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Linh vuc k¥ thuat dwoc dé cap

Sang ché lién quan dén linh vuc sinh hoc phan tir thuc vat vaky thuat di truyén
thuc vat. Cu thé hon, sang ché dé cap dén phén tir ADN hitu dung dé didu bién sy biéu

hién gen & thuc vt.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc yéu t6 didu hoa 1a cac yéu t§ di truyén diéu hoa hoat tinh gen bing cach diéu
bién su phién ma ctia mdt phan tir polynucleotit phién ma dugc dugce lién két theo kiéu
hoat dong dugc. Cac yéu t6 nay bao gém doan khoi d4u, doan din, céc intron, va cac
ving 3" khoéng duge dich mé (3° UTR), ching hiru dung trong linh vuc sinh hoc phén

tir thue vat va k¥ thuat di truyén thuc vat.

Cay tréng chuyén gen biéu hién cac gen chuyén tao ra uwu diém cho thuc vat
trong qué trinh nay mim trong didu kién lanh va Am doi hoi céc yéu tb diéu hoa c6 md
hinh biéu hién trong md ¢6 l¢i nhéit cho viéc biéu hién cac gen chuyén nay. Cac yéu tb
didu hoa nay can dugc biéu hién ddy du trong hat dang phat trién dé dy trit san phdm
chuyén gen ma c6 thé nhanh chéng hoat dong khi hat nay mim trong diéu kién lanh
va/hodc 4m, ciing nhu biéu hién dugc trong cac giai doan nay mAm sém va hinh thanh
cdy con. Céc trinh ty khéi d4u cia phdi ngd dugc uu tién dugc md ta trong WO

2005/113771.
Ban chit ky thuit clia sing ché

Theo d6, muc dich cta sang ché d¢ xuét cac phan tr ADN chira yéu t6 di€u hoa
thd hién muc biéu hién cao hon trong qua trinh phat trién va nidy mam cia hat va co
thé dugc st dung dé diéu chinh sy biéu hién cic gen chuyén ma c6 loi trong diéu kién

nay mam lanh va/hodc am.

Séang ché d& xult cac phan tit ADN chira yéu t6 didu hoa gen dé sir dung & thuc
vat. Sang ché ciing d8 xuét té bao thyuc vat, thuc vat, bd phén cia thuc vat va hat
chuyén gen chtta yéu t6 didu hoa nay. Cac trinh ty ndy dugc tao ra voi lién két theo
kiéu hoat dong dugc véi phén tir polynucleotit phién ma duoc. Phan tir polynucleotit

phién ma dugc co thé khéc loai so véi trinh ty diéu hoa dugc dé xuat trong ban mo ta.

-2-


cvh140
Textbox
thực vật và kỹ thuật di truyền


27225

Do d6, trinh ty cta yéu t6 didu hoa chira trong phén tir ADN theo sing ché duoc lién
két theo kidu hoat dong dugc vé6i phan tir polynucleotit phién ma duge khac loai. Sang
ché ciing dé xuét phuong phép tao ra va sir dung yéu td didu hoa, catxet chuyén gen

chira phén tir ADN theo sang ché.

Theo mot khia canh, sang ché @& xut phan tit ADN chira trinh ty ADN dugc
chon tir nhém gdm: (a) trinh tr c6 @0 twong ddng it nhét 95% v trinh ty bét ky trong
s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8, trong d6 trinh ty nay c6 hoat tinh cta trinh ty khéi dhu;
(b) trinh tw bao gdm trinh tw bét ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hogc 8; va (c) doan
ciia trinh tu bt ky trong s SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8, trong d6 doan nay c6 hoat tinh
clia trinh ty khoi dau, trong d6 trinh ty nay dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc vai
phan ti polynucleotit phién ma dugc khéc loai. Theo mot phuong an, doan nay chira
trinh ty ADN SEQ ID NO: 2. Theo mdt phwong an, phén tir polynucleotit phién ma
dugc khéc loai bao gdm gen mong mubn v& mit néng hoc. Theo cac phuong 4n khac,
gen mong mudn v& mit nong hoc tao ra kha ning chdng chiu thudc diét co hoic khang

sau bénh & thyuc vat.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché @& xuét té bao thuc vat chuyén gen chira phin
tir ADN khéc loai bao gdm trinh ty dugc chon tir nhém gom: (a) trinh tir c6 dd twong
ddng it nht 95% véi trinh tu bt ky trong sé SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; (b) trinh ty
bao gém trinh tu bét ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; va (c) doan cua trinh tu
bét ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8, trong d6 doan nay c6 hoat tinh cua trinh tu
khoi ddu, trong d6 trinh ty nay dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi phan tir
polynucleotit phién ma dugc khac loai. Theo cac phuong an, té bao thuc vat chuyén

gen co thé 12 t& bao thuc vat mot 14 mam hodc t& bao thuc vat hai 14 mam.

Theo cac phuong an khéc, sang ché @& xuét thuc vat chuyén gen, hodc by phan
ctia nd, bao gdm phén tit ADN dugc chon tir nhém gbm: (a) trinh ty c6 do tvong ddng
it nhét 95% to any of SEQ ID NO: 1, 3, 6, hoic 8; (b) trinh tw bao gom trinh ty bét ky
trong s SEQ ID NO: 1, 3, 6, hogc 8; va (c) doan cua trinh tu bét ky trong s6 SEQ ID
NO: 1, 3, 6, hoidc 8, trong d6 doan nady c6 hoat tinh cta trinh ty khéi dAu, trong @6
trinh ty nay duogc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi phan tir polynucleotit phién ma
duogc khac loai. Theo mdt phuong an khac, sang ché d& xuit cdy con cua thyc vét

chuyén gen, trong d6 cdy con hogc bo phén ciia né chtra phan tt ADN dugc md té trén
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day. Theo modt phuong 4n khdc nita, sang ché d& xuét hat chuyén gen, trong d6 hat nay

chira phan tt ADN nhu dugc mo ta trén day.

Theo mot khia canh khac, sang ché @ xuét catxet chuyén gen chtta phan tit ADN
duoc chon tir nhom gém SEQ ID NO: 1, 6, va 8, trong d6 phan tr ADN nay duoc lién
két theo kiéu hoat dong dugc v6i trinh tw ma héa khéc loai duoc lién két theo kiéu hoat
ddng dugc véi 3' UTR duge chon tir nhom gdbm SEQ ID NO: 10, 11, 12, va 13. Theo
mot phuong an, catxet chuyén gen chira phan tir ADN c6 trinh ty SEQ ID NO:1, trong
d6 nhém yéu té biéu hién didu hoa phién ma duge lién két theo kieu hoat dong dugc
v6i trinh ty ma hoa khac loai ma dugc lién két theo kiéu hoat dong duge vai 3' UTR ¢6
trinh ty SEQ ID NO:10. Theo mdt phuong dn khac, catxet chuyén gen chira phan tir
ADN ¢6 trinh tu SEQ ID NO:6, trong d6 nhom yéu 5 biéu hién diéu hoa phién ma
duoc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh ty ma héa khéc loai ma duoc lién két
theo kiéu hoat dong dugc v6i 3' UTR dugc chon tir nhém gém SEQ ID NO:11 va 12.
Theo mdt phuong én khac nita, catxet chuyén gen chira phan tir ADN c6 trinh ty SEQ
ID NO:8, trong d6 nhém yéu t biéu hién diéu hoa phién ma dugc lién két theo kiéu
hoat dong duoc véi trinh ty ma héa khac loai ma dugc lién két theo kiéu hoat dong
dugc vé6i 3' UTR duge chon tir nhom gém SEQ ID NO:12 va 13. Theo mét phuong an
khac, sang ché d& xuét phuong phép san xuét san phidm hang hoa bao gbm budc thu
thuc vat chuyén gen hozic bd phén cua né chira trinh ty ADN dugc chon tir nhom gém:
(a) trinh ty c6 40 twong ddng it nhAt 95% véi trinh tw bat ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3,
6, hoiic 8; (b) trinh twr bao gdm trinh tw bit ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; va
(c) doan cua trinh tu bét ky trong s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8, trong d6 doan nay co
hoat tinh cua trinh ty khéi déu, trong d6 trinh ty nay duoc li€n két theo kiéu hoat dong
dugc v6i phan tir polynucleotit phién ma duge khac loai, va tao ra san phim hang hoa
tir d6. Theo mdt phuong 4n, san phim hang hoéa 1a protein thé dic, protein phan lap,

hat, tinh bét, hat gidng, bot, bot min, sinh khéi, hogc dau hat.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét phuong phap biéu hién phan tir
polynucleotit phién méd dugc bao gdm budc thu thuc vat chuyén gen chira trinh ty
ADN dugc chon tir nhom gdm: (a) trinh tu c6 do twong ddng it nhét 85% vé6i trinh ty
bit ky trong 6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; (b) trinh ty bao gdm trinh tu bat ky trong
s6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; va (c) doan cita trinh ty bét ky trong s6 SEQ ID NO: 1,
3, 6, hoic 8, trong d6 doan nay c6 hoat tinh cuda trinh tu khai dau, trong do trinh tu nay

-4-



27225

duoc lién két theo kiéu hoat dong duge véi phan tir polynucleotit phién ma dugc khac

loai, va trdng thuc vat, trong d6 polynucleotit phién ma dugc dugce biéu hién.
M5 ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 — thé hién muc biéu hién B-glucuronidaza (GUS) trong md mam va ndi
nhii cua cdy ngod chuyén gen dang phat trién mang cic cAu hinh catxet chuyén gen
khéc nhau. M3i cAu hinh catxet chuyén gen bao gbm trinh ty ma héa GUS dugc lién
két theo kidu hoat dong dugc v6i nhém yéu tb biéu hién didu hoa phién ma EXP-
Zm Nac+0s.FBA:1:1 (SEQ ID NO:6) va EXP-Zm.Nac+0s.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8)
va cac 3' UTR T-Os.CLUS33428 1-1:1:1 (SEQ ID NO:11), T-Os.Mth-1:1:1 (SEQ ID
NO:12), va T-Os.Ara5-1:1:1 (SEQ ID NO:13), nhu dugc thé hién trong Bang 3 cta Vi
du 3.

FIG. 2 — thé hién muc biéu hién B-glucuronidaza (GUS) trong cac md chon loc
cua cdy ngo chuyén gen mang cac c4u hinh catxet chuyén gen khac nhau. M3i céu
hinh catxet chuyén gen bao gbm trinh ty ma hoa GUS lién két theo kiéu hoat dong
duoc véi nhém yéu t bidu hién diéu hoa phién md EXP-Zm.Nac+Os.FBA:1:1 (SEQ
ID NO:6) va EXP-Zm.Nac+Os.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8), va cac 3' UTR T-
0s.CLUS33428 1-1:1:1 (SEQ ID NO:11), T-Os.Mth-1:1:1 (SEQ ID NO:12), va T-
0s.Ara5-1:1:1 (SEQ ID NO:13), nhu dugc thé hién trong Bang 3 cua Vi du 3.

MBS ta van tit cac trinh tu

SEQ ID NO:1 — trinh ty nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma hogc EXP,
EXP-Zm Nac+Zm.DnaK:1:1, bao gdm trinh ty khoi diu P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID
NO:3), lién két theo kiéu hoat dong dugc & ddu 5' v6i trinh tw dan L-Zm.Nac-1:1:1
(SEQ ID NO:4), duoc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi intron, I-Zm.DnaK-1:1:1
(SEQ ID NO:5).

SEQ ID NO:2 — trinh tw khéi dau, P-Zm Nac-1:1:2.

SEQ ID NO:3 — trinh ty bao g(‘A)m trinh ty khoi diu, P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID
NO:2), dugc lién két theo kidu hoat dong duge & ddu 5' v6i trinh tw dan, L-Zm.Nac-
1:1:1 (SEQ ID NO:4).

SEQ ID NO:4 - trinh ty d4n, L-Zm Nac-1:1:1.

SEQ ID NO:5 - trinh ty intron, I-Zm.DnaK-1: 1:1.
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SEQ ID NO:6 — trinh ty cia nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma hogc EXP,
EXP-Zm.Nac+Os.FBA:1:1, bao gém trinh tu khéi diu, P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID
NO:3), dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc & dau 5 véi trinh ty din, L-Zm.Nac-
1:1:1 (SEQ ID NO:4), duoc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi intron, I-Os.FBA-1-
1:1:1 (SEQ ID NO:7).

SEQ ID NO:7 - trinh ty intron, I-Os FBA-1-1:1:1.

SEQ ID NO:8 — trinh ty ctia nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma hogc EXP,
EXP-Zm.Nac+0s.Cab-1:1:1, bao gdm trinh ty khéi dau, P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID
NO:3), dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc & dau 5° v6i trinh ty din, L-Zm.Nac-
1:1:1 (SEQ ID NO:4), dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi intron, I-Os.Cab-1-
1:1:1 (SEQ ID NO:9).

SEQ ID NO:9 - trinh ty intron, I-Os.Cab-1-1:1:1.

SEQ ID NO:10 - trinh tu 3” UTR, T-AGRtu.nos-1:1:13.

SEQ ID NO:11 - trinh ty 3" UTR, T-Os.CLUS33428_1-1 1:1.

SEQ ID NO:12 - trinh ty 3" UTR, T-Os.Mth-1:1:1.

SEQ ID NO:13 - trinh ty 3' UTR, T-Os.Ara5-1:1:1.

SEQ ID NO:14 - trinh ty m4 héa gen danh déu B-glucuronidaza.

SEQ ID NO:15 — trinh tyr ciia nhom yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma hodc
EXP, EXP-CaMV.358S:1:1, bao gém trinh tu khoi dau 35S va trinh ty dan cua virut
kham sup lo (cauliflower mosaic virus - CaMV).

SEQ ID NO:16 — trinh ty ciia nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma hogc
EXP, EXP-Os.Actl:1:1, bao gém trinh ty khoi dau actin 1, trinh ty dAn, va intron cua
cay lua.

M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen c6 loi tir céc loai thyc
vat, trong d6 phéan tor ADN nay chira yéu td didu hoa. Sang ché ciing d& xuét té bao
thuc vat, thuc vét, va hat chuyén gen chira phan tir ADN nay. Trinh ty nucleotit cua
cac phan ti polynucleotit ndy 12 SEQ ID NO: 1, 3, 6, va 8. Ban md ta boc 19 viéc thiét
ké, dung chu tric, va sit dung c4c phan tir ADN ndy. Céc phan tir ADN nay c6 kha
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ning, vi du, tdc dong dén su biéu hién phan tir polynucleotit phién ma dugc lién két
theo kiéu hoat déng dugc trong cac md thuc vat, va do do diéu hoa c6 chon loc sy biéu
hién gen hodc hoat tinh ctia san phﬁm tlr gen dugc ma hoa & thuc vét chuyén gen. Ban
mb ta cling boc 10 phuong phép tao ra va sit dung yéu td didu hoa, ciu tric ADN chua
trinh tu khéi diu va/hodc céc trinh tr nucleotit duge boc 10 khac, va phuong phap dé
tao ra va st dung chung. Sang ché cling d& xuét t& bao thuc vat, thuc vat, va hat
chuyén gen chira yéu t6 didu hoa lién két theo kiéu hoat dong dugc véi phan tir

polynucleotit phién ma dugc, cling nhu té bao chu duoc bién nap.

Céc trinh tw ADN theo sang ché dugc tao ra voi lién két theo kiéu hoat dong
dugc voi phén tir polynucleotit phién ma dugc. Phén tir polynucleotit phién ma dugc l1a
khéc loai so véi trinh tu didu hoa dugc dé xuét trong ban mo ta. Do d6, trinh tu cua
yéu t6 diéu hoa chira trong phan tir ADN theo sang ché dugc lién két theo kiéu hoat

dong dugc v6i phan ti polynucleotit phién mé dugc khac loai.

Céc dinh nghia va phuong phap dugc duara d8 xac dinh sang ché rd rang hon va
huéng din ngudi co hiéu biét trung binh vé linh vuc nay trong viéc thuc hanh sang
ché. Trir khi duoc quy dinh khdc, céc thujt ngit cdn dwoc hiéu nhu thudng ding bdi

nguoi co hiéu biét trung binh v& linh vuc lién quan.
Phéan tt ADN

Nhu duge st dung trong ban mod ta, thudt ngt “ADN” hodc “phan tit ADN” chi
phén tir ADN mach kép ctia hé gen hodc ngudn gbc tdng hop, nghia 14 polyme cla cac
bazo deoxyribonucleotit hodc phan tir polynucleotit, doc tur du 5' (dAu trén) dén dau 3'
(déu du6i). Nhu duge st dung trong ban mo t4, thuat ngit “trinh ty ADN” chi trinh tu
nucleotit ciia phan tt ADN. Danh phép dugc st dung trong ban md ta twong ting voi
danh phéap thudc P& muc 37 ciia Bo luit Lién bang M§ (United States Code of Federal
Regulations) § 1.822, va néu trong céc bang cua tai liéu WIPO Standard ST.25 (1998),
Phu luc 2, Bang 1 va Bang 3.

A

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuat ngit “phan tr ADN phén 14p” chi phan
tit ADN téach it nhit mot phin khoi céc phén tir khac thudng c6 lién quan dén né &
trang thai nguyén ban hodc twy nhién cua nd. Thuét ngit “phéan 1ap” cd thé chi phan tir
ADN tach it nh&t mot phin khoi mét sb axit nucleic ma thuong 1an véi phéan tr ADN

ndy & trang thai nguyén ban hodc tw nhién ctia né. Do d6, cac phan tit ADN duge dung
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hop vao trinh tu didu hoa hodc trinh ty m& héa ma ching thuong khong lién quan, vi
du bing k¥ thuat tai td hop, dugc xem 13 phén 14p trong ban md ta. Cac phén tir nay
dugc xem 1a phén 1ap khi két hop vao nhiém séc thé cua té bao chu hoic c6 trong dung
dich axit nucleic véi céc phan tt ADN khéc, trong d6 chung khong & trang thai

nguyén ban cia minh.

Phuong phap bat ky ma ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vyc nay da biét o
c6 thé duoc st dung dé phan 14p va xt ly phén tt ADN, hoégc doan cua nd, nhu bg 1o
trong sang ché. Vi dy, cong nghé phan Ung chudi polymeraza (polymerase chain
reaction - PCR) co thé ding dé nhan phan tt ADN ban du cu thé va/hoic tao ra cac
bién thé cua phén tu gbc. Céc phan tt ADN, hodc doan cua chung, ciing c6 thé thu
dugc bang cac ky thuat khac, nhu bing cach tdng hop truc tiép doan biang phuong
phép héa hoc, nhu thuong dugc thyc hién bing thiét bi tbng hop oligonucleotit tur
dong.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thuét ngt “do tuong ddng vé trinh ty” chi
mirc d0 ma hai trinh ty polynucleotit dugc sép thing hang mot cach t8i vu hodc hai
trinh ty polypeptit dugc sip thang hang mot cach t6i wu ddng nhét véi nhau. Viéc sap
thing hang trinh tu t6i wu duge thue hién bang cach sip thing hang thu cong hai trinh
tu, vi du, trinh tw dbi chimg va trinh tu khéc, d& t5i da héa s6 nucleotit khop nhau khi
sip thing hang trinh tw v6i cdc doan nucleotit chén, bd doan, hodc quing trbng bén

trong. Nhu dugc sir dung trong ban mo6 té, thudt ngit “trinh ty ddi ching” chi trinh tu

duoc dé xult duéi dang tinh ty polynucleotit SEQ ID NO: 1, 3, 6, va 8.

