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(57) Sang ché dé cap dén protein lién quan dén tinh khang bénh va gen ma hoa cua né.

Protein dugc dé xudt 1a: a) protein c¢6 trinh ty axit amin nhu trinh ty axit amin tir 1-264 ctia

SEQ ID NO: 1; b) protein lién quan dén tinh khang bénh va thu dugc sau khi trinh ty axit

amin tur 1-264 ctia SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh ty bi thay thé va/hodc xda va/hodc

bo sung mot hodc mot vai don phan axit amin; c) protein v6i trinh ty axit amin nhu SEQ

ID NO: 1; hodc d) protein li€n quan dén tinh khang bénh va thu dugc sau khi trinh ty axit

amin nhu SEQ ID NO: 1 b1 thay thé va/hodc x6a va/hodc bd sung mot hoac mdt vai don

phén axit amin. Cac thi nghiém chimg minh rang protein lién quan dén tinh khang bénh va
gen mi hoa ctia nd c6 thé duoc sir dung dé tang cuong tinh khang bénh ¢ thyc vét.

Sang ché con dé cap dén san pham dé diéu tiét tinh khang bénh cua thyc vat, va
phuong phap tao ra thuc vat bién dbi gen c6 kha ning khang bénh.
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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cap

Sang ché d€ cip dén protein lién quan dén tinh khéang bénh va gen ma hoa cta

no.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Bong 1a mdt cdy hoa mau quan trong & Trung Quéc, va hang dét bong chiém vi
tri quan trong trong thurong mai xuit khiu cta Trung Quéc. Bénh héo Verticillium 14
mdt bénh quan trong nhét & ciy bong, v6i dién tich anh hudng tai dién hang nim hon
ba tridu dén bdn triéu hm? & Trung Quéc, chiém hon 70% dién tich trdng bong. Pidu
nay thuong gay ra viéc cit bd 20%-30%, dén 60%-70% & ving nhiém bénh ning,
tham chi 14 mAt miia. Luong bong mét di hang ndm do bénh héo Verticillium 1én dén
mot triéu tin, va chét lugng soi bong giam di dang ké sau dot bénh. Hién nay, giéng
bong Gossypium hirsutum duge trong véi quy md 16n & Trung Qudc rit kho dat
dugc mic d0 khing bénh cao véi bénh héo Verticillium. Gibng Gossypium
barbadense, mdc du c6 kha ning khang lai bénh héo Verticillium, nhung khong thé
trf)ng trén dién rng vi ning suét thép, su nhay cam véi bénh héo Fusarium, doi hoi
nhiét d9 tich liiy cao, v.v. Tir ndm 1950, nhitng nha nhan giéng bong & Trung Qubc
da cb ging két hop céac gen khang bénh cta loai Gossypium barbadense vao loai
Gossypium hirsuloaifb bang cach lai tao, dé tao ra cac gidng c6 kha nang khéang cao
v6i bénh héo Verticillium va ¢6 ning suét cao, nhung déu thit bai. Liu Haiyang va
cong sy (2012) d4 bio cdo ring, trong sb 120 gidng duoc trdng & khu vuc tréng bong
chinh va cac khu vuc thir nghiém, chi duy nhat mét gidng & gitta khang bénh héo
Verticillium va khang bénh, va con lai 13 c4c gibng chiu bénh va nhay cadm véi bénh.

Do véy, cin phéi tach dong gen lién quan dén kha ning khang bénh tir gidng
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Gossypium barbadense, va biéu hién gen nay vao gidng Gossypium hirsutum nang
suét cao bing phuong phap bién dbi gen, @& tao ra cac gidng ning sudt cao va khang
lai Verticillium dahliae. Piéu nay s& c6 y nghia quan trong trong viéc gia ting san
xuét bong, cai thién thu nhdp cia néng din, ddm bao an toan cho bong & Trung

Qubc, va thiic ddy su phat trién kinh té quéc gia.

