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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:
Loài vi nấm Magnaporthe oryzae là tác nhân gây ra dịch bệnh đạo ôn bùng phát trên lúa gạo và các loại cây ngũ cốc khác, gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến an ninh lương thực thế giới. Đối tượng nghiên cứu chính của luận án là gene MGG_00245, đây là gene mã hóa cho protein chưa rõ chức năng, và được điều hòa tăng mạnh trong quá trình nấm M. oryzae xâm nhiễm vào vật chủ. Luận án đã tiến hành nghiên cứu chức năng và vai trò gene MGG_00245 ở chủng M. oryzae phân lập từ cây lúa bị bệnh đạo ôn với các nội dung chính sau: (1), Phân tích in silico để khai thác dữ liệu gene mã hóa cho các polysaccharide monooxygenase (PMO) cũng như các gene liên quan khác trong quá trình xâm nhiễm của M. oryzae, từ đó đặt ra câu hỏi giả thuyết về vai trò và hoạt tính PMO của MGG_00245; (2), Biểu hiện tái tổ hợp protein MGG_00245 bằng hệ thống nấm men Pichia pastoris và thu nhận protein tái tổ hợp có độ tinh sạch cao dùng làm vật liệu cho các thí nghiệm về hoạt tính enzyme; (3), Chứng minh hoạt tính PMO họ AA16 của protein MGG_00245 với khả năng xúc tác cho phản ứng oxy hóa khử cơ chất cellulose tại vị trí C1 của liên kết glycosidic nhờ vào trung tâm hoạt động đơn nhân Cu(II); (4), Tạo các chủng nấm M. oryzae đột biến knock-out gene mã hóa cho PMO và theo dõi quá trình gây bệnh đạo ôn của các thể đột biến trên 25 giống lúa khác nhau nhằm đánh giá vai trò của các PMO trong quá trình gây bệnh đạo ôn.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:
Luận án đã tiến hành các nội dung dự đoán chức năng và nghiên cứu thực nghiệm về gene MGG_00245 mã hóa cho enzyme polysaccharide monooxygenase, đồng thời đánh giá sự liên quan của nhóm enzyme này trong quá trình gây bệnh của nấm đạo ôn Magnaporther oryzae. Một số kết quả đáng chú ý đã được ghi nhận như sau:
· Các phân tích dữ liệu in silico đã được tiến hành tập trung vào nhóm gene mã hóa cho PMO và enzyme phân giải carbohydrate, từ đó dự đoán chức năng gene và đặt ra giả thuyết về vai trò của các gene này trong quá trình phát sinh bệnh đạo ôn. Luận án cũng đã phân lập thành công chủng nấm gây bệnh đạo ôn, sử dụng chủng bản địa này để tách dòng và phân tích trình tự gene MGG_00245.
· Hệ thống biểu hiện và các quy trình sản xuất protein tái tổ hợp MGG_00245 bằng nấm men Pichia pastoris đã được xây dựng. Thử nghiệm sản xuất và thu nhận protein mục tiêu ở quy mô lên men 5L cho hiệu suất thu hồi protein đạt 66,67 mg/L. Protein ở kích thước 40 kDa được tinh chế qua nhiều bước sắc ký và đạt độ tinh sạch > 94%.
· [bookmark: _heading=h.gjdgxs]Protein MGG_00245 được chứng minh có đầy đủ hoạt tính của một PMO đặc hiệu cellulose thuộc họ AA16. MoAA16 - MGG_00245 xúc tác cho phản ứng oxy hóa khử tại vị trí C1 của liên kết glycosidic nhờ vào trung tâm hoạt động đơn nhân Cu(II). Ngoài ra, các kết quả thí nghiệm cũng chứng minh rằng MGG_00245 có khả năng tăng cường hoạt tính của cellulase khi cùng hoạt động trong một hỗn hợp xúc tác, từ đó mở ra tiềm năng ứng dụng protein này vào công nghiệp xử lý sinh khối.