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuat ngit “do tuong ddng veé trinh tu theo
phén trim” hodc “dd tuong ddng theo phan trim” hodc “% tuwong ddng” 1a ty 1& tuong
ddng nhan véi 100. “Ty 1 twong ddng” d6i véi trinh ty duoc sip thing hang mot cach
t51 wu vé6i trinh tu déi chung 12 s6 nucleotit khép nhau khi sép théng hang trinh tu, chia
cho tdng sb nucleotit trong trinh tur dbi chtng, vi du, tong sb6 nucleotit trong toan bd
chiéu dai ciia toan bo trinh tu dbi chirng. Do d6, theo mot phuong an, sang ché d& xuit
phén tir ADN chira trinh ty ma, khi dugc sép thidng hang mot cach ti wu, 6 trinh ty
SEQ ID NO: 1, 3, 6, va 8, ¢6 dd twong ddng it nhéat khoang 95%, do twong ddng it nhat
khoang 96%, do twong ddng it nhit khoang 97%, d tuwong dong it nhét khoang 98%,
hodc 3o tuong déng it nhit khoang 99% vdéi trinh tu dbi ching. Céac trinh ty nhu vay
dugc xéc dinh 12 ¢6 hoat tinh ciia trinh ty khi dau.
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Yéu t6 didu hoa
Yéu t6 didu hoa la phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen, nghia 12 phan tir ma

c6 kha ning tic dong dén sy phién md va/hodc dich mi cia phan tir polynucleotit
phién ma dwgc duogc lién két theo kiéu hoat dong duge. Do d6, thuét ngr “hoat tinh
diéu hoa gen” chi kh& nang tac dong dén phcx). biéu hién cuia phan ti polynucleotit phién
mi dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc bing cach tac dong dén sy phién ma
va/hodc dich mé ciia phan ti polynucleotit phién méa dugc lién két theo kiéu hoat dong
duoc d6. Nhu duoc sit dung trong ban mo ta, nhom yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma
(EXP) co thé bao gf“)m cac yéu t§ biéu hién, nhu trinh tu ting cudng, trinh tw khoi dhu,
trinh tu din, va intron dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc. Do d6, nhém yéu tb
bidu hién didu hoa phién mé c6 thé bao gdm, ching han, trinh ty khéi dau lién két theo
kiéu hoat dong duge & diu 5' véi trinh tw din, trinh ty dén nay lai lién két theo kiéu
hoat ddng dugc & dAu 5' v6i trinh tu intron. Trinh ty intron c6 thé bao gdm trinh ty bét
diu & diém két néi intron/exon ddu tién cua trinh ty nguyén ban va cb thé bao gdm
thém doan trinh ty din nho chira diém kbt ndi intron/exon thir hai dé xit ly ding
intron/exon tao didu kién thuan loi cho sy phién mi va xit Iy ding ban sao phién ma
thu duoc. Cac trinh ty d3n va intron c6 thé tac dong tich cuc dén sy phién ma cua phén
tir polynucleotit phién mé duoc lién két theo kiéu hoat ddng duoc ciing nhu sy dich ma
ctia ARN duoc phién ma thu dugc. Phan tt ARN duge xt ly truge chira cac trinh ty
d3n va intron, ma c6 thé tic dong dén viéc xir Iy sau phién md ARN dugc phién ma
va/hodc viée xult phan tr ARN dugc phién ma tir nhén t& bao vao té bao chét. Sau.
bude xtt Iy sau phién ma phén tr ARN dugc phién md, trinh tu dan c6 thé duge giit lai
nhu mot phﬁn cta ARN thong tin cudi cung va cd thé tac dong tich cuc dén sy dich ma

cua phan tr ARN thong tin.

Cac yéu t§ didu hoa nhu trinh tu khoi _déu, trinh tu dan, intron, va cac ving Két
thuc phién ma 13 cac phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen va dong vai tro khong thé
thiéu trong qu4 trinh biéu hién chung cua céc gen trong té bao sbng. Thuat ngt “yéu tb
didu hoa” chi phan tt ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen, nghia 12 phan tr ma ¢6 kha nang
tac dong dén su phién ma va/hodc dich ma phéan tir polynucleotit phién mi dugc lién
két theo kiéu hoat dong dugc. Do do, yéu td diéu hoa duogc phan 1ap, nhu trinh tu khaoi
dAu va trinh tw d3n, ma hoat dong chirc ning & thyc vat hiru dung dé cai bién kiéu hinh

thuc vat bang cac phuong phap xir Iy bang k¥ thuat di truyén.
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Céc yéu b didu hoa c6 thé dic trung bdi cac anh hudng dén phd biéu hién cia
ching (vé mit chit luong va/hoic s6 luong), vi du, cac anh hudng tich cuc hodc ti€u
cuc va/hodic cac anh hudng co ban hodc anh hudng khéc, nhu boi phé biéu hién theo
thoi gian, theo khong gian, theo sy tién trién, theo mo, theo mdi trudong, theo sinh 1y,
theo bénh 1, theo chu 1y té bao, va/hoiic dép img héa hoc ciia chiing, va két hop bat ky
ctia chiing, cling nhu béi céc chi thi dinh luong hodc dinh tinh. Trinh ty khoi ddu c6
thé hitu dung lam yéu t6 didu héa dé didu bién su biéu hién phan tir polynucleotit

phién ma dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc.

Nhu duge sit dung trong ban mé ta, “phé biéu hién gen” 1a phé phién mé bét ky
ctia phan tir ADN lién két theo kiéu hoat dong dugc vao phén tir ARN duogc phién ma.
Phan tt ARN dugc phién ma co thé duoc dich ma dé tao ra phan it protein hodc c6 thé
tao ra phan tir déi nghia hogc phan tir ARN diéu hoa khéac, nhu ARN thong tin, ARN
mach kép (dsRNA), ARN vén chuyén, ARN ribosom, micro ARN (miRNA), va céc
phén tir twong tu.

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuat ngt “biéu hién protein” 1a phd dich ma
bat ky cia phan tit ARN dugc phién ma thanh phan tit protein. Su biéu hién protein c6
thé dic trung béi chét luong theo thoi gian, theo khong gian, theo su tién trién, hodc
theo hinh thai cia nd, ciing nhu boi cac chi thi dinh tinh hodc dinh luong.

1
A

Nhu dugc st dung trong ban md ta, thuét nglt “trinh tyr khoi dau” noéi chung chi
phan tir ADN c6 lién quan dén viéc nhdn dang va lién két ctia ARN polymeraza II va
cac protein khéac (cac yéu t6 phién ma hoat dong trans - trans-acting transcription
factors) dé bit diu phién mé. Trinh tw khoi ddu c6 thé dugc phan 13p tir du khéi ving
khong dich ma diu 5' (5' UTR) ctia ban sao trong hé gen cua gen. Theo cach khac,
trinh ty khoi ddu c6 thé 1a phan tik ADN duge tao ra bang cach tong hop hogc thu
cong. Trinh ty khoi dau ciing c6 thé 13 thé kham, nghia 1a trinh ty khéi dau duoc tao ra
bang cach dung hop hai hodc nhidu phan tir ADN khac loai. Trinh ty khoi dau hitu
dung dé thuc hién sang ché bao gdm SEQ ID NO:2. Céc phén ti nhu vy va bién thé
hoic din xult bat ky ctia ching dwgc md ta trong ban md ta duoc xac dinh tiép 13 c6
hoat tinh cua trinh tu khéi dAu, nghia 13, ¢6 kha ning hoat dong nhu mot trinh tu khéi
dAu trong té bao chu, nhu trong thuc vét chuyén gen. Theo cac phuong 4n cu thé khéc,
doan c6 thé dugc x4c dinh 1a thé hién hoat tinh cla trinh ty khéi dAu, hoat tinh nay c6

trong phén t trinh ty khéi dAu ban ma tir d6 thu dugc nd, hodc doan cd thé bao gdm
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“trinh ty khéi dAu t&i thidu” ma tao ra mirc d§ phién ma co ban va bao gbm trinh tu
TATA box hodc trinh tu twong dwong dé& nh4n biét va lién két phuc hop ARN

polymeraza II dé bt dau phién ma.

Ban mb ta cling bdc 1 doan trinh tu khéi dau nhu dugc mo ta trong ban mo ta.
Céc doan trinh tu khéi ddu c6 thé c6 hoat tinh trinh ty khéi dau nhw duge md ta trén
ddy, va c6 thé hiru dung khi ding m¢t minh hogc két hop véi céc trinh tr khéi du va
doan trinh tu khoi ddu khac, nhu khi tao ra céc trinh tw khéi dau thé kham. Cac doan
rinh tu khoi diu c6 thé chira it nht khoang 50, 95, 150, 250, 500, 750, hogc it nhét
khoang 1000 nucleotit lién k& nhau, hodc dai hon, thudc phan tir polynucleotit c6 hoat

tinh ctia trinh tu khoi dau.

Cac san phim thu dwgc tir trinh ty khéi dau 6 trinh tw SEQ ID NO:3, nhu céc
san phém bd doan bén trong hodc & dau 5', vi du, c6 thé dugc tao ra be“mg cac phuong
phép da biét trong linh vuc nay d8 cai thién hodc thay dbi sy bidu hién, bao gdm
phuong phép loai bo cac yéu t6 c6 anh huéng tich cuc hodc tiéu cuc dén sy biéu hién;
nhin ddi cac yéu td c6 anh huéng tich cuc hodc tiéu cuc dén su biéu hién; va/hoac
nhan d6i hoiic loai bo cdc yéu t§ c6 anh huéng dic hiéu md hodc té bao dén sy biéu
hién. C6 thé sit dung céc san phdm thu dugc tir trinh ty khéi ddu c6 trinh ty SEQ ID
NO:2, bao gém san phém b6 doan & dau 3' trong d6 trinh ty TATA box hodc trinh tu
twong duong cia né va trinh ty tiép theo dugc loai bo, vi du, dé tao ra yéu td ting
cuong. Céac san phim bo doan khéc c6 thé dugc tao ra dé loai bo yéu t6 bét ky c6 anh
hudng tich cyc hodc tiéu cuc; ddc hi¢u mo; dac hi€u té bao; hoic dic hiéu thoi gian
(nhu nhip sinh hoe hang ngay) dén sy biéu hién. Trinh tw khéi dau c6 trinh ty SEQ ID
NO:2 va doan hoic trinh tu ting cudng thu duge tir 46 ¢ thé duoc str dung dé tao ra
yéu t6 didu hoa hoat dong phién ma thé kham bao gbm trinh ty khoi dau c6 trinh ty
SEQ ID NO:2 va doan hodc trinh ty ting cuong thu dugce tir d6 lién két theo kiéu hoat
dong dugc véi cac trinh tu ting cudng va trinh tu khéi dau khéac. Hiéu qua cla viée cai
bién, nhan d6i hodc bd doan dugc md ta trong ban mo ta dén cac khia canh biéu hén
mong mubn ctia mdt gen chuyén cu thé c6 thé dugc kiém tra bang kinh nghiém trong
cac thir nghiém thuc vat dn dinh va tam thoi, nhu cac thir nghiém dugc mo ta trong cac
vi du thuc hién dudi day, d& hop Iy hoa két qua, ma 6 thé thay dbi thy thude vao

nhitng thay dbi dugc tao ra va muc dich cua viéc thay dbi phén tir ban dau.
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Nhu duoc st dung trong ban mo ta, thuat ngit “trinh tu dan” chi phan tir ADN
duogc phan lap tir ving 5' khdng dich mé (5' UTR) clia ban sao trong h¢ gen cla gen va
duoc x4c dinh chung 13 doan nucleotit nim gitra vi tri khéi dAu phién ma (transcription
start site - TSS) va vi tri khoi dAu trinh tw m4 héa protein. Theo cach khac, céc trinh ty
dan c6 thé 1a cac yéu td ADN duoc tao ra theo cach tdng hop hodc thu cong. Trinh tu
dn ¢6 th duoc sit dung lam yéu t6 didu hoa & ddu 5” dé cai bién sy biéu hién cia
phan t polynucleotit phién ma dugc li€n két theo kiéu hoat dong dugc. Cac phén ti
trinh tu dan co6 thé dugc str dung cing véi trinh tu khoi dau khac loai hoiic véi trinh tu
khoi dAu nguyén ban ctia nd. Do d6, céc phén it trinh ty khoi dhu duge md ta & day co
thé dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh tu dan nguyén ban cta chung
hodc c6 thé duoc lién két theo kidu hoat dong duge véi trinh tw dan khéc logi. Trinh ty
d&n hitu dung dé thuc hién séng ché ¢6 trinh tu SEQ ID NO:4. Theo cic phuong an cu
thé, c4c trinh tw nay c6 thé dugc xac dinh 1a 6 kha ning hoat dong dudi dang trinh tu
din trong té bao chi, bao gbm, vi dy, té bao thyuc vat chuyén gen. Céc trinh ty nhu vy

c6 thé nay dugc giai ma 14 ¢6 hoat tinh trinh ty dan.

Trinh tu dfn (5' UTR) c6 trinh tw SEQ ID NO:4 ¢6 thé bao gdm céc yéu t6 didu
hoa hoac cé thé ¢6 cu tric bac hai ma c6 thé c6 anh hudng dé su phién ma hodc dich
ma cua gen chuyén. Trinh ty dan ndy c6 thé duge sir dung dé tao ra yéu t6 diéu hoa thé
kham ma anh hudng dén sy phién ma hodc su dich ma cla gen chuyén. Ngoai ra, trinh
tu dan SEQ ID NO:4 c6 thé duoc st dung @8 tao ra trinh tu din thé kham ma anh

hudng su phién ma hodc sy dich mé ctia gen chuyén.

Viéc dua gen la vao vat chu thyc vat méi khong phai luc nao ciing dat duqé murc
d6 biéu hién cao cua gen dua vao. Hon nita, néu tinh dén céc dic diém phuc tap, doi
Itic cAn phai didu bién nhiéu gen v6i phd biu hién theo khong gian hodc theo thoi
gian. Céc intron vé co ban c6 thé tao ra cac cai bién nay. Tuy nhién, viéc st dung
nhiéu intron cing loai trong mét thuc vat da cho thdy cac nhugc diém. Trong cic
truong hgp nay, can phai c6 tap hop céac yéu t6 kiém soat co ban dé xay dung céc yéu
t6 ADN tai t4 hop thich hop. S intron da biét trong linh vuc nay 1a c6 ddc tinh han

ché trong ting cudng bidu hién, va do d6, can c6 cic giai phap thay thé.

Céc san phim thu dugc tir intron bét ky ¢6 trinh ty SEQ ID NO:5, 7, va 9 ¢6 thé
bao gbm céc san phim bé doan hodc nhén doan chira yéu td diéu hoa cis. Ngoai ra, cac

san pham thay thé cta trinh tu dau 5' va 3' bao gbm céc doan két ndi intron/exon c6 thé
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duoc st dung to cai thién sy bidu hién hodc do dic hiéu ciia biéu hién khi lién két theo
kiéu hoat dong dugc to v6i trinh tw khéi dAu + trinh tu dAn hoge trinh ty khoi dau thé
kham -+ trinh tu din va trinh tw ma héa. Céc san phém thay thé clia cac ving dau 5' va
3' bao gdm doan két ndi intron/exon ciing c6 thé dugc tao ra dé giam kha ning dua vao
sai codon khéi diu va két thuc tao ra trong san phdm phién ma thu dugc sau khi xit 1y
va két ndi ciia ARN théng tin. Céc intron ¢6 thé dugc kiém tra bing kinh nghiém nhu
mo ta trong cac vi du thuc hién dé x4c dinh anh huéng cua intron dén sy biéu hién ctia

gen chuyén.

Trinh tu khoi diu hodc doan trinh ty khéi dAu c6 thé dugc phan tich vé sy c6 mat
cua céc yéu t trinh ty khoi ddu da biét, nghia 14 cdc dic trung cla trinh ty ADN, nhu
TATA-box va cac md tip vi tri lién két yéu tb phién ma da biét. Nhan dang cua céac yéu
t& trinh tu khoi ddu da biét nay c6 thé dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vye
sir dung dé thiét ké céc bién thé cta trinh ty khéi ddu c6 phd biéu hién tuong ty véi
trinh tu khéi dau gbc.

~,

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuét ngit “trinh ty tang cuong” hoac “yéu tb
ting cuong” chi yéu tb diéu hoa phién ma hoat ddng cis (véu t6 cis), yéu té ndy tao ra
mét khia canh cua phé biéu hién chung, nhung thudng minh né 1a khong du dé diéu
khién su phién ma cua trinh tu polynucleotit lién két theo kiéu hoat dong dugc. Khong
nhu c4c trinh ty khéi ddu, cac yéu t taing cuong khong thuong bao gbm vi tri khoi dau
phién ma (TSS), hodc TATA box hodc trinh ty twong duong. Trinh tu khéi déu trong
tu nhién c6 thé bao gdm mdt hozc nhiéu yéu t6 ting cudng ma anh hudng dén su phién
mi cua trinh tu polynucleotit li€n két theo kiéu hoat dong dugc. Yéu tb ting cuong
dugc phéan 1ap ciing c6 thé dugc dung hop véi trinh ty khéi du dé tao ra yéu td cis
trinh tu khoi dAu thé kham, yéu t6 nay tao ra mot khia canh cua sy cai bién biéu hién
chung. Trinh tu khéi d4u hoidc doan trinh tu khoi dAu c6 thé bao gém mot hodc nhiéu
yéu t6 ting cuong ma anh huong dén sy phién ma cla cac gen lién két theo kiéu hoat
dong duogc. Nhiéu yéu td ting cuong trinh ty khéi du duge cho 1a lién két v6i protein
lién két ADN va/hoic tac dong dén hinh hoc topo cia ADN, tao ra cac cAu tric cuc bd
ma cho phép mdt cach c6 chon loc hodc han ché su tiép can cia ARN véi khudn ADN,
hodc tao diéu kién thuan lgi cho sy mé& c6 chon loc cia cAu tric xodn kép & vi tri khéi
dau phién ma. Yéu t6 tang cuong c6 thé ¢ chiic ning lién két cac yéu td phién ma ma

didu hoa su phién ma. Mot so yeu td ting cudng lién ket véi nhiéu hon mdt yéu to
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phién mé, va cic yéu t6 phién mi c6 thé tuong tac véi 4i luc khac nhau véi nhiéu hon
mot ving tang cudong. Cac yéu t6 ting cudng c6 thd dugc nhan dang bang mot s6 k¥
thuét, bao gém phan tich sy bd doan, nghia 1a x6a bé mdt hodc nhiéu nucleotit khoi
dau 5' hodc bén trong cua trinh ty khdi du; phan tich protein lién két ADN bing
phuong phap dAu chan DNaza I (DNase I Footprinting), phwong phép can thiép metyl
héa (methylation interference), thir nghiém phén tich vi tri di chuyén bang dién di
(electrophoresis mobility-shift assay), phuong phap dAu chan hé gen in vivo bang k§
thuat PCR qua lai ghép (in vivo genomic foodpriting by ligation-mediated PCR), va
cac thir nghiém thong thudng khéc; hodc bing cach phan tich d§ twong ddng trong
trinh tw ADN bang céc md tip yéu td cis da biét hodc yéu td ting cuong dudi dang
trinh tw dich hodc md tip dich véi phuong phép so sanh trinh ty ADN thong thuong,
nhu BLAST. Céu tric ving ting cudng tdt c6 thé dugc nghién ctru tiép bang phép dot
bién (hodc thé) mdt hoic nhidu nucleotit hodic bing cic phuong phap thong thudng
khac. Yéu td ting cudng c6 thé thu dugc bang cach tdng hop héa hoc hodc bang cach
phén 1dp tr cac yéu t§ diéu hoa chira yéu td nay, va chung c6 thé dugc téng hop véi
cac nucleotit lién k& nhau bd sung chtra cic vi tri enzym gi6i han hitu dung dé tao

thuén loi cho viéc thao téc trinh tu.