Con tring va bénh chinh & cdy bong bao gdm bénh héo Fusarium, bénh héo
Verticillium, va sau buém Helicoverpa armigera. Bénh héo Verticillium khéng chi
¢6 khu vyc anh hudng rong, ma con c6 khu vuc bi bénh ning ting cao. Céc ching
gy bénh rung 14 manh dic biét gdy thiét hai nghiém trong, va 71,9% céc ching gay
rung 14 13 vi khuin gy bénh manh. Tir nim 1993, bénh héo Verticillium d3 thuong
xuyén bung phét & Trung Québc. Nam 2003, su bung phét bénh héo Verticillium trén
quy mb 16n di dong thoi xay ra & khu vuc song Hoang Ha, khu vuc song Duong T,
va khu vuc tréng gibng Gossypium hirsutum & phia tdy. Nam 2006, bénh héo
Verticillium d3 tin céng khu vuc tréng bong cua Jiluyu (cc tinh Ha Bic, Son Déong
va Ha Nam ctia Trung Qubc) mét cach nghiém trong, va hon 70% tdng dién tich
bong clia c4c tinh ndy da bi méc bénh nghiém trong. Hién nay, khu tu tri Tan Cuong
da tré thanh khu vye trong bong chinh & Trung Qudc, va véi su phd bién cuia phuong
phép tudi nhoé giot dudi mang phi, sy anh hudng cua bénh héo Verticillium ciing

tdng nhanh.

Su xuit hién ciia bénh héo Verticillium khong chi lam giam sy tao thanh xo
bong, ma con anh hudng nghiém trong dén chét lrong bong. Bénh héo Verticillium
thuong duge chia thanh ndm mirc d6 tir Mtc do 0 dén Mic d6 IV, va dé do tinh
khang bénh ctia mot giéng, chi sb bénh nay thuong dugc st dung. V6i bénh héo
Verticillium, cc chi sb bénh & mirc 0-10, 11-20, 21-35, va cao hon 35 tuong ting véi
kha ning chéng chiu cao, kha ning khang bénh, kha ning chiu bénh va nhay cam véi
bénh. Sau khi bong bi nhiém bénh, s6 lwong qué nang trén mdi c4 thé cay s& bj giam

di ddng ké do thiéu hut ngudn cung cép chét dinh dudng. Khi bénh tré nén nghiém
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trong, sé lugng qua nang trén mdi c4 thé cy sé& thip hon 50% so véi didu kién binh
thudng (khi d6 sb lugng qua nang trén mdi c4 thé cay 1a khoang 18). Trong truong
hop nhu viy, ngay ca khi qua nang khong rung bét, thi trong lugng mdi qua bong
cling s& giam di ddng ké. Ngudi ta uéc tinh ring, su bung phat bénh héo do
Verticillium ndm 2003 da 1am giam sy tao thanh xo béng 1én dén 230 triéu kilogam,
gay thiét hai truc tiép cho nén kinh t§ 3 ty RMB. Sau d6, bénh héo do Verticillium
gdy thiét hai kinh té hon 1 ty RMB mdi nim & Trung Qudc. Sau khi bj nhiém bénh,
bong c6 kha niang chéng chiu cao s& chiu chit luong soi xAu di dang ké, bao gdm
lam gidm d¢ min chung 20%, giam do bén 22%, va giam chiéu dai 2 mm. Bénh héo
Verticillium gy ra béi vi khudn Verticillium dahlia & Trung Qudc. Mot khi da &
trong dit, vi khudn ndy s& tdn tai dugc hoen 20 nim. Vi thé ma bénh héo
Verticillium dugc biét dén nhu bénh “ung thu” & cdy bong. Bénh héo Verticillium da
thu hut sw cht ¥ & Trung Quéc trong viéc nghién ctru va kiém soét né tr nim 1972,
nhung van chua dugc kiém soat hiéu qua cho dén thoi diém ndy. Hién nay, viéc
kiém so4t bénh héo Verticillium cha yéu bao gbm kiém soat héa hoc, kiém so4t sinh
hoc, kiém so4t nong nghiép, va kiém so4t nhén giéng khang bénh. Kidm so4t héa
hoc ¢6 hiéu qua kiém soat nhat dinh, nhung cfing gy ra 6 nhiém mai truong nghiém
trong. Kiém so4t sinh hoc, sir dung Trchoderma spp., tao ra hiéu qua kiém soat nhét
dinh, tuy nhién, hiéu qua ctia kiém so4t sinh hoc phén 16n phu thudc vao didu kién
mdi trudng. Va viéc kiém soat nong nghiép lau dai kho dat duge & Trung Qudc.
Kiém soat nhan giéng khéng bénh, muc dich 14 tao ra cac giéng khéng bénh, 1a
phuong phép hiéu qua nhét vé chi phi. Do vdy, giai phap hiéu qua nhat v& chi phi véi
van d& boéng khang v6i bénh héo Verticillium 1 tich dong gen lién quan dén tinh
khang bénh, tao ra cic gidng bbng mdi bing phuong phap bién dbi gen, va tdng