· Các thể đột biến knock-out các gene mã hóa PMO được tạo thành bằng phương pháp chỉnh sửa gene với CRISPR/Cas9. Đánh giá tương tác của các thể đột biến và vật chủ cho thấy MGG_06069 (AA9) có liên quan đến quá trình gây bệnh đạo ôn trên đa số giống lúa khảo sát trong khi MGG_00245 (AA16) chưa thể hiện rõ vai trò của nó trong quá trình xâm nhiễm như dự đoán. Cơ chế xâm nhiễm và vai trò cụ thể của các PMO trong nấm gây bệnh đạo ôn M. oryzae vẫn chưa được làm rõ, cần tiếp tục phát triển hướng nghiên cứu này để có đánh giá toàn diện hơn.

3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 
Những kết quả nghiên cứu trên đã bước đầu chứng minh tiềm năng ứng dụng của protein MGG_00245. Luận án đã bước đầu xây dựng quy trình biểu hiện và tinh chế protein MGG_00245 ở quy mô phòng thí nghiệm (thể tích 5L), từ đó cho phép mở rộng và phát triển các quy trình sản xuất tái tổ hợp protein MGG_00245 cũng như các PMO khác với độ tinh sạch cao phục vụ cho các mục tiêu nghiên cứu và ứng dụng. Protein MGG_00245 được chứng minh có hoạt tính của một PMO với khả năng xúc tác phản ứng oxy hóa khử phân cắt cơ chất cellulose, đồng thời có tác dụng hỗ trợ các enzyme thủy phân tăng cường hoạt tính xúc tác trong hỗn hợp cocktail enzyme. Kết quả này có ý nghĩa học thuật, đóng góp thêm thông tin về một protein mới thuộc họ enzyme AA16; đồng thời mở ra tiềm năng to lớn của protein này nói riêng và họ enzyme AA16 nói chung trong công nghiệp sản xuất nhiên liệu sinh học và các ngành công nghiệp khác liên quan đến sinh khối thực vật vốn đang có nhu cầu phát triển ngày càng cao. 
Luận án đã thiết kế quy trình tạo đột biến knock-out gene trên chủng nấm M. oryzae bằng phương pháp kết hợp CRISPR/Cas và sửa chữa đoạn tương đồng để thay thế marker kháng kháng sinh vào vị trí gene mục tiêu. Luận án cũng đã thử nghiệm nghiên cứu sự ảnh hưởng của gene mã hóa PMO đến khả năng tương tác và xâm nhiễm của M. oryzae trên các giống lúa khác nhau. Kết quả ban đầu cho thấy mặc dù gene MGG_00245 chưa thể hiện rõ vai trò của nó nhưng một loại PMO khác là MGG_06069 đã cho thấy có tham gia trong quá trình xâm nhiễm của M. oryzae trên đa số giống lúa khảo sát. Quy trình tạo đột biến có thể được sử dụng để tham khảo và áp dụng tiến hành chỉnh sửa bộ gene M.oryzae ở nhiều mức độ khác nhau phục vụ cho mục đích nghiên cứu chuyên sâu hơn. Chiến lược thử nghiệm knock-out một loạt các gene liên quan đến con đường chuyển hóa cellulose được đề xuất cho các nghiên cứu tiếp theo để có đánh giá toàn diện hơn về vai trò của PMO và các enzyme phân giải carbohydrate vào quá trình gây bệnh đạo ôn. Ngoài ra các nghiên cứu về việc phát triển chất ức chế PMO như một biện pháp mới để ngăn ngừa và phòng trừ bệnh đạo ôn trên lúa cũng được đề xuất.