O thyc vat, viée bao gém mot sd intron trong chu trac gen din dén sy gia ting
tich liiy mARN va protein so véi & cac cAu trac khong c6 intron. Anh huéng nay dugc
g0i 1 “su tdng cudng qua trung gian intron” (intron mediated enhancement - IME) cua
biéu hién gen (Mascarenhas et al., (1990) Plant Mol. Biol. 15 :913-920). Céac intron di
biét 13 kich thich sy biéu hién & thuc vat d3 dugc nhén dang trong cc gen cia cay ngd
[vi dy, tubAl, Adhl, Shl, Ubil (Jeon et al., Plant Physiol. 123:1005-1014, 2000;
Callis ef al., Genes Dev. 1:1183-1200, 1987; Vasil et al., Plant Physiol. 91:1575-1579,
1989; Christiansen et al., Plant Mol. Biol. 18:675-689, 1992) va trong cac gen cua cay
laa (vi dy,, salt, tpi: McElroy et al., Plant Cell 2:163-171, 1990; Xu et al., Plant
Physiol. 106:459-467, 1994). Tuong tu, cic intron tir gen thuc vat hai 14 mim nhu cay
da yén (vi dy,, rbeS), khoai tay (vi du,, st-Is1) va Arabidopsis thaliana (vi du,, ubq3 va
patl) d3 dugc phat hién 13 1am ting ty 16 biéu hién gen (Dean et al., Plant Cell 1:201-
208, 1989; Leon et al., Plant Physiol. 95:968-972, 1991; Norris et al., Plant Mol Biol
21:895-906, 1993; Rose va Last, Plant J.11:455-464, 1997). Pd c6 béo cao cho thy

cac phép bo doan hodc dot bien trong vi tri ket ndi cia intron 1am gidm muc bicu hién
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gen, didu d6 cho thdy ring c6 thé can két néi déi véi IME (Mascarenhas et al., Plant
Mol Biol. 15:913-920, 1990; Clancy va Hannah, Plant Physiol. 130:918-929, 2002).
Tuy nhién, khong can két ndi dbi v6i IME nhét dinh & thyc v4t hai 14 mam, nhu dugc
thé hién bing cic dot bién diém trong vi tri két ndi cta gen patl tix A. thaliana (Rose
va Beliakoff, Plant Physiol. 122:535-542, 2000).

Su tang cudng bidu hién gen bdi intron khong phai hién tugng chung vi mot sd
doan chén intron trong catxet biéu hién tai té hop khong lam ting cudng su biéu hién
(vi du,, céc intron tir gen cia thuc vat hai la mam nhu gen rbcS tir cdy dau Ha Lan, gen
phaseolin tix ciy dau, va gen stls-1 tir Solanum tuberosum) va céac intron tir gen cua
cay ngd (intron thir chin clia gen adhl, va intron thir nhét cua gen hsp81) (Chee et al.,
Gene 41:47-57, 1986; Kuhlemeier et al., Mol Gen Genet 212:405-411, 1988;
Mascarenhas et al., Plant Mol. Biol. 15:913-920, 1990; Sinibaldi va Mettler, In WE
Cohn, K Moldave, eds, Progress in Nucleic Acid Research va Molecular Biology, Vol
42. Academic Press, New York, pp 229-257, 1992; Vancanneyt et al., Mol. Gen.
Genet. 220:245-250, 1990). Do d6, khong phai moi intron déu c6 thé ding dé thao tac
mitc biéu hién gen ciia gen ngoai sinh hodc noi sinh & thuc vat chuyén gen. Vay dic
tinh hoac dic diém trinh tu dic hiéu nao can phai c6 trong trinh tu intron dé tang
cuong ty 1€ biéu hién cua gen da biét, diéu nay chua dugc biét r trong linh vyc, va do
d6 khong thé du doan xem liéu mot intron thuc vat da cho, néu ding khac loai, c6 gay

ra IME hay khong.

Nhu duge st dung trong ban mo ta, thuét ngir “thé kham” chi phan tit ADN don
dugc tao ra bang cach dung hop phén tir ADN thar nhét v6i phan t¢ ADN tht hai,
trong d6 ca phan tr ADN thu nhét va thi hai déu thuong khong dugce phat hién trong
c4u hinh ndy, nghia Ia dung hop v6i nhau. Do d6, phan tir ADN thé kham 1a phan ti
ADN méi khong duge phét hién trong tw nhién. Nhu dugce st dung trong ban mo ta,
thuét ngit “trinh tu khéi dAu thé kham” chi trinh tw khéi dau duogc tao ra bang cach xtt
Iy c4c phan tir ADN. Trinh ty khoi ddu thé kham c6 thé két hop hai hogc nhidu doan
ADN, vi du thé dung hop cua trinh ty khéi dAu vai yéu t ting cudng.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta, thudt ngt “bién thé&” chi phan tt ADN thu
hai twong tw v& thanh phan, nhung khong déng nhét v6i, phan tir ADN thi nhét, va
phéan tt ADN thir hai van duy tri duge hoat tinh chirc ndng chung, nghia la phd biéu
hién giéng hodc twong ty v6i phan tir ADN thit nhét. Bién thé c6 thé 1 phién ban ngén
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hon hodc dugce cit xén ciia phan tir ADN thir nhét va/hodic phién ban khéc cla trinh tu
phéan tt ADN thir nhét, nhu phién ban véi céc vi tri enzym giéi han va/hodc cac phép
b6 doan bén trong, phép thé, va/hodc phép chén vao khac. “Bién th8” cling c6 thé gdm
yéu t6 diéu hoa c6 trinh ty nucleotit chira phan tir thé, phép bé doan, va/hodc phép
chén vao mdt hodc nhiéu nucleotit cia trinh ty dbi chung, trong d6 yéu td diéu hoa thu
dugc tir d6 c6 hoat phién ma hodc dich mé cao hon hoac thép hon hoic bing so véi
phén tr didu hoa gdc tuong tmg. Cac “bién thé&” yéu t6 didu hoa ciing bao gdm céc
bién thé phét sinh tir dot bién xay ra trong ty nhién & thé bién nap té bao vi khuan va
thuc vat. Theo sang ché, trinh tu polynucleotit c6 SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 6, va 8 ¢4 thé
dugc st dung dé tao ra céc bién thé tuong tu vé thanh phén, nhung khong déng nhit,
véi trinh tu polynucleotit cua yéu t6 diéu hoa ban d4u, trong khi van duy tri dugc hoat
tinh chirc ning chung, nghia la phd biéu hién gidng hoic twong tu voi yéu tb diéu hoa
ban dAu. Viéc san xuit cac bién thé nhu vy theo séng ché thudc v& cac k¥ ning thong
thuomg trong linh vyc theo ban mé ta. Céc “bién thé” yéu t6 diéu hoa thé khim chira
céc yéu t6 chu thanh gibng véi trinh ty d6i chung, nhung cac yéu tb céu thanh bao
gém yéu t6 didu hoa thé kham c6 thé dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc béng
nhidu phuong phép da biét trong linh vuc nay, nhu c4t va ndi bang enzym gi¢i han,
tach dong khong nbi, rap néi c6 diéu chinh céc san phdm PCR khi khuéch dai, hodc
tdng hop héa hoc truc tiép yéu t6 diéu hoa, ciling cic phuong phéap da biét khac trong
linh vuc nay. “Bién thé” yéu td diéu hoa thé kham thu duogc c6 thé bao gdm cling loai,
hodc bién thé cta clng loai, yéu t& cAu thanh cua trinh ty d6i chimg nhung khé'lc vé
trinh tu hodc cac trinh tu bao gém trinh tu lién két hodic cac trinh tu d8 lién két theo
kiu hoat dong dugc céc phﬁn chu thanh v&i nhau. Theo sang ché,v trinh tu
polynucleotit ¢6 SEQ ID NO: 1, 3, 6, va 8 1 trinh t déi chimg trong d6 céc yéu tb chu
thanh bao gbm trinh ty dbi chimg nay c6 thé dugc ndi voi nhau bang cic phuong phap
da biét trong linh vuc va c6 thé bao gbm cac phép thé, phép bo doan, va/hodc phép
chén vao mdt hodc nhidu nucleotit hozc thé dot bién c6 trong ty nhién khi bién nap té

bao vi khuan va thyc vat.
Cau truc

Nhu duoc sir dung ¢ day, thuat ngit “céu trac” chi phén tir polynucleotit ti t6 hop bt
ky nhu plasmit, cosmit, virut, phan tir polynucleotit sao chép doc lap, thé thue khin, hoic

phan tir polynucleotit ADN hodc ARN thing hodc vong, sgi don hodc soi kép, thu dugc tur
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ngudn bit ky, c6 kha ning tich hop vao hé gen hodc seo chép doc lap, chira phan tir
polynucleotit, trong d6 mdt hodc nhiéu phén tir polynucleotit duoc lién két theo cach hoat
dong chirc ning, fikc la duoc lién két theo cach hoat dong dugc. Nhu dugc sir dung & day,
thuét ngit “vecto” nghia 1a cAu trac polynucleotit tai t6 hop bét ky ma c6 thé duoc sir dung
nhim muc dich bién nap, tic 12 dua AND khéc loai vao t& bao chu. Vecto c6 thé bao gém'
catxet bién hién hodc catxet chuyén gen dugc tach khoi phén tir bét ky néu trén. Cac catxet
bidu hién holic catxet chuyén gen hiru dung bao gdm cac nhém yéu t biéu hién didu hoa
phién ma (“EXP”) ¢6 trinh tw SEQ ID NO:1, 6, hozic 8 dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc
v6i trinh tu ma héa khéc loai, ma dwgc lign két theo kiéu hoat dong dugc véi céc 3' UTR c6
trinh tw SEQ ID NO:10, 11, 12, ho#c 13.

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuat ngir “lién két theo kiéu hoat dong
dugc” chi phan tir thir nhét lién két v6i phan tir thir hai, trong d6 cdc phén tir nay dugc
sép xép sao cho phan tir thir nhét tic dong dén chirc ning cla phén tr thir hai. Hai
phan tir c6 thé 1a céc phan clia mot phan tir lién k& duy nhét hoic khong va c6 thé nam
sat nhau hodic khong. Vi dy, trinh ty khéi dAu dugc lién két theo kiéu hoat dong duge
v6i phén tir polynucleotit phién ma dugc néu trinh ty khéi dau dieu bién sy phién ma
ctia phan ti polynucleotit phién ma dugc cin quan tim trong té bao. Trinh tu dan, vi
duy, duoc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh ty ma héa khi né c6 kha nang lam
trinh tu d4n cho polypeptit dwgc ma héa boi trinh tw mé hoa nay.

Céac cAu triic dugc md ta & ddy bao gdm cac cau tric ADN vién Ti plasmit kép
ma c6 cac ving bd phai (RB hoic AGRtu.RB) va vién trai (LB hodc AGRtu.LB.) cua
Ti plasmit phan 1ap tir Agrobacterium tumefaciens chia T-ADN, cung vé&i ac phan tir
vén chuyén tir cac té bao A. tumefaciens cho phép tu két hop cia T-ADN vao hé gen
clia t& bao thwe vat (xem, vi du, Patent M§ sb 6,603,061). Cac céu tric cling ¢6 thé
chira céc doan ADN khung plasmit tao ra chirc ning sao chép va chon loc bang khang
sinh trong cac té bao vi khuan, vi du, nguén sao chép Escherichia coli nhu ori322,
ngudn sao chép c6 pham vi vat chii rong nhu oriV hodc oriRi, va ving ma hoa déu
chuén chon loc nhu Spec/Strp ma ma héa Tn7 aminoglycosit adenyltransferaza (aadA)
tao ra tinh khang spectinomyxin hodc streptomyxin, hodc gen diu chuén chon lgc
gentamixin (Gm, Gent). Pé bién nap thuc vat, chﬁng vi khudn chi thuong 1a 4.
tumefaciens ABI, C58, hoic LBA4404; tuy nhién, cac ching khac da biét trong linh

vuc nay dé bién nap thuc vét ciing c6 the c6 chirc nang nay.
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Céc phuong phéap da biét trong linh vuc nay dé rap nbi va dua cac chu triic vao té
bao theo cach sao cho phén tir polynucleotit phién mé dugc duge phién ma thanh phéan
tr mARN chirc ning ma dugc dich mé va biéu hién thanh san phdm protein. Pé thuc
hién sang ché, cac ché phdm va phuong phap dé chudn bi va sir dung c4c cu triic va té
bao chi da dugc ngudi co hiéu biét trung binh vé linh vuc biét ro (xem, vi du,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3™ edition Volumes I, 2, and 3, .
Sambrook, D.W. Russell, va N. Irwin, Lanh Spring Harbor Laboratory Press, 2000).
Cac phuong phép tao ra vecto tai td hop dic biét thich hop dé bién nap thuc vit bao
gE“)m cac vecto dugc mé ta trong Patent My s6 4,971,908; 4,940,835; 4,769,061; va
4,757,011. Céc loai vecto cling d3 duge danh gia trong tai liéu khoa hoc (xem, vi du,
Rodriguez, et al., Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses,
Butterworths, Boston, 1988; va Glick et al., Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, CRC Press, Boca Raton, FL., 1993). Cac vecto thong thuong hitu dung
dé biéu hién cac axit nucleic & thuc vat bac cao da dugc biét ro trong linh vuc nay va
bao gbm cac vecto thu dugc tir plasmit cam Ung khdi u (tumor-inducing - Ti) cia 4.
tumefaciens (Rogers et al., Methods in Enzymology 153: 253-277, 1987). Céc vecto tai
t6 hop khac hiru dung dé bién nap thuc vét bao gdm vecto kiém soét viéc chuyén gen
pCaMVCN, ciing dd dugc md ta trong tai liéu khoa hoc (xem, vi du, Fromm et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 5824-5828, 1985).

Céc yéu t6 didu hoa khéc nhau c6 thé ¢6 trong clng céu tric bao gbm céc yéu t6
bét k}‘f trong s céac yéu té duge dé xuét trong ban md ta. Yéu tb didu hoa bat ky c6 thé
duge tao ra két hop véi yéu té didu hoa khac bat ky. Cac td hop nhu vay c6 thé dugc
thiét k& hoic cai bién dé tao ra cac dic tinh diéu hoa mong mudn. Céc chu trac duge
md ta & diy bao gbdm it nhat mot yéu t6 diéu hoa lién két theo kiéu hoat dong duge voi
phan t polynucleotit phién ma dugc ma lién két theo kiéu hoat dong duge v6i phan tir
két thic sy phién ma & dau 3"

Céc cAu tric ndy c6 thé bao gém trinh ty khéi dAu hojc trinh ty din bét ky dugc
d8 xuét trong ban mo ta hoic da biét trong linh vuc nay. Vi dy, trinh ty khoi dAu c6 thé
dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh tu dan dau 5' khoéng dich ma khéc loai
nhu trinh tu thu duoc tir gen protein s6¢ nhiét (xem, vi dy, Patent My $6 5,659,122 va
5,362,865). Theo céch khéc, trinh tu din c6 thé dugc lién két theo kiéu hoat dong duge
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v6i trinh tu khéi diu khéc loai nhu trinh ty khéi dAu phién ma cta virut kham stp lo
(Cauliflower Mosaic Virus - CaMV) 358 (xem, Patent My s6 5,352,605).

Nhu duge sir dung trong ban md ta, thuat ngit “intron” chi phén tir ADN ¢ thé
phéan 14p hodc nhan dang tlr ban sao h¢ gen clia gen va co thé x4c dinh chung 13 viing
bj loai b6 khi xit Iy mARN trude khi dich ma. Theo cach khéc, intron c6 thé 1a yéu to
ADN duogc tao ra bing cach tdng hop hoic thu cong. Intron c6 thé chira cac yéu tb
ting cuong anh hudng dén su phién ma cta gen lién két theo kiéu hoat dong dugc.
Intron c6 thé dugc sit dung lam yéu t6 didu hoa @& didu bién sy biéu hién phan tt
polynucleotit phién ma dugc lién két theo kiéu hoat dong dugc. Chu trac ADN c6 thé
bao gém intron, va intron c6 thé 13 kha loai hoic khdng so véi trinh ty phén ti
polynucleotit phién mé duoc. Vi du v& cac intron trong linh vyc nay bao gbm intron
actin cua cay laa (Patent My s6 5,641,876) va intron HSP70 cua cdy ngd (Patent My
s6 5,859,347). Céc intron hitu dung dé thuc hién sang ché bao gdm SEQ ID NO: 5, 7,
va 9. Hon nita, khi cai bién c4c trinh tu ranh giéi intron/exon, ¢6 thé tét hon néu khong
str dung trinh tu nucleotit AT hodc nucleotit A ngay trudc ddu 5' ctia vi tri ghép nbi
(GT) va 14n luot nucleotit G hoc trinh ty nucleotit TG ngay sau déu 3' vi tri ghép ndi
(AG) dé loai trir kha ning tao ra cac codon mo d4u khong mong mudn trong khi xtt Iy
ARN thong tin thanh san phém phién ma cudi. Do do, trinh tw quanh céc vi tri két ndi

dau 5' hodc 3' cia intron c6 thé dugc cai bién theo cach nay.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thudt nglt “phén tir két thuc sy phién ma dau
3™ hogc “3' UTR” chi phén t& ADN dugc ding trong qué trinh phién ma dé tao ra
viung khong dich méa dau 3' (3' UTR) ctia phan tr mARN. Ving khong dich ma dau 3'
phan tr mARN cé thé dugc tao ra bing phuong phap phén cit dic hiéu va polyadenyl
héa dau 3' (dudi polyA). 3' UTR ¢6 thé duoc lién két theo kiéu hoat dong dugce véi va
dinh vi phia duéi phan tir polynucleotit phién ma dugc va co thé bao gdm céc
polynucleotit ma tao ra tin hiéu polyadenyl héa va céc tin hiéu diéu hoa khac c6 kha
nang tac dong dén sy phién ma, xtt Iy mARN, hodc biéu hién gen. Pubi polyA duoc
cho 12 ¢6 hoat tinh chirc nang trong su 4n dinh mARN va trong su khdi dau dich ma.
Vi du vé& cc phén ti két thuc sy phién ma 3' trong linh vuc ndy la ving nopalin
synthaza 3' (xem, Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4803-4807, 1983);

vung hspl7 3' cua lia my; vung tiéu don vi rubisco 3' cia dau Ha Lan; ving E6 3' cua
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cay bong (Patent My s6 6,096,950); cac ving 3' dugc boc 10 trong WO/0011200 A2;
va coixin 3' UTR (Patent M¥ sb 6,635,806).