cuong kha ning dé khang vé6i Verticillium.

Viéc st dung phuong phap bién ddi gen @8 tao ra cac ngudn gen méi va tréng
cac gidng khang bénh 1a cach tiép can hiéu qua nhat vé& chi phi d& kiém so4t bénh

héo Verticillium. Gidng Gossypium barbadense L., mic du c6 kha nang khang cao

_4-
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v6i bénh héo Verticillium do chira gen lién quan dén tinh khang bénh, nhung khong
dwoc trong trén dién tich 16n do nang sudt thap. Va gen khang bénh ctia n6 rat khé dé
tich hop vao by gen clia Gossypium hirsutum bang cach lai tao. Do vay, giai phap tot
nhét 13 tich dong gen lién quan dén tinh khang bénh héo Verticillium tr Gossypium
barbadense, bién nap gen nay vao Gossypium hirsutum L., va tao ra giéng vira c6
ning suit cao vira c6 kha ndng khang bénh héo Verticillium wilt. Di truyén hoc phin
tir hién dai da lam cho viéc tach dong cac gen c6 lién quan dén tinh khang bénh tré
nén dé dang. Trong nhitng nim gén day, cac nha nghién ctru trén thé gi6i da tao ra
nhitng quy trinh ddc hiéu dé tach dong gen khang Verticillium (gen R), bién nap gen
khang vi sinh vat phd rong, va bién nap gen lién quan dén tinh khang bénh tir
Gossypium barbadense. Nghién ciru trén 3 mé rong cac ngudn gen khang bénh héo
Verticillium, va tao nén tang cho viéc tao ra cac gidng bién dbi gen c6 kha nang
khing Verticillium. Thém vao d6, trong nhitng nim gan déy, v6i nghién ctru siu vé
co ché twong tac giita thue vat véi cdc mdm bénh, ngudi ta thiy rang PTI (mién dich
kich hoat béi PAMP, phan tng mién dich gay ra béi yéu t6 gdy bénh ngoai bao) va
and ETI (mién dich kich hoat béi co quan dép Gng kich thich, phan tng mién dich
gdy ra béi yéu t6 dap wng kich thich ndi bdo) 14 hai phuong thire kich hoat mién dich
& thyc vat. Trong céc nghién ciru vé bénh héo Verticillium, cdc nha khoa hoc Ha Lan
da lan dau tién ching minh dugc co ché PTI c6 thé thich img véi thuc vat khang
Verticillium dahliae, trong khi c6 ché khang bénh héo Verticillium noi bio dén nay

van chua dugc bao cdo.
Bén chat ky thuit ciia sing ché

Vin dé ky thuat dugc giai quyét béi sang ché nay 13 1am thé nao dé tdng kha

ndng khang bénh & thuc vat.

