định tỉ lệ phối trộn thể tích dịch canh khuẩn với khối lượng thức ăn. Kết quả sau khi thử các tỉ lệ phối trộn khá...
	Tiến hành thử hoạt tính diệt sâu non đục quả đậu tương tuổi 2-3 của các chủng Bt với công thức 10% dịch khuẩn/thức ăn. Kết quả thống kê số sâu chết do ăn phải độc tố Bt sau 7 ngày thử nghiệm (Bảng 3.2, Bảng phụ lục 1) cho thấy: trong số 221 chủng Bt n...
	ĐC: nước deion thay thế cho dịch canh khuẩn. (1): chủng Đ6.1 (hoạt tính diệt sâu: 93,33%); (2): chủng Đ6.2 (hoạt tính diệt sâu: 100%); (3): chủng BD8.2 (hoạt tính diệt sâu: 100%); (4): chủng SP14.2 (hoạt tính diệt sâu: 93,33%)
	Như vậy, từ 221 chủng sau khi sàng lọc đã tuyển chọn được 4 chủng có hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương ≥ 85%, bao gồm chủng SP14.2 phân lập từ tỉnh Lào Cai (tỉ lệ diệt sâu là 93,33%); hai chủng Đ6.1 và Đ6.2 phân lập từ Tuyên Quang (tỉ lệ diệt sâu l...
	3.1.3. Kết quả xác định đặc điểm tinh thể độc tố và động thái sinh trưởng gây chết sâu của các chủng vi khuẩn Bt có hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương ≥ 85%
	Một đặc điểm đặc trưng của các chủng Bt là khả năng tạo bào tử và sinh tinh thể độc tố. Thông thường các chủng Bt sau khi nuôi cấy 48 - 72 giờ thì hình thành bào tử và tinh thể. Mật độ bào tử trung bình có thể đạt 108 bào tử/ml, lượng tinh thể giai đo...
	(a): tinh thể dạng lưỡng tháp của chủng SP14.2; (b, c, d): tinh thể hình cầu của các chủng  Đ6.1, Đ6.2 và BD8.2. Hình mũi tên chỉ bào tử (s-spore) và protein tinh thể (c-crystal).
	3.2. Phân tích, xác định các gen độc tố Bt mới tiềm năng từ cơ sở dữ liệu trình tự hệ gen của 4 chủng Bt có độc lực cao với sâu đục quả đậu tương
	3.2.1. Kết quả giải trình tự hệ gen 4 chủng Bt bằng công nghệ SMRT Sequencing của PacBio
	3.2.1.1. Kết quả tách chiết DNA hệ gen có khối lượng phân tử cao từ các chủng Bt
	Với mục đích tách chiết DNA tổng số cho giải trình tự đoạn dài yêu cầu đối với DNA thành phẩm khắt khe hơn rất nhiều so với tách chiết DNA tổng số cho những mục đích khác. Yêu cầu DNA tổng số cần phải toàn vẹn, hạn chế việc bị đứt gãy, phân mảnh và ph...
	3.2.1.2. Kết quả tạo thư viện DNA
	Sample 1: chủng SP14.1; Sample 2: chủng Đ6.1; Sample 3: chủng Đ6.2; Sample 4: chủng BD8.2
	3.2.1.3. Kết quả giải trình tự
	3.2.1.4. Kết quả lắp ráp denovo hệ gen
	3.2.1.5. Kết quả chú giải hệ gen lắp ráp denovo các chủng Bt
	3.2.2. Kết quả phân tích các trình tự gen độc tố Bt từ cơ sở dữ liệu trình tự hệ gen 4 chủng Bt bằng công cụ BtToxin_scanner và xác định các gen mới tiềm năng trong diệt trừ sâu đục quả đậu tương
	3.3. Kết quả phân lập, tách dòng và xác định trình tự các gen cry mã hóa protein độc tố mới có tiềm năng diệt sâu đục quả đậu tương từ các chủng Bt lựa chọn.
	3.3.1. Kết quả phân lập, tách dòng các gen độc tố cry
	3.3.2. Kết quả giải và so sánh trình tự của các gen cry đã phân lập với các gen độc tố Bt đã công bố.
	3.4. Kết quả thiết kế vector, biểu hiện các gen độc tố cry của các chủng Bt trong tế bào E. coli và đánh giá hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương của protein tái tổ hợp
	3.4.1. Thiết kế các vector biểu hiện pET32a(+) mang gen cry1Na, cry2Ab, cry2Ah và cry1Be
	3.4.2. Biểu hiện các gen cry1Be, cry1Na, cry2Ab, và cry2Ah trong tế bào E. coli BL21
	3.4.3. Thử hoạt tính diệt sâu đục quả đậu tương của các protein tái tổ hợp thu được.
	3.4.4. Tối ưu điều kiện biểu hiện gen cry2Ab trong tế bào E. coli BL21 nhằm tăng lượng protein tái tổ hợp trong pha tan.
	3.4.4.1. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy cảm ứng
	3.4.4.2. Ảnh hưởng của nồng độ IPTG
	3.4.5. Tinh sạch Trx-His-Stag-Cry2Ab
	3.4.6. Xác định giá trị liều gây chết trung bình LC50 của protein tái tổ hợp Cry2Ab tinh sạch với ấu trùng sâu đục quả đậu tương E. zinckenella Treitschke
	3.5. Tối ưu mã gen cry2Ab39 để phù hợp với hệ thống biểu hiện ở thực vật và biểu hiện tạm thời protein độc tố Cry2Ab39 trong lá thuốc lá N. benthanmiana bằng phương pháp agroinfiltration.
	3.5.1. Tối ưu mã di truyền của gen cry2Ab39
	3.5.2. Thiết kế các vector chuyển gen pFGC/35S_cry2Ab39opt và pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39
	3.5.2.1. Thiết kế các vector chuyển gen pFGC/35S_cry2Ab39opt
	3.5.2.2. Thiết kế các vector chuyển gen pFGC/rbcS1A-pro_cry2Ab39opt
	3.5.3. Biểu hiện tạm thời protein tái tổ hợp Cry2Ab39 trong lá thuốc lá N. benthamiana
	Agroinfiltration là một phương pháp biểu hiện tạm thời protein ở thực vật sử dụng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens. Để đạt được mức độ biểu hiện protein tái tổ hợp tốt nhất, nhiều yếu tố liên quan cần phải được tối ưu. Trong nghiên cứu này, chúng tô...
	3.5.3.1. Ảnh hưởng của promoter đến sự biểu hiện tạm thời của gen cry2Ab39opt
	Promoter là một thành phần quan trọng trong cấu trúc của tất cả các gen và đóng vai trò then chốt trong việc biểu hiện gen. Trong lĩnh vực công nghệ gen thực vật, nhiều loại promoter được sử dụng rất rộng rãi để điều khiển hoạt động của gen ngoại lai ...
	Trong thí nghiệm này, tính hiệu quả của 2 promoter là CaMV 35S và rbcS1A-pro trong việc điều khiển biểu hiện gen cry2Ab39 trong lá thuốc lá N. benthamiana được phân tích và so sánh. Sau 5 ngày biến nạp, lượng protein tái tổ hợp có trong dịch chiết thô...
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