Céac 3' UTR thuong cd loi cho viée bidu hién tai t6 hop cac gen cu thé. Trong hé
dong vat, co ché hoat dong ctia cac 3' UTR da dugc xac dinh 18 (vi dy, Zhao et al.,
Microbiol Mol Biol Rev 63:405-445, 1999; Proudfoot, Nature 322:562-565, 1986;
Kim et al., Biotechnology Progress 19:1620-1622, 2003; Yonaha va Proudfoot, EMBO
J. 19:3770-3777, 2000; Cramer et al., FEBS Letters 498:179-182, 2001; Kuerstem va
Goodwin, Nature Reviews Genetics 4:626-637, 2003). Can phai két thic hidu qua su
phién ma ARN dé ngin ngira su phién ma khdng mong mubn cla cac trinh ty khong
lién quan v& dic didm (phia du6i), ma c6 thé can tr& viée thé hién céc dic diém. Sy
sap xép cac catxet biéu hién gen trong ving 1an cén vé6i nhau (vi dy, trong mot T-
ADN) c¢6 thé gay ra sy kim hdm biéu hién gen ctia mdt hodc nhiéu gen trong chu tric
d6 so véi cac doan chén doc 1ap (Padidam va Cao, BioTechniques 31:328-334, 2001).
Diéu nay c6 thé can tr& viéc thu duge cac mirc bidu hién ddy da, ching han trong

truong hop ma sy biéu hién gen manh 1a cAn thiét trong tt ca cac catxet.

O thuc vat, cac trinh tu tin hi¢u polyadenyl héa 1a chua dugc xé4c dinh rd.
Hasegawa va céc ddng téc gia (Plant J. 33:1063-1072, 2003) khong thé nhan dang cac
trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa bao tdn trong ca hai hé in vitro va in vivo & Nicotiana
sylvestris va xac dinh do dai thuc cla san phidm phién ma dau tién (khong polyadenyl
hoéa). Mot 3' UTR yéu co thé gay ra hién tugng doc xuyén (read-through), ma c6 thé
tac dong dén su biéu hién cla cac gen ndm trong cic catxet biéu hién 1an cén (Padidam
vi Cao, BioTechniques 31:328-334, 2001). Su kiém soat két thuc phién ma thich hop
c6 thé ngin ngira hién twong doc xuyén vao trinh tu (vi du, céc catxet biéu hién khac)
nim phia dudi va c6 thé tiép tuc cho phép tai sit dung hiéu qua ARN polymeraza, dé
cai thién sy biéu hién gen. Su két thic hiéu qud phién ma (giai phéng ARN
Polymeraza II khéi ADN) la didu kién tién quyét dé khoi dau lai sy phién ma va nho
d6 tac dong truc tiép dén mtrc phién ma chung. Sau khi két thuc phién ma, mARN
trudng thanh dugc giai phong khdi vi tri tbng hop va van chuyén dén té bao chét. Cac
mARN cia sinh vat c6 nhan dién hinh duoc tich tu dudi dang poly(A) in vivo, diéu
nay lam cho kho phat hién céc vi tri két thic phién ma bang phuong phép thong
thuong. Tuy nhién, kh6 dy doan cac 3' UTR chitc néng va hi¢u qua bang céc phuong

phap tin sinh & chd khong c6 trinh tir bao ton dé d€ dy doan 3' UTR hitu hi¢u.
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Trén quan diém thuc tién, c6 thé ¢6 loi néu 3' UTR dung trong catxet chuyén gen
c6 céc dic tinh nhét dinh. Vi du, 3' UTR hitu dung theo sang ché c6 thé két thic su
phién mé cua gen chuyén mét cach hiru hiéu va hiéu qua va ngén sy doc xuyén cua san
phidm phién ma thanh trinh ty ADN l4n cén bét ky, ma c6 thé bao gbém catxet chuyén
gen khac, nhu trong truong hop nhiéu catxet nim trong cing mdt T-ADN, hoic ADN
ciia nhidm sic thé 1an c4n ma T-ADN duoc chén vio. 3' UTR t6t nhét khong duoc gay
ra su giam hoat tinh phién ma cua trinh tu khdi dAu, trinh tu din, va céc intron duoc
dung dé didu khién su biéu hién cla gen chuyén. Trong cong nghé sinh hoc thuc vét, 3'
UTR thudng ding dé khoi mao phan tGng khuéch dai cia ARN phién ma ngugc chiét
tir thue vét dugc bién nap va c6 thé dugc sit dung dé (1) danh gid hoat tinh phién méa
hodc biéu hién clia catxet chuyén gen khi dugc két hop vao nhiém sic thé thuc vat; (2)
danh gia sb ban sao clia cdc doan chén trong ADN thyc vét; va (3) danh gia 4o tuong
ddng v& alen (zygosity) cua hat thu duoc sau khi nhan gidng. 3' UTR cling c6 thé dugc
dung trong cac phén trmg khuéch dai ADN chiét tir thyc vat dugc bién nap dé xac dinh

dic tinh nguyén ven cua catxet dugc chén vao.

Céc 3' UTR hitu dung dbi v6i sy bidu gen chuyén & thuc vat c6 thé dugc nhan
dang dva trén su biéu hién cta cic dudi trong trinh tu duoc biéu hién (expressed
sequence tag - EST) trong thu vién ADN bd tro tao ra tr ARN thong tin phéan 1ap tir
hat, hoa, hodc mo khac bét ky thu dugc tir, vi du, co cuéng xanh (4Andropogon
gerardii), ¢d chum [Saccharum ravennae (Erianthus ravennae)], cé sdu rém (Setaria
viridis), cé ngd (ho Ngé loai phu mexicana), ké dudi cao (Setaria italica), hodc bo bo
(Coix lacryma-jobi). Bing cach st dung cac phuong phdp ma ngudi co hiéu biét trung
binh v& linh vuc niy di biét, c6 thé tao ra thu vién ADN b trg tir md phén 1ap tir céc
loai thuc vt bang mé hoa, hat, 14, ré, hodc cac md thuc vat khac. Cac ADN bd tro
(cDNA) thu dugc dugc xac dinh trinh ty bing nhiéu phuong phép xac dinh trinh ty da
biét trong linh vuc. Cac EST thu dugc dugc 14p rap thanh cum bang phan mém tin sinh
nhu clc_ref assemble complete phién ban 2.01.37139 (CLC bio USA, Cambridge,
Massachusetts 02142). Lugng san phAm phién ma cua mdi cum dugce x4c dinh bing
cach dém sb 1dn doc ADN bd trg trong mdi cum. Céc 3' UTR dugc nhan dang c6 thé
bao gdm trinh ty thu dugc tir trinh ty ADN bd trg, ciing nhu trinh tu thu dugc tir ADN
hé gen. Trinh tu ADN bd trg c6 thé duge sir dung dé thiét ké cac doan mdi, ma sau d6

¢6 thé dugc sit dung véi thu vién GenomeWalker™ (Clontech Laboratories, Inc,
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Mountain View, CA) x4y dung theo quy trinh cua nha san xuét dé tach dong ving 3'
cua trinh tr ADN hé gen tuong tng dé tao ra trinh tu két thic dai hon. Phép phan tich
lwong san phdm phién ma twong Gng bing cach dém truc tiép hodc dém don gian héa
s6 1an doc trinh tu quan séat dugc d6i véi mdi thu vién mo co6 thé duoc st dung dé tao
ra céc dic tinh v& phd biéu hién. Vi du, mot s6 3' UTR c6 thé dugc phat hién trong san
phim phién mi & md ré nhidu hon so v6i & md 14. Didu nay cho thiy ring san phim
phién ma dugc biéu hién nhidu & ré va dic tinh biéu hién & r& c6 thé do sy dieu hoa
phién ma cuda trinh tyr khéi dAu, trinh tu dan, intron hodc 3" UTR. Thir nghiém trén céc
3' UTR duogc nhan dang bang dic tinh biéu hién trong céc co quan, md hogc loai té bao
cu thé c6 thé nhan dang c4c 3' UTR ma ting cudng su biéu hién trong c4c co quan, md
hoiic loai t& bao cu thé d6. Céc 3' UTR hitu dung trong thye hién sang ché c6 SEQ ID
NO: 10, 11, 12 va 13.

Céc cAu tric va vecto ciing c6 thé bao gbm trinh tw ma héa peptit van chuyén ma
bidu hién peptit lién két hitu dung dé huéng san phim protein, cu thé 1a dén luc lap, vo
séc lap, hoac co quan tir thé hat khac; thé hat soi; thé peroxi; khong bao; hodc vung
ngoai bao. Viéc st dung cic peptit van chuyén lyc lap duge md ta trong Patent My s6
5,188,642 va 5,728,925. Nhiéu protein khu trt trong luc lap dugc biéu hién tir cac gen
nhin dudi dang tién chit va duoc huéng dén luc lap béi peptit van chuyén luc lap
(chloroplast transit peptide - CTP). Vi du v& céc protein luc lap nay bao gbm céc
protein c6 lién quan dén céc tiéu don vi (small subunit - SSU) cua ribuloza-1,5,-
bisphosphat carboxylaza, feredoxin, feredoxin oxidoreductasza, phtrc hop thu sang
protein I va protein II, thioredoxin F, enolpyruvyl shikimat phosphat synthaze
(EPSPS), va céc peptit van chuyén dugc mo ta trong Patent My s6 7,193,133. ba
ching to in vivo va in vitro ring protein khong thudc luc lap c6 thé duoc hudéng dén
luc lap bing thé dung hop protein v6i CTP khac loai va CTP la du dé huéng protein
dén luc lap. Viéc két hop peptit van chuyén luc lap thich hop nhw Arabidopsis thaliana
EPSPS CTP (CTP2) (xem, Klee et al., Mol. Gen. Genet. 210:437-442, 1987) hodc
Petunia hybrida EPSPS CTP (CTP4) (xem, della-Cioppa et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83:6873-6877, 1986) da thé hién 13 huéng dich céc trinh tu protein EPSPS khac
loai dén luc lap & thuc vat chuyén gen (xem, Patent My sb 5,627,061; 5,633,435; va
5,312,910; va EP 0218571; EP 189707; EP 508909; va EP 924299).
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Phan tir polynucleotit phién ma duoc

Nhu duge st dung trong ban md ta, thuét ngit “phén tir polynucleotit phién ma
dugc” chi phan tir ADN c¢6 kha ning dugc phién ma thanh phén tt ARN, bao gbm céc
phan tit ADN c6 trinh ty ma héa protein va tap ra phan tirt ARN co6 trinh tu hitu dung
dé trc ché gen. “Gen chuyén” chi phan ti polynucleotit phién ma dugc khac loai so voi
té bao chu it nhit & vi tri cia n6 trong he gen va/hodc phan tir polynucleotit phién mé
duoc dugc két hop theo céch nhin tao vao hé gen cia té bao chu trong cing thé hé

hoic trong thé hé té bao trude bat ky.

Trinh tw khéi dAu chira trong phan tir ADN theo sang ché duge lign két theo kiéu
hoat dong dugc v6i phan ti polynucleotit phién ma dugc khéc loai so v6i phén ti trinh
tr khoi dAu. Nhu duoc st dung trong ban mo ta, thuat ngit “khac loai” chi t6 hop cla
hai hodc .nhiéu phén tir polynucleotit trong d6 t6 hop nay thuong khong dugc phat hién
trong ty nhién. Vi dy, hai phén tir c6 thé c6 ngudn gbc tir cac loai khac nhau va/hodc
hai phan tir c thé c6 ngudn gbc tir cac gen khac nhau, vi du, cdc gen khéc nhau cua
cung mot loai, hodc cac gen giéng nhau cua céc loai khac nhau. Do d6, trinh tu khdi
dAu 1a khac loai so v6i phan tit polynucleotit phién ma dugc li€n két theo kiéu hoat
dong duoc néu t6 hop nay thudng khong phat hién dugc trong tu nhién, nghia la phan
ttr polynucleotit phién ma dugc khong ty nhién lién két theo kiéu hoat dong dugc trong

t& hop v6i phan tir trinh tu khoi dau.

Phan ti polynucleotit phién ma dugc thuong co thé 1a phan tt ADN bt ky ma
mong mudn biéu hién dugc sdn phdm phién ma ARN d6i v6i n6. Su biéu hién san
pham phién ma ARN c6 thé dan dén su dich ma ciia phan tt mARN thu duoc va do
d6, sy biéu hién protein. Theo cach khac, vi du, phan tir polynucleotit phién ma duoc
c6 thé dugc thiét ké dé vé& co ban 1am giam mirc biéu hién gen hoic protein cu thé.
Didu nay c6 thé thuc hién dugce bang cach st dung phan tir polynucleotit phién mé
duge dugc dinh hudng theo huéng mach dbi nghia. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh vé
linh vuc ndy di quen véi viéc st dung cong ngh¢ mach d6i nghia d6. Tém lai, do phan
tir polynucleotit phién ma dugc d6i nghia dugc phién ma, san phidm ARN lai vé6i va cd
13p phan tr ARN trong té bao. Phan tir ARN kép nay khong thé duogc dich ma thanh
protein theo co ché dich ma cua té bao va bi thoai héa trong té bao. Gen bit ky cé thé

bi didu chinh theo huéng bét lgi theo co ché nay.
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Do d6, phan tr ADN c¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1, 3, 6, va 8, dugc lién két theo
kiéu hoat dong dugc véi phan tir polynucleotit phién ma dugc dé diéu bién su phién
ma cua phén ti polynucleotit phién ma dugc ¢ mic mong muén hodc theo phd mong
mudn khi cdu tric nay dugc két hop vao hé gen cla té bao thuc vat. Phan tir
polynucleotit phién ma dugc bao gdm ving mi héa protein cla gen, va trinh tw khéi
dAu tac dong dén su phién mé cta phan tt ARN ma duge dich ma va biéu hién thanh
san phim protein. Theo céch khéc, phéan tir polynucleotit phién ma dugc c6 thé chitra
viing d6i nghia clia gen, va trinh ty khoi dAu tac dong dén su phién ma cua phén tir
ARN d6i nghia, ARN mach kép hodc phén tir ARN trc ché twong tu dé trc ché sy bidu

hién phén t¢ ARN cu thé cin quan tAm trong té bao chu dich.
Céc gen dugc quan tdm trong nong hoc

Phan tir polynucleotit phién ma dugc chira phén tir ADN theo sang ché c6 thé 1a
cac gen dugc quan tAm trong ndng hoc. Nhur dugc sir dung trong ban md ta, thudt ngit
“gen dugc quan tAm trong ndng hoc™ chi phén tir polynucleotit phién ma dugc ma, khi
duoc biéu hién & mo, té bao, hoidc loai té bao thuc vit cu thé, tao ra dic tinh mong
muén, nhu cic dic tinh ¢6 lién quan dén hinh thi, sinh Iy, sw sinh truéng, phat trién,
ning suét, san phém, dac diém dinh dudng, kha ning khang bénh hodc siu bénh cia
thuc vat cu thé, va/hoic kha ning chéng chiu méi trudng hodc héa hoc cia thuc vat.
Céc gen dugc quan tdm trong noéng hoc bao gdm céc gen md hoa protein hoa loi,
protein khang didu kién bt loi, protein kiém soét su phét trién, protein bi¢t héa md,
protein md phén sinh, protein dép ng v6i mdi truong, protein ldo hoa, protein dap
ung hormon, protein cit (abscission protein), protein ngudn, protein sg¢i, protein kiém
soat su hinh thanh hoa, protein hat, protein khang thudc diét co, protein khang bénh,
enzym sinh tong hop axit béo, enzym sinh tdng hop tocopherol, enzym sinh tbng hqp
axit amin, protein trir siu, hodc cac tdc nhan khdc, nhu phén tir d6i nghia hodc phan tit
ARNi huéng dén gen cu thé dé kim ham. San phim clia gen dugc quan tim trong nong
hoc ¢6 thé hoat dong trong thuc vét dé gay ra anh hudng dén sinh 1y hoic trao dbi chét
cua thuc vat, hodc co thé hoat dong duédi dang tac nhén trir sdu dbi vé&i cac sau bénh an

thuc vat.

Theo mdt phuong an theo sang ché, trinh tu khoi ddu dugc két hop vao chu triic
sao cho trinh tu khéi ddu nay duge lién két theo kiéu hoat dong dugc vo6i phan ti

polynucleotit phién ma dugc ma la gen duge quan tim trong nong hoc. Sy biéu hién
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gen dugc quan tdm trong néng hoc la mong muén dé tao ra tinh trang c6 l¢i vé mit
ndéng hoc. Tinh trang c6 loi vé& mit ndng hoc c6 thé bao gém vi du, kha ning chéng
chiu thudc diét cd, kiém so4t con tring, ning suét cai thién, khang bénh do nim, khang
virut, khang giun tron, khang bénh do vi khuén, sinh truéng va phat trién thuc vat, kha
ning san xuét tinh bot, kha ning san xuéit diu cai thién, kha ning san xuit dau cao,
ham luong axit béo cai thi¢n, kha ndng san cuét protein cao, kha nang lam chin qua,
dinh dudng dong vat va ngudi cai thién, cac polyme sinh hoc, kha nang chiu dugc diéu
kién bt loi tir mdi trudng, céc peptit c6 hoat tinh dugc va cac peptit tiét ra duoc, cac
dic diém ché bién cai thién, kha nang tiéu héa cai thién, kha ning sin xudt enzym,
huong vi, kha néng'cé dinh nito, kha ning san xuét hat lai, kha ning san xuét soi, va
kha nang san xuét nhién liéu sinh hoc, va céc dic didm khac. Vi du vé cac gen dugc
quan tdm trong noéng hoc da biét trong linh vuc nay bao gdm c4c gen chéng chiu dugc
thudc diéc c6 (Patent M§ sb 6,803,501; 6,448,476; 6,248.,876; 6,225,114; 6,107,549;
5,866,775; 5,804,425; 5,633,435; va 5,463,175), tang nang suét (Patent My sb
USRE38.,446; 6,716,474; 6,663,906, 6,476,295; 6,441,277; 6,423,828; 6,399,330;
6,372,211; 6,235,971; 6,222,098; va 5,716,837), phong trlr sdu bénh (Patent MY sd
6,809,078; 6,713,063; 6,686,452; 6,657,046; 6,645,497; 6,642,030; 6,639,054,
6,620,988; 6,593,293; 6,555,655, 6,538,109; 6,537,756; 6,521,442; 6,501,009,
6,468,523; 6,326,351; 6,313,378; 6,284,949; 6,281,016, 6,248,536; 6,242,241;
6,221,649; 6,177,615; 6,156,573; 6,153,814; 6,110,464; 6,093,695; 6,063,756,
6,063,597; 6,023,013; 5,959,091; 5,942,664; 5,942,658, 5,880,275§ 5,763,245; va
5,763,241), khéang bénh tir nidm (Patent My sb 6,653,280; 6,573,361; 6,506,962;
6,316,407; 6,215,048; 5,516,671; 5,773,696; 6,121,436; 6,316,407; va 6,506,962),
khang virut (Patent My s6 6,617,496; 6,608,241; 6,015,940; 6,013,864; 5,850,023; va
5,304,730), khang giun tron (Patent My s6 6,228,992), khang bénh do vi khuén (Patent
M§ sb 5,516,671), sinh truéng va phat trién thyc vat (Patent My sb 6,723,897 va
6,518,488), san xuit tinh bot (Patent My sb 6,538,181; 6,538,179; 6,538,178,
5,750,876; va 6,476,295), kha ning san xuAt diu cai thién (Patent M§ sb 6,444,876;
6,426,447, vi 6,380,462), kha ning san xudt diu cao (Patent My sb 6,495,739;
5,608,149; 6,483,008; va 6,476,295), lam luong axit béo cai thién (Patent MY 5O
6,828,475; 6,822,141; 6,770,465; 6,706,950; 6,660,849; 6,596,538; 6,589,767,
6,537,750; 6,489,461; va 6,459,018), kha ning san xuat protein cao (Patent My sd
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6,380,466), kha ning lam chin qué (Patent My sb 5,512,466), dinh dudng dong vat va
ngudi tang (Patent My sb 6,723,837; 6,653,530; 6,5412,59; 5,985,605; va 6,171,640),
polyme sinh hoc (Patent M§ s6 USRE37,543; 6,228,623; 5,958,745; va 6,946,588), chiu
dugc diéu kién bét loi ciia méi trudng (Patent My s 6,072,103), peptit ¢6 hoat tinh
duoc hoc va peptit tiét ra d&qc (Patent My sb 6,812,379; 6,774,283; 6,140,075; va
6,080,560), cc dic didm ché bién cai thién (Patent M¥ s6 6,476,295), kha néng tiéu hoa
cai thién (Patent My s6 6,531,648) ham luong rafinoza thdp (Patent My sé 6,166,292),
san xuét enzym cong nghiép (Patent My s 5,543,576), huong vi cai thién (Patent My sb
6,011,199), cb dinh nito (Patent My sb 5,229,114), san xuét hat lai (Patent My sé
5,689,041), san xut soi (Patent My s6 6,576,818; 6,271,443; 5,981,834; va 5,869,720)
va san xuét nhiéu liéu sinh hoc (Patent M¥ s 5,998,700).