bé gidi quy€t van dé ky thuat néu trén, sdng ché nay dau tién dé xuat mot

protein.
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Protein dugc d& xuét béi sang ché nay, c6 tén 1a VAL, 1a mot protein nhu sau:
a) protein c6 trinh tw axit amin 13 trinh ty axit amin tir 1-264 cia SEQ ID NO:1;

b) protein ma lién quan dén tinh khéng bénh va thu dugc sau khi trinh tu axit
amin nhu trinh ty axit amin tir 1-264 cia SEQ ID NO:1 trong danh muc trinh tu bi

thay thé va/hoic xéa va/hodc bd sung mot hodc mdt vai don phin axit amin;
¢) protein véi trinh ty chudi axit amin nhu trong SEQ ID NO:1; va

d) protein ma lién quan dén tinh khang bénh va thu dugc sau khi trinh ty axit
amin nhu duoc thé hién trong SEQ ID NO:1 trong danh myc trinh trr bi thay thé

va/hodc x6a va/hodc bd sung mdt hodc mot vai don phan axit amin,

trong d6 SEQ ID NO:1chtra 287 axit amin, va trinh tu axit amin tir 265-287 cta
chudi SEQ ID NO:1c6 chira trinh ty axit amin FLAG.

Dé thudn loi cho viéc tinh ché protein trong muc a), mdt doan mdi nhu trong
Bang 1 dugc gan vao dau amino hodc dau cacboxy cua protein dwgc chi ra trong

SEQ ID NO:1 trong danh muc trinh tu.

Bang 1: Céc trinh ty mdi

Moi S Iugng don phén Trinh tu

Poly-Arg | 5-6 (thuong la 5) RRRRR

Poly-His |2-10 (thuongla 6) | HHHHHH

FLAG 8 DYKDDDDK
Strep-tag 11 8 WSHPQFEK
c-myc 10 EQKLISEEDL

VdAL trong myc b) hodc d) trén ddy c6 thé dugc téng hgp nhén tao, hoic thu

duoc bang cach tong hop tir gen ma hoa nd va sau d6 biéu hién sinh hoc. Gen m3

-6-
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héa VdAL trong muc b) trén day c6 thé thu duoc sau khi codon cuia mot hodc mot
vai don phén axit amin bj x6a khéi trinh tw ADN nhu trinh tu nucleotit tir 1-792 cta
SEQ ID NO:2 trong danh muc trinh tw, va/hodc sau dot bién mat doan ctia mot hodc
mot vai bazo trong d6, va/hodc sau khi trinh tu chudi ma héa doan mdi nhu trong
Bang 1 dugc cong hop vao ddu 5° va/hodc diu 3° cia no.

Pé giai quyét van dé ky thuét trén, sang ché dé xuit thém mot vat liéu sinh hoc

chtra VdAL.

Vit li€u sinh hoc dugc dua ra boi sang ché, ma co lién quan dén protein VAdAL,

14 mdt loai dugce chon loc trong nhém bao gém tr B1) dén B22) nhu sau:

B1) phén tir axit nucleic ma hoa VAAL;

B2) cat-xét biéu hién gen chira phén t axit nucleic B1);

B3) vecto tai td hop chira phén tit axit nucleic B 1);

B4) vecto tai td hop chira cat-xét bidu hién B2);

B5) vi sinh vat tai t& hop chira axit nucleic B 1);

B6) vi sinh vat tai td hop chira cat-xét bidu hién B2);

B7) vi sinh v4t tai t hop chira vecto t4i td hop B3);

B8) vi sinh vat tai t hop chira vecto téi td hop B4);

B9) dong té bao thuc vat bién dbi gen chira phan tir axit nucleic B1);
B10) dong té bao thuc vat bién dbi gen chira cat-xét bidu hién B2);
B11) dong t€ bao thuc vat bién dbi gen chira vecto tai td hop B3);
B12) dong té bao thuc vat bién déi gen chita vecto tdi t5 hop B4);
B13) mo thyc vt bién ddi gen chira phén tit axit nucleic B1);
B14) md thuc vét bién ddi gen chira cat-xét bidu hién B2);

B15) m6 thurc vat bién ddi gen chira vecto téi tb hop B3);

B16) md thuc vét bién ddi gen chira vecto tai td hop B4);

B17) co quan thuc vit bién ddi gen chira phén tir axit nucleic B1);

B18) co quan thuc vét bién dbi gen chira cat-xét biéu hién B2);
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B19) co quan thuc vat bién dbi gen chua vecto tai tb hop B3);
B20) co quan thyuc vat bién dbi gen chua vecto tai tb hop B4);
B21) thue vat bién dbi gen chira phan tr axit nucleic B1); va

B22) thuc vét bién ddi gen chira c4t-xét biéu hién B2).