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1. SUMMARY:
The filamentous fungus Magnaporthe oryzae is a pathogen responsible for blast disease, a devastating affliction that poses a significant threat to global food security. This thesis focuses on the gene MGG_00245, which encodes an unknown function protein that is highly upregulated during M. oryzae infection. The objective of this study is to elucidate the function and role of gene MGG_00245 in M. oryzae isolates obtained from rice plants infected with blast disease through the following main contents: (1) In silico analysis to mine data on genes encoding polysaccharide monooxygenases (PMOs) and other related genes implicated in M. oryzae infection, leading to the formulation of hypotheses regarding the potential role and PMO activity of MGG_00245; (2) Heterologous expression of the MGG_00245 using the Pichia pastoris system and purification of the recombinant protein for enzyme activity assays; (3) The purified MGG_00245 was demonstrated to possess the activity of an AA16 member cellulose-active PMO. It catalyzes the oxidative cleavage of the glycosidic bond at the C1 position of cellulose, facilitated by a mono copper-dependent active site; (4) Generation of M. oryzae knock-out mutants of the PMO-coding genes and monitoring the virulence of these mutants on 25 different rice varieties to assess the contribution of PMOs in the disease development process.
	
2. NOVELTY OF THESIS:
This thesis has conducted both computational predictions and experimental studies on the gene MGG_00245, which encodes a PMO enzyme. Simultaneously, the thesis assessed the involvement of PMOs in the pathogenesis of the blast-causing fungus M. oryzae. Several noteworthy results were obtained, as follow:
· In silico data analyses were conducted with a focus on PMO- and carbohydrate-active enzyme- coding genes that were upregulated in the M. oryzae infection process. This analysis led to functional gene predictions and hypotheses about the roles of these genes in rice blast pathogenesis. The thesis also successfully isolated a M. oryzae strain, this native blast-causing fungus isolate was used as the material for cloning and sequence analysis of the MGG_00245 gene.
· A heterologous expression system was successfully conducted using Pichia pastoris to produce recombinant MGG_00245. Fermentation at a 5L scale yielded 66.67 mg/L of the target protein. The 40 kDa protein was purified through multiple chromatography steps and achieved more than 94% purity.
· MGG_00245 was characterized as a functional cellulose-active PMO belonging to the AA16 family. The enzyme catalyzes the oxidative cleavage at the C1 position of the glycosidic bond, facilitated by a mono copper (II) active site. Furthermore, synergistic effects were observed when MGG_00245 was co-incubated with cellulase in a cocktail enzyme, indicating its potential to enhance biomass conversion processes.
· Knock-out mutants of PMO-coding genes were generated using CRISPR/Cas9 genome editing method. Comparative the host – pathogen interaction of wild type and mutant strains revealed a significant role of MGG_06069 (AA9) in rice blast disease development across multiple rice varieties, while MGG_00245 (AA16) exhibited a less pronounced role in the infection process than anticipated. Further investigations are necessary to elucidate the precise mechanism by which these PMOs contribute to the virulence of M. oryzae.

3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE 
The research findings have demonstrated the potential applications of the MGG_00245 protein. This study successfully established a scalable laboratory-scale (5L) expression and purification protocol for MGG_00245, paving the way for large-scale production of highly purified recombinant MGG_00245 and other PMOs for research and industrial applications. MGG_00245 was characterized as a PMO AA16 capable of catalyzing the oxidative cleavage of cellulose and enhancing the activity of other cellulolytic enzymes in an enzyme cocktail. These findings contribute to the knowledge on AA16 family enzymes and highlight their potential for application in biofuel production and other plant biomass-related industries.
A CRISPR/Cas9-based gene editing system was developed to generate knockout mutants of PMO coding genes in M. oryzae. The impact of PMOs on the pathogenicity of M. oryzae on different rice varieties was investigated. While the role of MGG_00245 in virulence remains unclear, MGG_06069 was found to contribute to the infection process in most of rice varieties tested. The developed gene editing protocol can be adapted for targeted mutagenesis in M. oryzae to facilitate further functional studies. A systematic knockout of genes involved in cellulose metabolism is proposed for future studies to comprehensively assess the roles of PMOs and other carbohydrate-active enzymes in rice blast disease. Additionally, the development of PMO inhibitors is suggested as a novel strategy for the control of rice blast disease.
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