Theo cach khic, gen dugc quan tdm trong nong hoc co thé tac dong dén cac dic
tinh hodc kiéu hinh trén ddy cua thuc vt bing cach ma héa phan tir ARN gdy ra céc
c4i bién dich trong biéu hién gen ctia gen ndi sinh, vi du thong qua trinh tu d6i nghia
(xem vi du, Patent My sb 5,107,065); ARN irc ché (“ARNi,” bao gdm viéc cai bién
biéu hién gen qua co ché trung gian béi tifu ARN (miRNA), ARN ngén can thiép
(Small interfering RNA - siRNA), tiéu ARN can thiép diéu hoa trans (trans-acting
siRNA), vd ARN ngén theo giai doan (phased sSRNA), vi du, nhur dugc md ta trong céc
don sang ché US 2006/0200878 va US 2008/0066206, va US 2009/0070898); hodc co
ché dbng e ché (cosuppression-mediated mechanisms). ARN ciing c6 thé 1a phan tir
ARN xuc tac (vi du, ribozym hodc riboswitch; xem vi dy, US 2006/0200878) dugc
thao téc di truyén dé phan cét san phdm mARN noi sinh mong mubn. Do d6, phan tir
polynucleotit phién ma dugc b4t ky ma héa phan tr ARN dugc phién m3 ma c6 tc
dong dén su thay dbi kiéu hinh hoic hinh thai duoc quan tdm trong ndng hoc dang
quan tdm c6 thé hiru dung dé thyc hién sang ché. Cac phuwong phap da biét trong linh
vuc ndy dé xdy dung va dua céc cAu tric vao t& bao theo cach sao cho phén tir
polynucleotit phién ma dugc duwoc phién ma thanh phan tir c6 kha ning gy ra sy kim
ham gen. Vi dy, sy kim hdm gen sau khi phién mi bing cach sir dung ciu triic véi
phén t polynucleotit phién méd dugc dinh huéng d6i nghia @& diéu hoa sy biéu hién
gen trong té bao thuc vat duoc boc 10 trong Patent My sb6 5,107,065 va 5,759,829, va
sy kim hidm gen sau khi phién ma bang cach st dung cdu tric véi phan ti

polynucleotit phién ma dugc dugc dinh huéng c6 nghia dé diéu hoa sy biéu hién gen &
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thyc vat dugc boc 10 trong Patent MY s6 5,283,184 va 5,231,020. Su biéu hién
polynucleotit phién ma dugc trong té bao thuc vat ciing c6 thé duge ding dé kim ham
siu bénh ¢ thuyc vat ma an té bao thuc vét, vi du, cac thanh phén phan 18p dugc tlr sdu
bénh canh cling (Céng bd don My sé US20070124836) va céc thanh phan phéan 14p
dugc tir sdu bénh loai ho giun tron (Céng bd don My s6 US20070250947). Sau bénh &
thuc vat bao gém, nhung khong chi gigi han ¢ sdu bénh ho chén ddt, sau bénh ho giun
tron, va ndm hoic vi khuén. Phén tir polynucleotit phién ma dugc 1am vi du dé két hop
vao céc cAu tric theo sang ché bao gbm, vi du, cc phan tt ADN hodc gen tir cac loai
khong phai loai hodc gén dich ma c6 ngudn gdc hodc c6 trong cung loai, ma dugc két
hop vao té bao nhan bing cac phuong phép thao tac di truyén chit khong phai bing céac
k¥ thuét sinh san hodc giy gibng cb dién. Loai phan tr polynucleotit c6 thé bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, phén tir polynucleotit ma da co trong té bao thuc vat,
phan tir polynucleotit tir thuc vat khac, phan tir polynucleotit tir sinh vat khéc, hodc
phan tir polynucleotit ngoai sinh, nhur phén tir polynucleotit chira thong tin dbi nghia
cia gen, hodc phén tir polynucleotit md héa phién ban nhén tao, tbng hop, hodc cai

bién khac cta gen chuyén.
DA4u chuén chon loc

Nhu dugc st dung trong ban mo ta thuat ngi “ddu chuidn” chi phan tir
polynucleotit phién mad dugc ma sy biéu hién ciia no, hoic thiéu né, c6 thé dugc sang
loc hodc tinh diém theo mot s6 phuong phdp. Céac gen d4u chuin dé ding trong theo
sang ché bao gbébm phan tir polynucleotit phién mad dwoc md hoa B-glucuronidaza
(GUS, dugc md ta trong Patent My s 5,599,670), protein huynh quang xanh luc va
cac bién thé ciia n6 (Green Fluorescent Protein - GFP, dugc md ta trong Patent My sd
5,491,084 va 6,146,826), cic protein ma tao ra kha ning khang khang sinh, hodc
protein tao ra kha ning chéng chiu thudc diét c6. Cac dAu chuén khéng khang sinh hiru
dung bao gbm cac diu chuin m3 héa protein tao ra khr ning khang kanamyxin (nptll),
hygromyxin B (aph IV), streptomyxin hodc spectinomyxin (aad, spec/strep) va
gentamyxin (aac3 va aacC4), da biét rd trong linh vuc ndy. Céc thubc diét cé ma thye
vat chuyén gen da chiing t6 12 chdng chiu duge c6 thé bao gdm: céc thudc diét c6 axit
amino-metyl-phosphonic,  glyphosat,  glufosinat,  sulfonylure, imidazolinon,
bromoxynil, dalapon, dicamba, Xyclohexanedion, cac chét e ché protoporphyrinogen

oxidaza, va isoxasflutol. Phan tir polynucleotit phién md dugc ma héa protein cé kha
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nang chdng chiu thudc diét cd 1a da biét trong linh vuc ndy, va c6 thé bao gdm phan tir
polynucleotit phién md dugc mad héa S5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat synthaza
(EPSPS dé chéng chiu glyphosat, dugc mé ta trong Patent My s6 5,627,061;
5,633,435; 6,040,497; va 5,094,945); phén tir polynucleotit phién m& dugc ma hoéa
glyphosat oxidoreductaza va glyphosat-N-axetyl transferaza (GOX, dugc mo ta trong
Patent My sb 5,463,175; GAT, dugc md ta trong don My s6 20030083480; va
dicamba monooxygenaza, dugc mo ta trong ddn My sb6 20030135879); phén tir
polynucleotit phién md dugc md hoéa bromoxynil nitrilaza (Bxn dé chbéng chiu
Bromoxynil, dugc mo ta trong Patent My s6 4,810,648); phan tit polynucleotit phién
mi duoc ma hoa phytoen desaturaza (crtl) dugc md ta trong Misawa, et al. (Plant
Journal 4:833-840, 1993; va Plant Jownal 6:481-489, 1994) @& chéng chiu
norflurazon; phén tir polynucleotit phién ma dugc ma hoa axetohydroxyaxit synthaza
(AHAS, aka ALS) dugc md ta trong Sathasiivan, et al. (Nucl. Acids Res. 18:2188-
2193, 1990) dé chéng chiu cac thudc diét co sulfonylure; va gen bar dugc md ta trong
DeBlock, et al. (EMBO Journal 6:2513-2519, 1987) dé chéng chiu glufosinat va
bialaphos. Cé4c phan tir trinh ty khéi diu chira trong phén tir ADN theo sang ché c6 the
biéu hién phan t& polynucleotit phién mi dugc dugc lién két ma mi hda
phosphinothrixin axetyltransferaza, EPSPS khdng glyphosat, amiﬁoglycosid
phosphotransferaza,  hydroxyphenyl  pyruvat  dehydrogenaza, hygromyxin
phosphotransferaza, neomyxin phosphotransferaza, dalapon dehalogenaza, nitrilaza
khang bromoxynil, antranilat synthaza, aryloxyalkanoat dioxygenaza, axetyl CoA

carboxylaza, glyphosat oxidoreductaza, va glyphosat-N-axetyl transferaza.

Thuat ngit “ddu chuén chon loc dugc” ciing bao gém cac gen ma hoa dAu chuén
tiét ra duge ma sy tiét ra cia chiing ¢6 thé duogc phat hién duéi dang phuong tién dé
nhan dang hodc chon loc céc té bao dugc bién nap. Vi du vé cac diu chudn mi hoa
khang nguyén tiét ra duge ma c6 thé dugc nhan dang bing tuong tic véi khang thé,
ho#c ngay ca cic enzym tiét ra dugc ma c6 thé dugc phét hién theo cach xic tac. Cac
protein d4u chuén tiét ra dugc duoc tiét ra duge chia thanh mot s6 nhém, bao gém céc
protein nho khuéch tan dugc ma phat hién duoc, (vi dy, bang phuong phap ELISA),
enzym nhé hoat dong ma phat hién dugc trong dung dich ngoai bao (vi du, alpha-
amylaza, beta-lactamaza, phosphinothrixin transferaza), hodc cic protein ma dugc

chén hoic biy trong thanh té bao (nhu céac protein bao gbm trinh ty dan nhu céc
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protein dugc phat hién trong don vi biéu hién kéo dai ho#c protein c6 lién quan dén su
gdy bénh & cay thudc 14, con goi 12 PR-S thubc 14). Céc gen déu chuén chon loc dugc

Khéc c6 thé diung da duge ngudi c6 hidu biét trung binh v& linh virc nay biét.
Bién nap té bao

Thuét ngir “bién nap” chi viéc dua axit nucleic vao vét chu nhén. Nhu duoc st
dung trong ban md ta, thuft ngir “vat chi” chi vi khuén, ndm, hodc thuc vat, bao gf‘)m
té bao, mo, co quan, hodc thé hé con chau bét ky cda vi khudn, ndm, hoic thuc vat.
Chiéng han, té bao chu theo séng ché co thé 14 té bao hodc sinh vat bét ky, nhu té bao
thue vat, té bao to, tao, t& bao ndm, nim, t& bao vi khuén, hoic té bao con trung. V4t
chi va té bao duge bién nap c6 thé bao gém té bao tir; thuc vat, Aspergillus, ndm men,
con trung, vi khudn va tao. Cac md va té bao thuc vat dic biét dugc quan tdm bao gff)m

hat nguyén sinh, méu, ré, cu, hat, than, 14, cAy giong, phoi, va phan hoa.

Nhu duogc str dung trong ban mo ta, thuat ngir “dugc bién nap” chi té bao, mo, co
quan, hoic sinh vat ma phén tir polynucleotit la, nhu c4u trac, dugc dua vao d6. Phén
tr polynucleotit dugc dua vao c6 thé dugc két hgp vao ADN hé¢ gen cia té bao, md, co
quan, hodc sinh vét nhén sao cho phén tu polynucleotit dugc dua vao nay duoc di
truyén boi thé hé con chiu tiép theo. Té bao hoic sinh vat “chuyén gen” hodc “dugc
bién nap” ciing bao gbm thé hé con chéu cua té bao hoic sinh vat va thé hé con chau
duoc tao ra tir chuong trinh nhan gidng c6 st dung sinh vét chuyén gen nay 1am b6 me
trong phép lai va biéu hién kiéu hinh thay ddi thu dugc tir sy c6 mdt cla phén tir
polynucleotit la nay. Thuét ngit “chuyén gen” chi vi khuén, ndm, hodc thuc vat chira

mot hodc nhiéu phén tir axit polynucleic khéc loai.

C6 nhiéu phwong phap dé dua phan t&r axit polynucleic vao t€ bao thuc vét.
Phuong phép c6 thé thudng bao gdm céc bude chon té bao chu thich hop, bién nap té
bao chi bang vecto tai td hop, va thu té bao chu dugc bién nap. Cac phuong phép
thich hop bao gbm nhiém vi khuan (vi du, Agrobacterium), vecto nhiém séc thé nhan
tao nhi thé ciia vi khudn, phan phdi ADN truc tiép (vi dy, phuong phép bién nap béng
PEG, phuong phap hép thu ADN qua lam kho/trc ché (desiccation/inhibition-mediated
DNA uptake), dién chuyén, khudy véi soi cacbua silic, va gia tdc cac hat phu ADN.
(duogc diém trong Potrykus, et al., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42: 205,
1991).
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K3 thuat dua phan tir ADN vao t& bao da dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh ve
linh vuc nay biét r5. Cac phuong phép va vit ligu d8 bién nap té bao thyc vat bang
cach dua cAu tric ADN thuc vat vao hé gen thuc vat cb thé bao gém phudng phap bét
k da biét rd va da duoc ching minh. Phuong phap bién nap bét ky c6 thé dugc ding
dé bién nap té bao chu bang mdt hoic nhiéu phan tir ADN theo sang ché.

Thuc vat chuyén gen duogc téi tao co thé tu thu phén dé tao ra thuc vat chuyén
gen ddng hop tit. Theo cach khac, phén hoa thu dugc tir thuc vat chuyén gen duoc téi
tao c6 thé dugc lai véi thyc vt khong chuyén gen, tdt hon 13 dong lai cing dong cla
cac loai dugc quan tam trong ndng hoc. Cac phuong phap gay gidng thuong dung dé
tao ra cac dac tinh va cay tréng khac nhau dugc md ta trong cac tai li¢u tham khao sau,
xem, vi du, Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA,
Davis, CA, 50-98, 1960; Simmonds, Principles of crop improvement, Longman, Inc.,
NY, 369-399, 1979; Sneep and Hendriksen, Plant breeding perspectives, Wageningen
(ed), Center for Agricultural Publishing and Documentation, 1979; Fehr, Soybeans:
Improvement, Production and Uses, 2nd Edition, Monograph, 16:249, 1987; Fehr,
Principles of variety development, Theory and Technique, (Vol. 1) va Crop Species
Soybean (Vol. 2), Iowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376, 1987. Tréi lai,
phén hoa tir thyc vat khong chuyén gen c6 thé dugc st dung dé thu phén cho thyc vt

chuyén gen dugc tai tao.

Thuc vat dugc bién nap c6 thé dugc phan tich vé su ¢6 mit clia gen cin quan tim
va mirc do biéu hién vd/hodc profin tao ra bdi yéu td diéu hoa dugc md ta ¢ day.
Ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vye da biét dén nhiéu phuong phap phan tich
thuc vat bién nap. Vi du, cac phuong phép phén tich thuc vat bao gém phép thdm tach
Southern hodc Northern, cac k¥ thuat dua trén PCR, phén tich héa sinh, phuong phap
sang loc kiéu hinh, danh gia dE“)ng rudng, va thir nghi¢ém chin doan mién dich. Mirc dd
biéu hién cta phén tir polynucleotit phién ma dugc co thé duge xac dinh bing thubc
thir TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) va phuong phap theo hudng dan
ctia nha san xuit va thoi gian cho chu ky PCR dugc xdc dinh bang phuong tién
TagMan® Testing Matrix. Theo céach khac, thudc thtr Invader® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) va phuong phép theo hudng dan ciia nha san xuét c6 thé

duoc st dung dé danh gid murc biéu hién cia gen chuyén.
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Hat thuc v4t theo sang ché c6 thé thu hoach tir thuc vét chuyén gen t6t giéng va
ding dé tréng cac thé hé con cua thuc vt duoc bién nap theo sang ché, bao gbm cac
dong thuc vat lai chira chu tric theo sang ché va biéu hién gen dugc quan tdm trong

ndng hoc.

Sang ché cling @& xuat bo phén cia thuc vét theo sing che. B phén cia thuc vét
bao gom, nhung khong chi giéi han 6, 14, than, ré, cl, hat, ndi nhil, nodn, va phan hoa.
Séang ché ciing bao gdm va dé xuat t& bao thuc vét bién nap chira phén tir axit nucleic

theo sang ché.

Thuc vat chuyén gen c6 thé truyén phén tir polynucleotit chuyén gen cho hé hé
con ctia n6. Thé hé con bao gém bd phan hodc hat cua thyc vat duoc tai tao bét ky
chira gen chuyén thu dugc tir thyc vét gbe. Tét hon néu thyuc vét chuyén gen 1a ddng
hop tir vé phan tir polynucleotit dwgc bién nap va truyén trinh ty 6 cho moi thé hé con
thu dugc tir sinh san gidi tinh. Thé hé con c6 thé duoc tréng tir hat dugc tao ra béi thuc
vét chuyén gen. Thyc vat bd sung nay sau d6 c6 thé ty thy phan dé tao ra dong nhan
giéng thuc su cua thuc vét. Thé hé con tir cac thuc vat nay dugce danh gia v& muc bidu
hién gen trong sb cac dic tinh khac. Mirc bidu hién gen c6 thé x4c dinh bing mot sb
phuong phéap thong thuong nhu phép thAm tach western, thim tach northern, két tha
mién dich, va ELISA.

Séang ché s& dugc hiéu r6 hon thong qua viéc tham chiéu dén céc vi du sau day,
ma chi nhim muc dich minh hoa. Ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc nay can
hiéu r%mg cac k¥ thuat dugce boc 10 trong ph'?m vi du sau 1a cac k¥ thudt do céc tac gia
sang ché tim ra dé phét huy chitc ning t6t trong viéc thuc hién séng ché. Cac vi du
khong ndm trong pham vi yéu cAu bao hd chi nhdm muc dich minh hoa.

Vi du thye hién sang ché

Vidul

Céc yéu tb didu hoa phan 1ap tir cdy ngé va nhém yéu td biéu hién diéu hoa phién ma
twong Ung

Céc yéu t§ didu hoa dugc phan 1ap tir cdy ngd, va trinh tu ciia nhém yéu t6 biéu
hién diéu hoa phién ma (EXP) bao gdm céc yéu tb diéu hoa ciia ciy ngd da dugc xay

dung.
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Viéc trdng hat ngd sém vao d4u thang 4 & mién Nam nuéc My dat ra cac nguy co
bét loi tiém tang dbi v6i hat ngd. Vi du, didu kién lanh va 4m kéo dai c6 thé ngin sy
nay mam va phat tridn cay gibng tdi wu. Qua viéc xac dinh profin phién ma va xac
dinh dic tinh sau d6, d4 nhin dang dugc mot s6 gen tiém ning ma thé hién phé biéu
hién hitu dung d& phat trién hat va nay mam. Trinh tw khoi ddu va trinh ty dan tir gen
tiém nang, sau day goi la P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID NO:2) va L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ
ID NO:4), 14n lugt dugc khuéch dai, tir ADN hé gen cua cdy ngd, va tach dong va xdc
dinh trinh tu.