Trong céc vét li€u sinh hoc trén, phén tir axit nucleic B1) 1a mot gen dugc dai

dién boi:

1) phén t&¢t cADN hodc ADN véi trinh tu nucleotit 13 trinh tu nucleotit tir 1-792
cia SEQ ID NO:2 trong Danh muc trinh tu;

2) phén tir cADN hodc ADN boc 16 75% hoic giéng nhiéu hon véi trinh tu
nucleotit duoc x4c dinh trong muc 1) va ma hoéa cho VAL,

3) phén ttt cADN hodc ADN ma lai ghép, duéi cdc diéu kién nghiém ngat, vdi
trinh tu nucleotit dugc xac dinh trong muc 1) va ma hoéa cho VdAL;

4) phén tir cADN hodc ADN v6i trinh ty chudi nucleotit nhu SEQ ID NO:2
trong Danh muc trinh tu;

5) phan tir cADN hodc ADN ma boc 16 75% hodc giéng nhidu hon véi trinh tu
nucleotit duoc x4c dinh trong muc 4) va ma hoa cho VdALl; hoic

6) phan tir cADN hodc ADN ma lai ghép, duéi céc diéu kién nghiém ngat, voi

trinh ty nucleotit dugc xac dinh trong muc 4) va ma héa cho VdAL.

Phén tir axit nucleic cé thé 1a ADN, chéng han nhu cADN, ADN hé gen, va
ADN téi td hop. Hodc phén t& axit nucleic ciling c6 thé 13 ARN, ching han nhu
mARN va hnARN.

SEQ ID NO: 2 bao gém 864 nucleotit ma hoa trinh tu axit amin nhur SEQ ID
NO: 1. Trinh ty nucleotit tir 793-864 ciia SEQ ID NO: 2 mi hda cho FLAG c¢6 trinh
tu nhu trinh ty axit amin 265-287 ctia SEQ ID NO: 1; va trinh tu nucleotit tir 1-792
ciia SEQ ID NO: 2 mi hoa cho protein ¢ trinh tu chudi axit amin tir 1-264 ciia SEQ
ID NO: 1.
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Nguoi ¢6 trinh d trung binh trong linh vuc ky thuét c6 thé d& dang cho phép
x4y ra dot bién trén trinh tu nucleotit mi héa cho protein VAdAL ctia sang ché nay, st
dung cac phuong phép da biét, ching han nhu tién hoa c6 dinh huéng va dot bién
diém. Cac nucleotit ma di bi bién dbi nhan tao va bdc 10 75% hoic gibng nhiu hon
voi trinh ty nucleotit cia VAAL dugc phén 14p trong sdng ché nay, mién 1a ching
van mi héa cho VAAL va c¢é chirc nang clia VAL, 1a cac trinh tu nucleotit bat

ngudn tir sang ché nay va twong duong vdi trinh ty chudi ciia sang ché.

Nhu d4 dé cép trong tai liéu ndy, thuat ngit “giéng” @& cap dén su tuong ty vé
trinh tu véi trinh tu axit nucleic tw nhién. “Giéng” c6 nghia 1a mét trinh tu nucleotit
c6 dd twong tu 75% hodc hon, 85% hodc hon, 90% hoic hon, hoic 95% hodc hon
v6i trinh tu nucleotit ma héa cho protein c6 chira trinh tw axit amin nhu SEQ ID NO:
1 hodc trinh tyr axit amin tir 1-264 cia SEQ ID NO: 1 ctia sang ché nay. Su giéng co
thé dwoc danh gia bang mit thudng hodc bing phin mém may tinh. Khi st dung
phidn mém mady tinh, sy giébng nhau cia hai hay nhiéu trinh tw chudi c6 thé biéu hién
& dang phén trim (%), c6 thé duge danh gi4 su gidng nhau giita cc trinh tw chudi c6

lién quan.

Trong cac vt liéu sinh hoc trén, cac diéu kién nghiém ngit bao gdm lai & nhiét
d6 68°C trong dém 2xSSC véi SDS 0,1%, tiép theo 14 rira mang hai 1an mdi 13n 5
phut, va sau d6 lai & nhiét do 68 °C trong dém 0,5xSSC vé6i SDS 0,1%, tiép theo 1a
rra mang hai 14n mbi 14n 15 phut; hodc cach khéc 1a lai ¢ nhiét d6 65 °C trong dém

0,1xSSPE (hodc 0,1xSSC) v4i SDS 0,1%, tiép theo 1a rira mang,.
Su gidng 75% hodc hon c6 thé 1a gibng 80%, 85%, 90%, 95% hoiic hon.

Trong céac vat liéu sinh hoc trén, cat-xét biéu hién B2) (cat-xét biéu hén gen
VdAL) bao gém phan tir axit nucleic ma héa VAAL dé cap dén mot ADN c6 kha
ning biéu hién VAAL trong t& bao chi. ADN khéng chi bao gdm mot chit hoat héa

khéi dong qua trinh phién ma cia gen VdAL, ma con bao gdm mét chét két thuc dé
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két thiic qua trinh phién ma cia gen VAAL. Cat-xét biéu hién c6 thé chua thém cac
trinh tu ting cuwong. Chat hoat hoa c6 thé duge st dung trong sang ché bao gdm,
nhung khong gidi han boi, chét hoat héa co dinh, va chét hoat hoa dic hi€u cho cac
mo, cic co quan va su phat trién, va chit hoat héa cam tmg. Cac vi du vé& chit hoat
hoéa bao gdbm, nhung khong gi6i han béi, chit hoat héa co dinh 35S cua virut khim
sip lo, chit hoat héa cam tng béi chin thwong tir cdy ca chua, leucine
aminopeptidase (“LAP,” Chao va cong su (1999) Plant Physiol 120: 979-992); chét
hoat hoéa cdm tng héa hoc tir ciy thude 14, protein 1 lién quan dén sinh bénh hoc
(PR1) (cdm Ung béi axit salicylic va BTH (este S-methyl benzothiadiazole-7-
carbothioic axit)); chit hoat héa trc ché proteaza II & ca chua (PIN2) hoic chit hoat
héa LAP (tit ca c6 thé cam Ung v6i metyl jasmonat); chét hoat hoa séc nhiét (US
5,187,267); chét hoat héa cam g véi tetracyclin (US 5,057,422); chét hoat hoa dic
hiéu cho hat, ching han nhu chit hoat héa dic hidu cho hat ké (Setaria italica) pF128
(CN 101063139B (s6 don CN 200710099169,7), chat hoat héa dic hidu cho protein
du trit trong hat (vi du nhu, cic chét hoat héa phaseolin, napin, oleosin, va beta
conglyxin tir d4u nanh (Beachy va cdng su (1985) EMBO J. 4: 3047-3053)). Chiing
c6 thé duoc st dung don 1& hoic két hop vé6i cac chit hoat héa thuc vat khac. TAt ca
cac tai liéu tham khao dugc trich din dwoc tip hop trong tai lidu nay bing cach tham
chiéu véi tinh toan ven cta nd. Cac chat két thuc phién ma thich hop bao gbm,
nhung khong gi6i han béi, chit két thiic tdng hop nopalin tir Agrobacterium (chAt két
thiic NOS), chét két thiic 35S virut kham stp lo (CaMV), chit két thiic tml, chat két
thiic tbeS E9 tir dau ha lan, va chit két thuc nopalin va octopin syntas (xem, vi du,
Odell va cong su (1958) Nature, 313: 810; Rosenberg va cong su (1987) Gene, 56:
125; Guerineau va cong su (1991) Mol. Gen. Genet, 262: 141; Proudfoot (1991)
Cell, 64: 671; Sanfacon va cong su, Genes Dev., 5: 141; Mogen va cong su (1990)