Céac doan mbi khuéch dai duoc thiét k& dua trén cac trinh tu ctia hé gen thudc s&
hitu va cong khai va trinh ty EST, ma sau d6 dugc dung véi thu vién
GenomeWalkerTM (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View, CA) dugc tao ra theo
quy trinh cia nha san xuit dé tach dong dau 5' ctia trinh ty ADN hé gen twong ung.
Bing céach st dung trinh ty ndy, cac yéu td diéu hoa dugc nhan dang bang tin sinh
trong vung 5' cia gen. Bing cac kétl qua cua phép phan tich nay, céc yéu té diéu hoa
duoc xac dinh tfong doan trinh ty phia trén diu 5' cua trinh tu gen ma héa. Sau dé, céc
doan mdi dugc thiét ké dé khuéch dai yéu t6 didu hoa. Phan tr ADN tuong Gng véi
mbi yéu t didu hoa duoc khuéch dai bing céc diéu kién PCR chuén bing cic doan
mdi chira cac vi tri enzym gidi han riéng va ADN hé gen phén 1ap tlr cay ng6. Trinh tur
duoc tach dong bao gdm trinh tu khéi ddu va trinh tu phia trén dau 5' UTR cta ving
ma héa protein ctia gen ciy ngd. Poan ADN thu dugc dugc ghép vao vecto biéu hién

thuc vat co ban bing phuong phap tac dong ADN chuén va duoc x4c dinh trinh ty.

Trinh tur ciia nhém yéu 8 biéu hién didu hoa phién ma (“EXP™) dugc nhén dang dé
xuét trong ban mé ta 12 SEQ ID NO: 1, 6, va 8, nhu ligt ké trong Bang 1 dudi day. Trinh
tir khéi dhu duge dé xuét trong ban md ta 1a SEQ ID NO: 2. Trinh ty dén dugc dé xuét
trong ban md t 1a SEQ ID NO: 4. Céc trinh ty intron duoc d& xuét trong ban md ta Ia
SEQ ID NO: 5,7, va 9.
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Bang 1. Nhom yéu té biéu hién didu hoa phién ma (“EXP”), trinh ty khéi dau, trinh ty

dan, va intron phan 1ap tir loai co.

. vs SEQID Mo ta va/hoic yéu to dieu hoa ciaa
Chi thich N%: EXP litn két theo hwéng 5' dén 3'
EXP: P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID NO:2);
EXP-Zm.Nact+Zm.DnaK:1:1 1 L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ ID NO:4); I-
Zm.DnaK-1:1:1 (SEQ ID NO:5)
P-Zm Nac-1:1:2 2 Trinh tu khéi dAu
PZmNae- L2 L-Zm.Nac- 3 | Trinh tw khéi dAu + Trinh tu ddn
L-ZmNac-1:1:1 4 Trinh tu dan
I-Zm.DnaK-1:1:1 5 Intron
EXP: P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID NO:2);
EXP-Zm.Nact+Os.FBA:1:1 6 L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ ID NO:4); I-
Os.FBA-1-1:1:1 (SEQ ID NO:7)
I-Os.FBA-1-1:1:1 7 Intron
EXP: P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID NO:2);
EXP-Zm.Nac+Os.Cab-1:1:1 8 L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ ID NO:4); I-
Os.Cab-1-1:1:1 (SEQ ID NO:9)
I-Os.Cab-1-1:1:1 9 Intron

Nhu duoc thé hién trong Bang 1, vi dy, nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma
(EXP) goi 14 EXP-Zm.Nac+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:1), v6i cac thanh phéan phan
lap tir cdy ngd, bao gdbm yéu t6 trinh ty khéi dau, P-ZmNac-1:1:2 (SEQ ID NO:3),
lién két theo kidu hoat dong dugc ddu 5' vi yéu 6 trinh ty dan, L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ
ID NO:4), lién két theo kiéu hoat dong dugc dau 5' véi yéu td intron, I-Zm.DnaK-1:1:1
(SEQ ID NO:5). Cac EXP khac dugc lign két tuong tw, nhu thé hién trén Bang 1.

Vidu2

Phan tich EXP-Zm.Nac+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:1) diéu khién GUS & c4y ngd
chuyén gen F1

Cay ngd dugc bién nap bang vecto biéu hién thuc vat pMON73501, chira nhém
yéu t& bidu hién didu hoa phién ma, EXP-Zm Nac+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:1) diéu
khién su biéu hién gen chuyén B-glucuronidaza (GUS), va thyc vét thu dugc dugc
phén tich v& mirc biéu hién protein GUS.

Trinh ty EXP dugc tach dong vao cAu tric plasmit bién nap nhi thé bing phuong

phép da biét trong linh vuc nay. Chu tric plasmit biéu hién thuc vat thu dugc,
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pMON73501, chira viing b phai tir 4. tumefaciens, gen catxet chuyén gen thit nhét dé
kidm tra nhém yéu té biéu hién didu hoa phién ma EXP-Zm Nac+Zm.DnaK:1:1 (SEQ
ID NO:1) lién két theo kiéu hoat dong duoc véi trinh ty ma hoa B-glucuronidaza
(GUS, SEQ ID NO:14), lién két theo kiéu hoat dong dugc dau 5' véi ving 3' UTR T-
AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID NO:10); catxet chuyén gen chon loc thir hai dé chon loc té
bao thuc vit dugc bién nap ma tao ra kha ning chéng chiu thudc diét cé glyphosat
didu khién boi trinh ty khéi dhu CaMV 35S, EXP-CaMV.35S:1:1 (SEQ ID NO:15), va

vung bo trai tit A. tumefaciens. Plasmit thu dugc dugc dung dé bién nap cay ngd.

Cay ngd dugc bién nap bing vecto biéu hién GUS, pMON73501. Thé bién nap
thé hé Ro, dugc chon bﬁng cac doan chén mot ban sao dugc lai v6i cdy LH244 khong
bién nap dé tao ra quén thé bién nap F1. Mirc biéu hién GUS duogc xac dinh trong céac
md duogc chon theo tién trinh phat trién. Cac md F1 dugc dung trong nghién ciru nay
bao gém: phoi hat 4m, ndi nhii hat 4m, ré, va bao 14 mam sau khi nay mam (DAG) 3
ngay; 14 va ré & giai doan V3; 18 va 14 truéng thanh & giai doan V7; 1€, 14 truong thanh
va 14 gia, 161, ru, dét, bao phén, va phin hoa & giai doan VT (giai doan bé cd, trude
khi sinh san); nhan hat (phin bén trong vé hat - kernel) 7 ngay sau khi thu phén (DAP)
va; phoi va ndi nhii 21 va 35 DAP. Cac mau mo duge chon ciling dugce phén tich ¢ cac
thuc vt F1 phoi nhi®m véi cac didu kién khd han va lanh bat lgi. M6 r& va 14 V3 duoc
14y mAu sau khi phoi nhiém diéu kién lanh va khd han, cling nhu hai ngay sau khi phuc

hdi sau phoi nhim lanh (2 DAR).

Didu kién kho han bét loi dugc tao ra dbi véi F1, thuc vat V3 bang céch nging
tu6i nude trong 4 ngay dé ham lugng nuée giam it nhét 50% lugng nude ban dau cla
cdy dugc tudi diy da. Quy trinh khd han bao gdm chi yéu cac buéce sau. Thyc vat &
giai doan V3 dugc nging tudi. Khi cdy ngd bi khd han, hinh dang 14 thay dbi tir khoe
manh binh thudng va trai rong thanh 14 nhan lai & b6 mach gan gitta va ¢6 hinh dang
chit V khi quan sat tu d4u 14 dén cubng 14. Su thay d6i hinh thai ndy thudng bét dau
xay ra khoang 2 ngay sau khi ngimng tuéi va da cho thdy trong nhitng thir nghiém trudc
d6 12 ¢6 lién quan dén sy mét nu6e khoang 50% xac dinh bang trong lugng chiu trudce
khi ngimg tudi va trong lugng chiu khi quan sat duoc hinh thai cong cua la ¢ cay
khong dugc tudi. Thuc vat duge xem l1a dang trong diéu kién kho han néu 14 bj héo véi
bing chiing 13 hinh dang cong vao (hinh chit V) cia 14. Mitc d bat lgi nhu vy duge
xem 13 dang bét lgi khong gy chét. Khi mdi cay thé hién 1a bi khé han nhu x4c dinh
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trén day, cdy duoc hiy dé thu ca mAu ré va 1a. 4 cdy duge dung d6i véi mdi vecto va

céc s6 do GUS thu dugce nhu md ta dudi day.

Ngoai kho han, sy nay mam thanh cay giéng F1 va thuc vat dugce bién nap F1 &
giai doan V3 bing pMON73501 ciing duge phoi nhiém véi didu kién lanh dé x4c dinh
xem yéu t§ didu hoa c6 thé hién khan nang biéu hién cAm Gng boi diéu kién lanh cla.
GUS. 60 hat thu dugc tir 10 su kién bién nap, mdi su kién 6 hat, dugc thir nghiém vé
kha ndng cam Ung sy biéu hién gen trong diéu kién lanh. Cac hat dugc cho nay mam
trong dia Petri trén gidy loc thAm dy nuéc. Ba ngay sau khi nay mam, cdy gidng con
dugc phoi nhiém trong didu kién bt lgi lanh bing cach dit dia Petri chtra cay gidng
nay mam trong budng sinh truéng t8i & nhiét d6 10°C trong 24 gid. Cubi khoang thoi
gian 24 git, mo r& va md bao 14 madm dugc 14y mAu dé dinh lugng sy biéu hign GUS
nhu md ta dudi diy. Toan by cdy dugc thir nghiém vé kha ning cam ung biéu hién
GUS trong didu kién bét loi lanh & giai doan V3. 20 cdy ngd & giai doan V3, gbm 2
cdy tir mdi su kién trong s 10 sy kién bién nap, dugc cho phoi nhiém véi nhiét do
12°C trong budng sinh trudng trong 24 gid. Cay trong budng sinh trudng dugc trdng
trong ludng 4nh sang tring 800 pmol/m2-s v6i chu ky sang 1a 10 gi® 4nh sdng tréng va
14 gi®y t6i. Sau khi phoi nhim, mé 14 va mé r& dugc thu mau dé biéu hién GUS dinh

lugng.

Phép phén tich md héa hoc GUS dugc dung dé phan tich su biéu hién dinh tinh
ctia thue vat dugc bién nap. Toan bd cac doan md duge U trong dung dich nhudm GUS
X-Gluc (5-bromo-4-clo-3-indolyl-b-glucuronit) (1 mg/ml) trong khoang thoi gian du
dai, rira, va kiém tra su bit mau xanh b%mg mét thuong. Hoat tinh GUS dugc xac dinh
dinh tinh bang cach kiém tra truc tiép bang mét hoic kidm tra bing kinh hién vi st

dung céac co quan va md chon loc.

Pé phan tich dinh lugng, protein tdng sb dugc chiét tir md chon loc cua cdy ngd
da bién nap. 1 microgam protein tbng sb dugc ding véi co chét tao huynh quang 4-
metyleumbelliferyl-B-D-glucuronit (MUG) trong tdng thé tich phan ung 50 ul. Cudng
d6 huynh quang dugc do véi budc song kich thich 365 nm, buéc séng phat xa & 445
nm, bing Fluoromax-3 (Horiba; Kyoto, Japan) véi bd doc Micromax Reader, v4i khe

duogc thiét 1ap khi kich thich 12 2 nm va khi phat xa 12 3nm.
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Bang 2 dudi day thé hién gia tri trung binh cia muge biéu hién GUS trong céc
md chon loc & thuc vat F1 duoc bién nap pMON73501.

Bang 2. Tri s6 biéu hién GUS trung binh cia cdc md chon loc va xir Iy cdy ngd dugc
bién nap thé hé F1, bién nap bing pMON73501.

. Sai §6
Pieu kién chuan
Giai doan Co quan cam irng | Trung binh (SE)
Hat ngdm Phoi 1730,43 260,50
Hat ngam Noi nhil 535,57 109,12
3 DAG RE 290,78 65,98
3 DAG RE Lanh 250,15 46,41
V3 RE 295,14 74,69
V3 RE Lanh 472,15 115,41
N Lanh 2
V3 RE DAR 104,04 25,67
V3 RE Kho han 384,97 66,98
\%i RE 125,12 24,65
VT RE 57,80 13,56
3 DAG Bao 14 mdm 205,49 34,89
3 DAG Bao 14 midm Lanh 249,79 37,83
V3 L& 66,34 18,55
V3 La Lanh 290,51 89,09
Lanh 2
V3 La DAR 417,18 85,36
V3 La Kho han 120,23 35,30
L4 —truéng
V7 thanh 45,60 10,66
VT L4 - trudng thanh 57,30 14,15
VT L4 - gia 195,07 59,39
VT Ldi 275,58 53,56
VT Rau 39,95 11,46
VT Pt 155,98 51,01
VT Bao phin 474,59 100,53
VT Phén hoa 35,06 24,11
21 DAP Phoi 622,61 65,11
35 DAP Phoi 1140,81 135,70
7 DAP Nhan hat 350,35 20,28
21 DAP Noi nhii 684,27 64,73
35 DAP Noi nhil 738,38 96,71

-36-



27225

Nhu duoc thé hién trong Bang 2, mot dic diém ndi bat v& mtrc biéu hién do trinh
tw EXP, EXP-Zm.Nac+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:1), bao gbm trinh ty khéi dau va
trinh ty ddn P-Zm.Nac-1:1:2 (SEQ ID NO:2) va L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ ID NO:3) diéu
khién 13 quan sat dugc mirc biéu hién cao & cdc md phdi hat 4m va md ndi nhil so véi
cdc md khac dugc 14y miu. Muc biéu hién cao ¢6 thé 1a wu diém d6i voi sy ndy mam
ctia hat biéu hién gen chuyén hitu dung dé tao ra sy bao vé chéng lai didu kién lanh va
4m bAt loi. Mirc biéu hién & phoi va ndi nhii cling cao hon so véi cdc mo khac trong
giai doan phat triém sém cta hat (21 va 35 DAP). Phé biéu hién nay ciing c6 thé c6 loi
dé tao diéu kién nay mam va sinh trudng hat thu dugc. Vi du, protein hodc san phém
thu duoc tir sy biéu hién gen chuyén lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh tu
khoi diu Nac va trinh tu din cta cdy ngd dugc biéu hién & cac giai doan sém cua qua
trinh phét trién hat c6 thé din dén su tich tu protein hodc san phém thu dugc d6 trong
qua trinh phat trién hat cAn bao quan dé ding nhanh khi nay mam trong diéu kién lanh
hoic Am. Su biéu hién khi niy mim c6 thé tao ra cac vu diém khéc cho hat didu khién
cac gen chuyén mong mudn bang cach cho phép biéu hién thém protein hodc san phim
thu duoc & thoi didm t6i han trong didu kién lanh va dm bt loi. Quan sat dugc anh

hudng nhe cia didu kién lanh d6i véi 14 va ré V3 trong thir nghiém nay.
Vidu3
Phan tich cac yéu t6 diéu hoa didu khién GUS & cdy ngd chuyén gen RO

Cay ngo duogc bién nap b%mg vecto biéu hién thuc vat chira trinh ty EXP didu
khién su biéu hién gen chuyén B-glucuronidaza (GUS), va thuc vat thu dugc duoc
phén tich v& mrc biéu hién protein GUS. Nhom yéu tb biéu hién diéu hoa phién ma
duoc tach dong vao cdu triic plasmit bién nap nhi thé bing cac phuong phap da biét

trong linh vuec.

Chu troc plasmit biéu hién & thyc vat thu dugc chira ving by phai tir 4.
tumefaciens, catxet chuyén gen déu tién 8 kiém tra trinh tw EXP va td hop 3' UTR
bao gdm trinh ty EXP (duoc thé hién trong Bang 3), lién két theo kiéu hoat dong duoc
véi trinh tw ma héa B-glucuronidaza (GUS, SEQ ID NO:14), lién két theo kiéu hoat
dong duoc dau 5' voi ving tan cung 3' (dugc thé hién trong Bang 3); catxet chon loc gen
chuyén thir hai dugc dung dé chon té bao thuc vat da bién nap ma tao ra kha ning chéng

chiu thubc diét ¢o glyphosat (CP4, US RE39247, diéu khién bi trinh ty khéi ddu Actin
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1 ctia lta, EXP-Os.Actl:1:1, SEQ ID NO:16), va viing bé trai tir A. tumefaciens. Plasmit
thu dugc dugc ding dé bién nap cdy ngd. Bang 3 liét k& tén cac plasmit, nhém yéu t6
biéu hién diéu hoa phién ma, ma cling dugc md ta trong Bang 1, va cac 3' UTR duogc dat
trong lién két theo kiéu hoat dong dugc véi trinh ty ma héa GUS. M3i chu triic plasmit
bao gdm mdt cAu hinh catxet chuyén gen riéng gdm céc intron dc hiéu va 3" UTR dit
trong lién két theo kidu hoat dong dugc véi trinh tw khéi dau va trinh ty din P-Zm Nac-
1:1:2 (SEQ ID NO:3) va L-Zm.Nac-1:1:1 (SEQ ID NO:4).

Bang 3. Céc cAu triic plasmit GUS va nhém yéu td biéu hién diéu hoa phién mi va 3’

UTR tuong Ung.
] o SEQ SEQ
Ciu tric Nhém yéu to biéu hign | ID ID
plasmit di€u hoa phién ma NO: 3'UTR NO:
EXP-
pMON122713 | Zm.Nac+Os.FBA:1:1 6 | T-Os.Mth-1:1:1 12
EXP- T-0s.CLUS33428 1-
pMON122715 | Zm.Nac+Os.FBA:1:1 6 |1:1:1 11
EXP-Zm.Nac+Os.Cab-
pMON127422 | 1:1:1 8 | T-Os.Ara5-1:1:1 13
EXP-Zm.Nac+Os.Cab- '
pMON128892 | 1:1:1 8 | T-Os.Mth-1:1:1 12

Thyc véit dugc bién nap bang cic st dung phwong phép bién nap qua
Agrobacterium da biét trong linh vuc ndy. Phép phén tich md hoéa hoc va dinh luong
GUS duogc tién hanh nhu mb ta trong Vi du 2 trén day. Mirc biéu hién GUS trung binh
cua Ro quan sat dugc d6i voi mdi cay ngd dugce bién nap catxet chuyén gen GUS dugc

thé hién trén Bang 4 duéi day.
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Bang 4. Mtrc biéu hién GUS trung binh Ro & md ré vamo l4.

Mikc biéu hién GUS trung binh
Giai :
doan | Co quan | pMON122713 | pMON122715 | pMON127422 | pMON128892
v3 L4 nd 128,28 65,73 nd
R& nd 73,61 nd nd
V4 L4 7,47 Nd nd 261,38
RE 3,15 Nd nd nd
V7 La nd 110,47 34,18 68,43
RE nd 11,17 5,57 nd
La 5,81 42,23 87,04 102,55
v | RE 2,02 26,34 1,16 20,76
Bap
phan 20,45 115,86 22,47 145,84
VT/R1 | Rau 46,33 18,63 97,14 nd
21DAP-
3 Phoi . 229,75 165,29 385,4 220,5
21DAP-
Noi nhii 40,47 215,04 192,02 223,77

Phi hop véi céc két qua thu duge trong Vi du 2, Bang 4 thé hién ring mic biéu
hién cao nhét 1a & phoi dang phét trién (21 DAP) ddi v6i ca 4 catxet chuyén gen. FIG.
1 minh hoa céc phd biéu hién khac nhau do timg c4u hinh catxet chuyén gen tao ra.
Mtc biéu hién & phdi dang phat trién 12 cao nhét dbi voi catxet chuyén gen chira trinh
ty EXP, EXP-Zm.Nac+0s.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8), ma duge lién két theo kiéu hoat
dong duge véi 3' UTR, T-Os.Ara5-1:1:1 (SEQ ID NO:13) so v6i ba catxet chuyén gen
khéac. Muc biéu hién twong tu quan sat dugc & phoi va ndi nhil dang phat trién & thuc
vét dugc bién nap bing catxet biéu hién chira nhém yéu 6 biéu hién diéu hoa phién
mi, EXP-Zm.Nac+Os.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8), ma lién két theo kiéu hoat dong
duge v6i 3' UTR, T-Os.Mth-1:1:1 (SEQ ID NO:12). Déi véi catxet chuyén gen chira
nhém yéu t6 biu hién didu hoa phién ma, EXP-Zm.Nac+0s.FBA:1:1 (SEQ ID NO:6),
ma lién két theo kiéu hoat dong duoc véi 3' UTR, T-Os.Mth-1:1:1 (SEQ ID NO:12),
muc biéu hién & nodi nhii thép hon nhiéu so véi mirc biéu hién & phoi. DPébi vé6i catxet
chuyén gen chira nhém yéu tb biéu hién diu hoa phién ma, EXP-

ZmNac+0s.FBA:1:1 (SEQ ID NO:6), ma lién két theo kiéu hoat dong dugc voi 3'
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UTR, T-Os.CLUS33428 1-1:1:1 (SEQ ID NO:11), mttc biéu hién & phoi thip hon so
vé6i mite bidu hién & ndi nhii. M3i céu hinh catxet chuyén gen tao ra mot phd biéu hién
riéng & hat Ro dang phat trién.

Ciing quan sat dugc su khac biét vé& muc biéu hién & ré, 14, bao phén, va rau,
cling hat dang phat trién ciia thuc vat dugc bién nap bing 4 catxet chuyén gen khéc
nhau. FIG. 2 minh hoa c4c phd bién hién khac nhau do ting chu hinh catxet chuyén
gen tao ra trong mdi md dugc md ta trén ddy. Vi du, mirc biéu hién & 14 véi cac catxet
chuyén gen chira trinh ty EXP, EXP-Zm.Nac+Os.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8) cao hon
so v6i catxet chuyén gen chira EXP-Zm.Nac+Os.FBA:1:1 (SEQ ID NO:6). Muc bidu
hién & bao phén cao hon véi hai catxet chuyén gen chira nhém yéu t6 biéu hién didu
hoa phién ma, EXP-Zm Nac+Os.FBA:1:1 (SEQ ID NO:6), ma lién két theo kiéu hoat
dong dugc voi 3' UTR, T-0s.CLUS33428 1-1:1:1 (SEQ ID NO:11) va nhém yéu t6
biéu hién didu hoa phién ma, EXP-Zm Nac+Os.Cab-1:1:1 (SEQ ID NO:8), ma lién két
theo kiéu hoat dong dugc véi 3' UTR, T-Os.Mth-1:1:1 (SEQ ID NO:12). MBbi cdu hinh

trong s0 4 cau hinh catxet chuyén gen tao ra pho biéu hién riéng & c4c thé bien nap Ro.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phan tir ADN chtra trinh tu ADN duoc chon tir nhém gém:

a) trinh tw c6 d6 twong ddng v& trinh t it nhit 95% véi trinh tw bat ky néu trong SEQ
ID NO: 1, 3, 6, hoiic 8, trong d6 trinh ty nay c6 hoat tinh cta trinh tu khéi dau;

b) trinh ty chura trinh tu bét ky néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; va

¢) doan trinh tu bat ky néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8, trong d6 doan nay co
hoat tinh cua trinh ty khéi déu;

trong d6 trinh ty dd néu dugc li€n két theo cach hoat dong duoc véi phan tir

polynucleotit khéc loai phién ma dugec.
2. Phan tit ADN theo diém 1, trong d6 doan da néu chira SEQ ID NO: 2.

3. Phan tr ADN theo diém 1, trong d6 phén tit polynucleotit khac loai phién ma dugc

chira gen dugc quan tdm trong néng nghiép.
4. Phan tit ADN theo diém 3, trong d6:

(i) gen dugc quan tdm trong néng nghi¢p tao ra kha ning dung nap chét diét cé & thuc

vat; hoac

(ii) gen dugc quan tAm trong ndng nghiép tao ra kha ning khang loai gay hai ¢ thuc

A

vat.

5. Té bao thyc vét chuyén gen chira phan tt ADN khéc loai chira trinh tw dugc chon tir

nhém gom:

a) trinh tw c6 do twong ddng v trinh ty it nhit 95% véi trinh ty bat ky néu trong SEQ
ID NO: 1, 3, 6, hoiic 8, trong d6 trinh ty nay c6 hoat tinh ctia trinh tu khéi dau;

b) trinh tw chira trinh ty bt ky néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 6, hodc 8; va

¢) doan trinh tu bat ky néu trong SEQ ID NO: 1, 3, 6, hoidc 8, trong d6 doan nay co6
hoat tinh cta trinh tu khéi déu;

trong d6 trinh tu da néu dugc li€n két theo cach hoat dong dugc voi phén tir

polynucleotit khic loai phién ma dugc.
6. Té bao thuc vét chuyén gen theo diém 5, trong d6 té bao thuc vat chuyén gen nay:

(i) 1a té bao thyc vat mot 1a mam; hodc

-41-



27225

(ii) 1a té bao thuc vat hai 14 mam.
7. Thuc vat chuyén gen, hodc by phan cua no, chtta phan tr ADN theo diém 1.
8. Hat chuyén gen chira phan tir ADN theo diém 1.

9. Cay con cua thuc vat chuyén gen theo diém 7, hodc b phén cua cay, trong do cay

con hodc bd phén cta cay chira phan tr ADN da néu.

10. Catxet chuyén gen chira phan tir ADN dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 1, 6,
va 8, trong d6 phan tr ADN nay duoc lién két theo cach hoat dong duoc vai trinh tu
m3 hoa khéc loai ma duoc lién két theo cach hoat dong duogc va6i 3' UTR duoc chon tur
nhém gém SEQ ID NO: 10, 11, 12, va 13.

11. Catxet chuyén gen theo diém 10, trong do6 catxet nay chira phan tt ADN néu trong
SEQ ID NO: 1, trong d6 phan tir ADN nay duoc lién két theo cach hoat déng duogc voi
trinh tuy ma héa khéac loai ma duge lién két theo cach hoat dong dugc v6i 3' UTR néu
trong SEQ ID NO: 10.

12. Catxet chuyén gen theo diém 10, trong d6 catxet nay chua phan tr ADN néu trong
SEQ ID NO: 6, trong d6 phan t&t ADN duoc lién két theo cach hoat dong dugc véi
trinh tu ma hoéa khac loai ma dugce lién két theo cach hoat dong dugc véi 3' UTR dugce

chon tir nhém gdm SEQ ID NO: ._11 va 12.

13. Catxet chuyén gen theo diém 10, trong d6 catxet nay chua phan t&t ADN néu trong
SEQ ID NO: 8, trong d6 phan tir ADN duoc lién két theo cach hoat dong duoc voi
trinh ty ma hoa khéc loai ma dugc lién két theo cach hoat dong duogc véi 3' UTR duogc
chon tir nhém gdm SEQ ID NO: 12 va 13.

14. Phuong phép biéu hién phan tir polynucleotit phién ma dugc bao gbém budc thu
thuc vat chuyén gen theo diém 7 va tréng thuc vét nay, trong d6 polynucleotit phién

ma dugc dugc bicu hién.
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DANH MUC TRINH TU

Monsanto Technology LLC
Jeffrey E.

Linda L.

thuc vat va hat chuyén gen chta pha&n tit ADN nay

<130> MONS
<140>
<141> 2013
<150> -
<151>

61/6
2012

<150>
<151>

13/8
2013

<160> 16

<170>

<210> 1

<211> 2305
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 1

gaggtgcata
cgataaggtt
attgggtagce
ggacgcggtt
gttggagcge
ttcatggcga
cggtggaggce
gaggcgtgge
ggggagggag
cgtatgataa
agccattggt
.caagaccaca
ataagcgagc
ctgtagcaat
catgaatgct
tgcaacgaaa
aactacgcac

cgtcgactca

:326W0

Khéng rd&

-04-10

35,945
-04-20

30,403
-03-14

aggctggcaa
agcgcatgcg
gcaaaatgtg
ggagcatacg
ccgcgggega
gcggaggggt
gtgacggaga
aggtgtggca
gctggggacg
cgggttgatt
actgatactt
cgtactaaca
tagggatgct
taatttaata
ccaaaatcag
agaaaaaaaa
ctaccgcgcg

tccttatcect

PatentIn version 3.5

Trinh tuyu nhédn tao

gacgacagtt
tcgaacgcgg
tagacagcgg
cgacaagaat
gatggcggcec
tgcaagattt
cgacgtgggg
tggggaggga
aagatgatgt
cgtagaattt
taatatagta
tttttttttg
agcgtgtcca
aacacccaac
ctagctggct
agaaaagaaa
cataactctt

ccccatcacg

Nhém yéu t6 bidu hién diéu hoa phién

aggaacgcat
gctggcgagg
gcgagtgagg
ggagcacgac
atggttagag
ccagggcgct
agggaggtcg
ggtcgcgggg

gggcccagag
taggcggtat

gagaagagat
tcacaggctg
tttgattcct
aatagatcaa
ctcccttatce
agaaaacggc
ggccgcctge

ctcaccccege

-45-

ma thé kham

gcgagcgagg
gtggaaggca
atggcagtgg
gtagatttcg
cgccecegtggt
cgggtcggtt
tggggaaatt
agggcgcagg
ggacgcggga
ttataaaaat
ataaattagg
ctctaataca
atataaatct
atctcatagc
ttcgtttttce
cgcttgtggt
cctcatcacc

gcccgcaccg

ttgacggacg
tgataaggct
tggcatgcat
ggaggccgtg
tacgggtggg
gcaagctcca
cggacgagca
gaggtggcat
caaagaattg
gacgcaggac
acgggtacaa
tatctctatg
ccaattatag
aaatcataat
cttcttctcce
actaactccc
tccgegtcege

cgccatccgt

Phan t& ADN didu bién su biédu hién gen & thuc vat, thuc vat, té& bao

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080



actttcccgg
cgggccgtceg
cgcgtcececgtce
cacgtgtcgt
gcgcacggge
aacaagtttc
cagcagacag
taccgtcttc
atgctctctt
aatcgtgttc
tggtagtacg
ttagcggtat
tgttaattta
ggcgatacta
ctattctgtt
gacgaaattt
acttgtttta
ctgcttgttt
cctcctgatg
tcttgctcga
tcattgtaat

<210> 2
<211>
<212>
<213>

ADN
Ngb

<400> 2

gaggtgcata
cgataaggtt
attgggtagce
ggacgcggtt
gttggagcgc
ttcatggcga
cggtggaggc
gaggcgtggce
ggggagggag
cgtatgataa
agccattggt
caagaccaca
ataagcgagc
ctgtagcaat
catgaatgct

tgcaacgaaa

1386

ccgccccace
ggcgggcaga
caagaaacct
ggtcaacctg
cacacgtgtc
aagctctcct
cagcatcagc
ggtacgcgct
gtgtggtgat
tgcctgtgcet
aaacgaagat
ttatttaagc
ggcacaggct
taataatttg
tttgtttgtg
tgatgtttat
aatattgttg
gttgtaacaa
gtatctagta
tgccttctcecce

gcagatacca

aggctggcaa
agcgcatgcg
gcaaaatgtg
ggagcatacg
ccgcgggcga
gcggaggggt
gtgacggaga
aggtgtggca
gctggggacg
cgggttgatt
actgatactt
cgtactaaca
tagggatgct
taatttaata
ccaaaatcag

agaaaaaaaa

27225

gctggccgcece
gcgcctgecag
gacgtaagca
tcagagtggg
gcggtcgacc
ccccectettece
agggaggaac
cactccgcecc
tgctgagagt
gattacttgc
agaacctaca
acatgttggt
tcatactacé
ttcgtctgcea
tgctgttaaa
ctctgctcct
tctgaagaaa
aatttaaaaa
tctaccaact
ctagtgttga
agcgg

gacgacagtt
tcgaacgcgg
tagacagcgg
cgacaagaat
gatggcggcc
tgcaagattt
cgacgtgggg
tggggaggga
aagatgatgt
cgtagaattt
taatatagta
tttttttttg
agcgtgtcca
aacacccaac
ctagctggct

agaaaagaaa

ccgacgtgtc
cggtggaccc
gtgacagaat
gctccgtgtg
gcggctataa
taccattagc
acctcgaggce
tctgcctttg
ggtttagctg
cgtcctttgt
cagcaatacg
gttatagggc
tgggtcaata
gagcttatta
ttgttaacgce
ttattgtgac
taagtactga
taaagagttt
gacactatat

ccagtgttac

aggaacgcat
gctggcgagg
gcgagtgagg
ggagcacgac
atggttagag
ccagggcgcet
agggaggtcg
ggtcgcgggg
gggcccagag
taggcggtat
gagaagagat
tcacaggctg
tttgattcct
aatagatcaa
ctcccttatce

agaaaacggc

-46-

gcgccgecac
acgccacgct
tggcgccgcec
tgcgctaccg
atgcccggcet
agtagccaca
ctcggactag
ttactgccac
gatctagaat
agcagcaaaa
agaaatgtgt
acttggattc
gtatagggat
tttgccaaaa
ctgaaggaat
cataagtcaa
cagtattttg
cctttttgtt
tgcttctett

tcacatagtc

gcgagcgagg
gtggaaggca
atggcagtgg
gtagatttcg
cgcecegtggt
cgggtcggtt
tggggaaatt
agggcgcagg
ggacgcggga
ttataaaaat
ataaattagg
ctctaataca
atataaatct
atctcatagc
ttcgtttttce

cgcttgtggt

cggaaggtcc
gacgcgggcyg
tctcggegtce
caggggccceg
ccgcactcgg
gccagaacac
tcgagagatc
gtttctctga
tacactctga
tatagggaca
aatttggtgc
agaagtttgc
tcatattata
ttagatattc
aaatataaat
gatcagatgc
atgcattgat
gctctcctta
tacatacgta

tttgctcatt

ttgacggacg
tgataaggct

tggcatgcat:

ggaggccgtg
tacgggtggg
gcaagctcca
cggacgagca
gaggtggcat
caaagaattg
gacgcaggac
acgggtacaa
tatctctatg
ccaattatag
aaatcataat
cttcttctcc

actaactccc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2305

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



aactacgcac
cgtcgactca
actttcccgg
cgggccgteg
cgcgtccgtce
cacgtgtcgt
gcgecacggge

aacaag

<210> 3
<211>
<212>
<213>

ADN
Ngb

<400> 3

gaggtgcata
cgataaggtt
attgggtagc
ggacgcggtt
gttggagcge
ttcatggcga
cggtggaggce
gaggcgtggce
ggggagggag
cgtatgataa
agccattggt
caagaccaca
ataagcgagc
ctgtagcaat
catgaatgct
tgcaacgaaa
aactacgcac
cgtcgactca
actttcccgg
cgggccgtceg
cgcgtcegtce
cacgtgtcgt
gcgcacggge
aacaagtttc

cagcagacag

<210> 4
<211> 85
<212> ADN
<213> Ngb

1471

ctaccgcgceg
tccttatect
ccgccccacce
ggcgggceaga
caagaaacct
ggtcaacctg

cacacgtgtc

aggctggcaa
agcgcatgcg
gcaaaatgtg
ggagcatacg
ccgcgggcega
gcggaggggt
gtgacggaga
aggtgtggca
gctggggacg
cgggttgatt
actgatactt
cgtactaaca
tagggatgct
taatttaata
ccaaaatcag
agaaaaaaaa
ctaccgcgeg
tccttatect
ccgccccacce
ggcgggcaga
caagaaacct
ggtcaacctg
cacacgtgtc
aagctctcct

cagcatcagc

27225

cataactctt
ccccatcacg
gctggccgcece
gcgcctgcecag
gacgtaagca
tcagagtggg
gcggtcgacc

gacgacagtt
tcgaacgcgg
tagacagcgg
cgacaagaat
gatggcggcé
tgcaagattt
cgacgtgggg
tggggaggga
aagatgatgt
cgtagaattt
taatatagta
tttttttttg
agcgtgtcca
aacacccaac
ctagctggcet
agaaaagaaa
cataactctt
ccccatcacg
gctggccgcece
gcgcctgcag
gacgtaagca
tcagagtggg
gcggtcgacc
ccectcettcece

agggaggaac

ggccgcctge
ctcaccccgce
ccgacgtgtc
cggtggaccc
gtgacagaat
gctccgtgtg
gcggctataa

aggaacgcat
gctggcgagg
gcgagtgagg
ggagcacgac
atggttagag
ccagggcgcet
agggaggtcg
ggtcgcgggg

gggcccagag
taggcggtat
gagaagagat
tcacaggctg
tttgattcct
aatagatcaa
ctcccttatc
agaaaacggc
ggccgcectge
ctcaccccge
ccgacgtgtce
cggtggaccc
gtgacagaat
gctccgtgtg
gcggctataa
taccattagc

a

-47-

cctcatcacc
gcccgcaccg
gcgccgecac
acgccacgct
tggcgccgcece
tgcgctaccg
atgcccgget

gcgagcgagg
gtggaaggca
atggcagtgg
gtagatttcg
cgcccgtggt
cgggtcggtt
tggggaaatt
agggcgceagg
ggacgcggga
ttataaaaat
ataaattagg
ctctaataca
atataaatct
atctcatagc
ttcgtttttce
cgcttgtggt
cctcatcacc
gcccgcaccg
gcgccgecac
acgccacgct
tggcgccgece
tgcgctaccg
atgcccggcet

agtagccaca

tccgcgtcgc
cgccatccegt
cggaaggtcc
gacgcgggceg
tctcggcegtce
caggggcccg

ccgcactcgg

ttgacggacg
tgataaggct
tggcatgcat
ggaggccgtg
tacgggtggg
gcaagctcca
cggacgagca
gaggtggcat
caaagaattg
gacgcaggac
acgggtacaa
tatctctatg
ccaattatag
aaatcataat
cttcttctcc
actaactccc
tccgegtege
cgccatccgt
cggaaggtcc
gacgcgggceg
tctcggegtce
caggggcccyg
ccgcactcgg

gccagaacac

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1471



<400> 4
tttcaagctc
acagcagcat

<210> 5
<211> 804
<212> ADN
<213> Ngé

<400> 5
accgtcttcg

tgctctcettg
atcgtgttct
ggtagtacga
tagcggtatt
gttaatttag
gcgatactat
tattctgttt
acgaaatttt
cttgttttaa
tgcttgtttg
ctcctgatgg
cttgctcgat
cattgtaatg