Plant Cell, 2: 1261; Munroe va cong su (1990) Gene, 91: 151; Ballad va cdng su,
Nucleic Acids Res., 17: 7891; va Joshi va cong su (1987) Nucleic Acid Res., 15:
9627).
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Mot vecto biéu hién hién nay c6 thé duoc ding dé xay dung mot vecto tai td
hop chira cat-xét biéu hién cia gen VdAL. Vecto biéu hién thuc vt bao gém cac
vecto cla tumefacien Agrobacterium nhi thé, mot vecto c6 thé duogc st dung cho
phuong phép bin gen & thuc vat, va céc loai twong tw, ching han nhu pAHC25S,
pBin438, pCAMBIA1302, pCAMBIA2301, pCAMBIA1301, pCAMBIA1300,
pBI121, pPCAMBIA1391-Xa, hoic pCAMBIA1391-Xb (CAMBIA). Vecto biéu hién
thuc vat c6 thé chia viung khong dich ma & dau 3’ cua mot gen khac, nghia 13 mot
diu hiéu gin dudi poly(A) va bit ky mot manh ADN khach lién quan dn xir Iy
mARN hoic biéu hién gen c6 thé bao gdm trong d6. DAu hidu gan dudi poly(A) ¢6
thé din dén viéc gin dudi poly(A) vao diu 3’ ctia mot tién mARN. Vi du, gen
plasmit cdm Ung béi bénh sui canh do Agrobacterium (Ti) (ching han nhu gen
nopalin syntas Nos), va ving khong dich ma dugc phién ma & dau 3’ cta gen thuc
vét (ching han gen ma héa protein dy trit & d4u nanh) tit ca c6 chirc nang tuong tu.
Khi gen trong séng ché nay dugc st dung dé xay dung vecto bidu hién thuc vit,
doan ting cudng, bao gdbm doan tang cuong dich ma hay doan tang cudng phién m4,
cling c6 thé duoc sir dung. Ving ting cudng, ¢6 thé 13 b ba khoi dong ATG, bd ba
khéi dong & ving ké tiép, hoidc tuong tu, phai tring v6i khung doc mé cua trinh tu
chudi ma hoa, d¢ ddm bao dich ding toan bd chudi. Tin hiéu kiém soat dich ma va
bd ba khéi dong, ma c6 nhidu ngudn khac nhau, c6 thé 1a tu nhién hodc téng hop.
Ving khéi dong dich mi c6 thé bit ngudn tir mot vung khéi dong phién mi hodc
mot gen cAu tric. Dé thun 1¢i cho viéc nhén dang va sang loc cac té bao thuc vat va
cac cay bién dbi gen, mot vecto biéu hién thuc vat c6 thé dugc xir ly thong qua, vi
dy, thém vao mét gen ma c6 thé duogc bidu hién & thuc vat ma c6 thé ma héa cho mot
enzym tao ra mau hoic téng hop mot hop chét phéat quang (ching han nhu gen GUS
va gen luciferaza), gen chi thi khéng sinh (ching han nhu gen nptll ma mang lai kha
nang khang kanamyxin va céc khang sinh lién quan, gen bar ma mang lai kha ning
khéng thude diét co, gen hph ma mang lai kha ning khang khang sinh hygromyxin,

gen dhfr ma mang lai kha ning khang metotrexat, va gen EPSPS ma mang lai kha
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ning khdng gene glyphosat), gen chi thi phan tng chit hoa hoc (ching han nhw gen
khang thudc diét co), hodc gen ma hoa mannoza-6-phosphate isomeraza ma mang lai
khé ning chuyén héa mannoza. P& dam bao an toan cho thyc vat bién dbi gen, ching
c6 thé duoc bién ddi truc tiép bing cach sang loc ngugc ma khong can gen chi thi

chon Ioc.

Trong vét liéu sinh hoc trén, vecto ¢ thé 13 vecto plasmit, vecto cosmit, vecto

phago, hoidc vecto virut.