<210> o6

<211> 2232
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 6

gaggtgcata
cgataaggtt
attgggtagc
ggacgcggtt
gttggagcge
ttcatggcga
cggtggaggce
gaggcgtgge
ggggagggag
cgtatgataa
agccattggt
caagaccaca

ataagcgagc

27225

tccteccecte ttectaccat tagcagtage cacagccaga acaccagcag

cagcagggag

gtacgcgctc
tgtggtgatt
gcctgtgcectg
aacgaagata
tatttaagca
gcacaggctt
aataatttgt
ttgtttgtgt
gatgtttatc
atattgttgt
ttgtaacaaa
tatctagtat
gccttctece

cagataccaa

aggctggcaa
agcgcatgcg
gcaaaatgtg
ggagcatacg
ccgcegggega
gcggaggggt
gtgacggaga
aggtgtggca
gctggggacyg
cgggttgatt
actgatactt
cgtactaaca

tagggatgct

gaaca

actccgcect
gctgagagtg
attacttgce
gaacctacac
catgttggtg
catactacat
tcgtctgcag
gctgttaaat
tctgectectt
ctgaagaaat
atttaaaaat
ctaccaactg
tagtgttgac
gcgg

Trinh tyu nhan tao

gacgacagtt
tcgaacgcgg
tagacagcgg
cgacaagaat
gatggcggcce
tgcaagattt
cgacgtgggg
tggggaggga
aagatgatgt
cgtagaattt
taatatagta
tttttttttg
agcgtgtcca

ctgcctttgt
gtttagctgg
gtcctttgta
agcaatacga
ttatagggca
gggtcaatag
agcttattat
tgttaacgcce
tattgtgacc
aagtactgac
aaagagtttc
acactatatt

cagtgttact

Nhom yéu t6 biéu hién didu hoa phién

aggaacgcat
gctggcgagg
gcgagtgagg
ggagcacgac
atggttagag
ccagggcgct
agggaggtcg
ggtcgcgggg

gggcccagag
taggcggtat

gagaagagat
tcacaggctg
tttgattcct

-48-

tactgccacg
atctagaatt
gcagcaaaat
gaaatgtgta
cttggattca
tatagggatt
ttgccaaaat
tgaaggaata
ataagtcaag
agtattttga
ctttttgttg
gcttctettt

cacatagtct

tttctctgaa
acactctgaa
atagggacat
atttggtgct
gaagtttgct
catattatag
tagatattcc
aatataaatg
atcagatgca
tgcattgatc
ctctccttac
acatacgtat

ttgctcattt

ma thé& kham

gcgagcgagg
gtggaaggca
atggcagtgg
gtagatttcg
cgcccgtggt
cgggtcggtt
tggggaaatt
agggcgcagg
ggacgcggga
ttataaaaat
ataaattagg
ctctaataca

atataaatct

ttgacggacg
tgataaggét
tggcatgcat
ggaggccgtg
tacgggtggg
gcaagctcca
cggacgagca
gaggtggcat
caaagaattg
gacgcaggac
acgggtacaa
tatctctatg

ccaattatag

60
85

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
804

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



ctgtagcaat
catgaatgct
tgcaacgaaa
aactacgcac
cgtcgactca
actttcccgg
cgggccgtcg
cgcgtccgte
cacgtgtcgt
gcgcacggge
aacaagtttc
cagcagacag
tagcagatcc
ggacaacaca
tctatggttt
atgtagtttt
caagctaagt
gattcaaata
gaaggaaaat
aaatgaactt
aagacatgac
tcctgcettat
ctaatcctac
agtttttcat

agaaaaccat

<210> 7

<211> 651
<212> ADN
<213>

<400> 7

caagaccgcg
ttgtttcctce
aagcacttta
gaattcagtg
ctagttcaaa
acttcacaga
atatactagt
actagcagtt
catctgcagg
catactttta

tcagaactag

taatttaata
ccaaaatcag
agaaaaaaaa
ctaccgcgceg
tccttatcect
ccgccccacce
ggcgggcaga
caagaaacct
ggtcaacctg
cacacgtgtc
aagctctcct
cagcatcagc
tctagaacca
ccataagatc
ttggcatgca
atgatagata
tatatatagc
tactggcatc
ttctatcttc
agagactcaa
atgggttaac
gttctatgaa
aacataacaa

tcaattatgg
tg

Oryza sativa

gtatgctttc
tttatatcaa
tcgtcaggaa
aacataaaac
tctactctte
aagcaaaata
aatacatttg
gtaaggataa
tcataattca
tcaactttgg

aagattaaaa

27225

aacacccaac
ctagctggcect
agaaaagaaa
cataactctt
ccccatcacg
gctggcecgcece
gcgcctgcag
gacgtaagca
tcagagtggg
gcggtcgacc
ccccectettece
agggaggaac
tcttccacac
tcaagaccgc
tttgtttcct
taagcacttt
agaattcagt
tctagttcaa
aacttcacag
aatatactag
cactagcagt
ccatctgcag
gcatactttt

ttcagaacta

tgaatatcat
tgacaagtga
atcaaatagg
acttgttttg
aaagttatat
gatatgattt
taaactcgac
agcatgaagc
gaagaaaagt
ataataaatt

actttatcct

aatagatcaa
ctcccttatc
agaaaacggc
ggccgcectge
ctcaccccgce
ccgacgtgtc
cggtggaccc
gtgacagaat
gctccgtgtg
gcggctataa
taccattagc
acctgcaggc
actcaagcca
ggtatgcttt
ctttatatca
atcgtcagga
gaacataaaa
atctactctt
aaagcaaaat
taatacattt
tgtaaggata
gtcataattc
atcaactftg

gaagattaaa

ccgtactgtt
aggaacttta
atgtgcagtc
atataacatg
aatgcatttg
gtgtatacca
atctgcatca
attcatgtgt
ttggaacttc
cttaagatga
tcttgctgta

-49-

atctcatagc
ttcgttttte
cgcttgtggt
cctcatcacc
gcccgcaccg
gcgccgecac
acgccacgct
tggcgcegece
tgcgctaccg
atgcccgget
agtagccaca
ctacgctgac
cactattgga
ctgaatatca
atgacaagtg
aatcaaatag
cacttgtttt
caaagttata
agatatgatt
gtaaactcga
aagcatgaag
agaagaaaag
gataataaat

aactttatcc

ctatggtttt
tgtagtttta
aagctaagtt
attcaaatat
aaggaaaatt
aatgaactta
agacatgaca
cctgcttatg
taatcctaca
gtttttcatt

gaaaaccatt

aaatcataat
cttcttctcc
actaactccc
tccgegtege
cgccatccegt
cggaaggtcc
gacgcgggceg
tctcggegtce
caggggcccg
ccgcactcgg
gccagaacac
aagctgacﬁc
gaacacacag
tccgtactgt
aaggaacttt
gatgtgcagt
gatataacat
taatgcattt
tgtgtatacc
catctgcatc
cattcatgtg
t;tggaactt
tcttaagatg
ttcttgctgt

tggcatgcat
tgatagatat
atatatagca
actggcatct
tctatcttca
gagactcaaa
tgggttaacc
ttctatgaac
acataacaag

caattatggt
g

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2232

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651



<210> 8
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 8

gaggtgcata
cgataaggtt
attgggtagc
ggacgcggtt
gttggagcge
ttcatggcga
cggtggaggc
gaggcgtgge
ggggagggag
cgtatgataa
agccattggt
caagaccaca
ataagcgagc
ctgtagcaat
catgaatgct
tgcaacgaaa
aactacgcac
cgtcgactca
actttcccgg
cgggccgteg
cgcgtcegtce
cacgtgtcgt
gcgecacggge
aacaagtttc
cagcagacag
tctagcagat

aaattgaaag

aaggtgctg

<210> 9

<211> 117
<212> ADN
<213>

<400> 9

1629

aggctggcaa
agcgcatgcg
gcaaaatgtg
ggagcatacg
ccgcgggcega
gcggaggggt
gtgacggaga
aggtgtggca
gctggggacg
cgggttgatt
actgatactt
cgtactaaca
tagggatgct
taatttaata
ccaaaatcag
agaaaaaaaa
ctaccgcgcg
tccttatcecet
ccgccccacce
ggcgggcaga
caagaaacct
ggtcaacctg
cacacgtgtc
aagctctcct
cagcatcagc
ctccctgceca

atattatgct

Oryza sativa

27225

Trinh tyu nhan tao

gacgacagtt
tcgaacgcegg
tagacagcgg
cgacaagaat
gatggcggcc
tgcaagattt
cgacgtgggg
tggggaggga
aagatgatgt
cgtagaattt
taatatagta
tttttttttg
agcgtgtcca
aacacccaac
ctagctgget
agaaaagaaa
cataactctt
ccccatcacg
gctggccgcce
gcgcctgcecag
gacgtaagca
tcagagtggg
gcggtcgacc
ccectettece
agggaggaac
aggtatatat
gatctggtta

Nhém yéu t6 biéu hién didu hoa phién

aggaacgcat
gctggcgagg
gcgagtgagg
ggagcacgac
atggttagag
ccagggcgcet
agggaggtcg
ggtcgcgggg
gggcccagag
taggcggtat
gagaagagat
tcacaggctg
tttgattcct
aatagatcaa
ctcccttatce
agaaaacggc
ggccgectgce
ctcaccccege
ccgacgtgtc
cggtggaccc
gtgacagaat
gctccgtgtg
gcggctataa
taccattagce
acctgcaggc
gctgattgat
aatttatgtt

ma& thé& kham

gcgagcgagg
gtggaaggca
atggcagtgg
gtagatttcg
cgcccgtggt
cgggtcggtt
tggggaaatt
agggcgcagyg
ggacgcggga
ttataaaaat
ataaattagg
ctctaataca
atataaatct
atctcatagc
ttcgtttttce
cgcttgtggt
cctcatcacc
gcccgcaccg
gcgccgccac
acgccacgct
tggcgccgece
tgcgctaccg
atgcccgget
agtagccaca
ctacacgctg
ttctactctt
tggtttggtt

ttgacggacg
tgataaggct
tggcatgcat
ggaggccgtg
tacgggtggg
gcaagctcca
cggacgagca
gaggtggcat
caaagaattg
gacgcaggac
acgggtacaa
tatctctatg
ccaattatag
aaatcataat
cttcttctcc
actaactccc
tccgegtcege
cgccatccgt
cggaaggtcc
gacgcgggceg
tctcggegtce
caggggcccg
ccgcactcég
gccagaacac
acaagctgac
cctcaattca

tggtttcagce

ccctgccaag gtatatatgce tgattgattt ctactcttcc tcaattcaaa attgaaagat

attatgctga tctggttaaa tttatgtttg gtttggtttg gtttcagcaa ggtgctg

-50-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1629

60
117



<210> 10

<211> 253
<212> ADN
<213>

<400> 10
gatcgttcaa

atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa

atgttactag

<210> 11

<211> 380
<212> ADN
<213>

<400> 11
tcgatcaatc

tcacctaata
agcttcatgt
ggaggatcat
catatcggcc
ctcctaggtc

attacaaagt

<210> 12

<211> 300
<212> ADN
<213>
<400> 12

ggccaaggcg
aaagagtcca
gtgtgtgtgt
atgtggtttc
tgaattttac

<210> 13

<211> 213
<212> ADN
<213>

<400> 13
ctaggctact

tcettttgtt
taaatcttga
tgaaaaatgg

acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata

atc

Oryza sativa

gatcacgtcg
ataatataat
atgcatacat
gttgtgtcgt
aattgttgtc
aatctgtgtg
tttcgecattt

Oryza sativa

atctatgact
tccagtgtga
ttgtgtcaac
tagctttatg
tctctcattt

Oryza sativa

gtagctagct
tggaagcata
tgattcgcta
aatgtcatgc

27225

Agrobacterium tumefaciens

ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg

gcgcgcaaac

tcgtctcegge
catatgtgtg
gcatcgttag
gtgtcggctg
gcgctggcca
ttcatatata

gaattgccaa
tggctcatgc
catgtgtgaa
taaatgttgt
ttctcttgeca

gtgcatgtat
tgtgtggtga
gctatccgta
taaggagggt

ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc
taggataaat

tcgtcatcaa
tgtgcaaaga
tgcatgtgtc
tgtctcggtt
cgtatatgta

catcagtcca

tgcaccagcc
ctgtgtgagt
tcaggtgtca
ttgtgaaata

ctcaccattc

atcctgttge
taataattaa
cgcaattata

tatcgcgcege

tcgcgatcga
ataacgaatt
cctgatcatg
atcgtcttat
cttgatcgat

ataaatcgat

tgtctacatg
gtgactgaat
aaaatcgtgg
taaatattgt
tattatagta

cggtcttgceg
catgtaatgc
catttaatac

ggtgtcatct

tcggtegttt
aacctcccca
ggtctctggg
cgatttcgat
gaccgagaaa

cgttaattat

atgaataaat
ccatcagtgt
ctggaaatcc
tttgtgtatg
atttttttaa

gtggtgtggt tactaaaata attagtgttt

ataaatgatg aactccgatg ttcctctcta

cgtcgttgtt ctttgatttg atgatgagat

gcc

-51-

60
120
180
240
253

60
120
180
240
300
360
380

60
120
180
240
300

60
120
180
213



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

14
1812
ADN

<220>
<223>

<400> 14
atggtccgtc

ttcagtctgg
gaaagccggg
cgtaattatg
ggccagcgta
aatcaggaag
tatgttattg
cagactatcc
ttccatgatt
aacacctggg
tctgttgact
caacaggtgg
ctctggcaac
gagtgtgata
ttcctgatta
ttgcgtggca
attggggcca
gcagatgaac
ttaggcattg
aacggggaaa
aaccacccaa
gcacgggaat
atcacctgcg
gatgtgctgt
gcagagaagg
atcatcaccg
tggagtgaag
agcgccgtceg
ttgcgegttg
gcttttctgce

ggcaaacaat

15
324
ADN
Viru

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

ctgtagaaac
étcgcgaaaa
caattgctgt
cgggcaacgt
tcgtgectgceg
tgatggagca
ccgggaaaag
cgccgggaat
tctttaacta
tggacgatat
ggcaggtggt
ttgcaactgg
cgggtgaagg
tctacccget
accacaaacc
aaggattcga
actcctaccg
atggcatcgt
gtttcgaagc
ctcagcaagc
gcgtggtgat
atttcgcgcecce
tcaatgtaat
gcctgaaccg
tactggaaaa
aatacggcgt
agtatcagtg
tcggtgaaca
gcggtaacaa

tgcaaaaacg

ga

t thé kham

27225

Trinh tu nhén tao

cccaacccgt
ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttcgatgcg
tcagggcegge
tgtacgtatc
ggtgattacc
tgccggaatce
caccgtggtg
ggccaatggt
acaaggcact
ttatctctat
tcgegtegge
gttctacttt
taacgtgctg
tacctcgcat
ggtgattgat
gggcaacaag
gcacttacag
gtggagtatt
actggcggaa
gttctgcgac
ttattacgga
agaacttctg
ggatacgtta
tgcatggctg
ggtatggaat
gaaagggatc
ctggactggc

sup lo

gaaatcaaaa
gatcagcgtt
tttaacgatc
cgcgaagtct
gtcactcatt
tatacgccat
accgtttgtg
gacgaaaacg
catcgcagcg
acgcatgtcg
gatgtcagcg
agcgggactt
gaactgtgcg
atccggtcag
actggctttg
atggtgcacg
tacccttacg
gaaactgctg
ccgaaagaac
gcgattaaag
gccaacgaac
gcaacgcgta
gctcacaccg
tggtatgtcc
gcctggcagg
gccgggcectge
gatatgtatc
ttcgccgatt
ttcactcgceg
atgaacttcg

-52-

Trinh ty md hdéa codon dugc thiét ké lai

aactcgacgg
ggtgggaaag
agttcgccga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagccga
tgaacaacga
gcaagaaaaa
taatgctcta
cgcaagactg
ttgaactgcg
tgcaagtggt
tcacagccaa
tggcagtgaa
gtcgtcatga
accacgcatt
ctgaagagat
ctgtcggcett
tgtacagcga
agctgatagce
cggatacccg
aactcgaccc
ataccatcag
aaagcggcga
agaaactgca
actcaatgta
accgcgtcett
ttgcgacctc
accgcaaacc

gtgaaaaacc

cctgtgggca
cgcgttacaa
tgcagatatt
aggttgggca
gtgggtcaat
tgtcacgccg
actgaactgg
gcagtcttac
caccacgcég
taaccacgcg
tgatgcggat
gaatccgcac
aagccagaca
gggcgaacag
agatgcggac
aatggactgg
gctcgactgg
taacctctct
agaggcagtc
gcgtgacaaa
tccgcaaggt
gacgcgtccg
cgatctcttt
tttggaaacg
tcagccgatt
caccgacatg
tgatcgcgtc
gcaaggcata
gaagtcggcg
gcagcaggga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1812



<400> 15
ccgatcctac

gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgca

gaaatcacca

<210> 16
<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 16
tcgaggtcat

gattacctgg
ataaaaggtg
tttgtcggta
ggaaatgcat
ggatttgtat
aaaaatatat
cccgttgeag
catttacaaa
aagcccagcc
tccacacccc
aaaaaaaaga
ccggaaacgc
gaaacgcccce
taccaccacc
tceceeectece
tctecegtttt
aggcggcttc
tctecgecgge
gcgatccgcc
gatcaggaag
tcaggcttag
agcattgttc
gcttttttgt

1399

ctgtcacttc
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
agacccttcc

gtctctctct

Oryza sativa

tcatatgctt
tcaaaagtga
gcccaaagtg
ctttgatacg
atctgtattt
aagaaatatc
attcaggcga
cgcatgggta
aacaacccct
caacccaacc
cccactatca
aagaaaaaaa
gaggaggatc
ccatcgccac
accaccacca
ccectecgeceg
tttttcecgtce
gtgcgcgcecc
gtggatccgg
gttgttgggg
aggggaaaag
atgtgctaga
atcggtagtt

aggtagaag

27225

atcaaaagga
aaggctatca
aggagcatcg
gatacttcca
tctatataag

acaa

gagaagagag
aaacatcagt
aaatttactc

tcatttttgt

gagtcgggtt

tttagaaaaa
attctcacaa
ttttttctag
aaagttccta
caacccaacc
ccgtgagttg
agaaaaagaa
gcgagccagé
tatatacata
cctccaccte
ccgeccgegec
tcggtctcga
agatcggtgc
cccggatctce
gagatgatgg
ggcactatgg
tctttcttte
tttcttttea

cagtagaaaa
ttcaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt

tcgggatagt
taaaaggtgg
ttttctacta
atgaattggt
ttaagttcgt
cccatatget
tgaacaataa
taaaaataaa
aagcccaaag
caccccagtc
tccgecacgea
aaaacagcag
gacgaggccg
ccecceceececte
ctcccceccectce
ggtaaccacc
tctttggect
gcgggagggyg
gcggggaatg
ggggtttaaa
tttatatttt
ttctttttgt
tgatttgtga

-53-

ggaaggtggc
ctctgccgac
agacgttcca
ggatgacgca
tcatttggag

ccaaaataaa
tataaagtaa
ttataaaaat
ttttaagttt
ttgcttttgt
aatttgacat
taagattaaa
agataaactt
tgctatccac
cagccaactg
ccgcacgtcet
gtgggtccgg
gccctceectce
tccteccecatce
gctgccggac
ccgcecccectcet
tggtagtttg
cgggatctcg
gggctctcgg
atttccgececg
tatatatttc
gggtagaatt

caaatgcagc

acctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
caatcccact

aggacacgct

acaaaggtaa
aatatcggta
tgaggatgtt
attcgetttt
aaatacagag
aatttttgag
atagctttcc
agactcaaéa
gatccatagc
gacaatagtc
cgcagccaaa
gtcgtggggg
cgcttccaaa
cccccaaccce
gacgagctcc
cctetttett
ggtgggcgag
cggctgggge
atgtagatct
tgctaaacaa
tgctgcttcg
tgaatccctc

ctcgtgecgga

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1399