Trong vét li€u sinh hoc trén, vi sinh vat c6 thé 12 nAm men, vi khuén, tdo hoic

nim so¢i, ching han nhu Agrobacterium.

Trong vét li€u sinh hoc trén, co quan thuc vat bién doi gen c6 thé 13 hat cua cay
bién doi gen. Cdy bien doi gen (vi du, cdy ngd) co thé bao gdm hat, mé seo, cy
nguyén ven va t€ bao. Cay ngo bién doi gen c6 thé bao gom hat, mo seo, cdy nguyén

ven va té bao.

Trong mdt phuong an clia sang ché, gen ma hoa VAL (tec ADN dai dién bai
trinh ty nucleotit tr 1-792 cta SEQ ID NO: 2) dugc dua vao Agrobacterium
tumefaciens GV3101 qua mdt vecto tai td hop chira cat-xét biu hién cua gen mé hoa
VdAL. Vecto téi t6 hop 1a pSPTO1-VAAL thu dugc bing cach thay thé mot doan
gifta hai vi tri nhan biét Sal I va Kpn I trén pSPTO1 bing mdt phan tir ADN c¢6 trinh
tw nhu doan nucleotit tir 1-792 SEQ ID NO: 2. Vecto pSPT01-VdAL biéu hién
protein VdAL nhu SEQ ID NO: 1.

Trong mdt phuong 4n khéc cla sang ché, gen ma hoa VAAL (cu thé 13 phan tt
ADN dai dién boi cdc nucleotit tir 1-792 cia SEQ ID NO: 2) dugc dua vao
Agrobacterium tumefaciens GV3101 qua mot vecto tai td hop chira cat-xét biéu hién
cla gen ma héa VAAL. Vecto tai t hop 1a pCAMBIA1300-Super-VdAL thu duogc
bing cach thay thé mot doan gitta hai vi tri nhan biét Pst I va Kpn 1 trén
pCAMBIA1300-Super bing phan tit ADN c6 trinh tw nhu doan nucleotit tir 1-792
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ciia SEQ ID NO: 2. pPCAMBIA1300-Super-VdAL biéu hién protein VAL nhu SEQ
ID NO: 1.

Dé giai quyét van dé ky thuat trén, séng ché dua ra thém viéc str dung VdAL
hodc vt li¢u sinh hoc trong:
a) diéu hoa tinh khang bénh cta thuc vit; hodc

b) tao ra thuc vat bién dbi gen khang bénh.

Trong viéc st dung trén, thuc vat co6 thé 1a thuc vat hai 14 mam hoac thuc vat

mot 14 mam.

Trong viéc sit dung trén, tinh khang beeejnh c6 thé 1a tinh khang bénh héo

Verticillium.

Trong viéc st dung trén, thuc vat c6 thé 1 thuc vat hai 14 mim hodc thuc vét

mot 14 mam; va tinh khang bénh c6 thé 14 tinh khang bénh héo Verticillium.

Trong viéc st dung trén, thuc vat hai 13 mam c6 thé 13 thuc vat chi Gospiumsy.

Thuc vét chi Gospiumsy c6 thé 1a cdy bong. Cy bong cu thé 13 gidng sGK9708-41.

bé giai quyét vin @& ky thuat trén, sang ché dua ra thém phuong phép tao ra

thue vat bién d6i gen khang bénh.

Phuong phap tao ra thuc vat bién dbi gen khang bénh dua ra trong sang ché bao
gdm budce dua gen ma hoa VAL vio cay nhén, dé thu duoc cy bién dbi gen c6 tinh

khang bénh cao hon cdy nhén.

Trong phuong phép trén, gen ma héa VAL c6 thé 1 phan tir ADN véi trinh tu
chudi ma héa nhur trinh ty nucleotit tir 1-792 cia SEQ ID NO: 2 trong Danh muc

trinh tu.

Trong phuong phép trén, thuc vét c6 thé 1a thuc vat hai 14 mam va/hodc thyc vat

mot 14 mam.
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Trong phuong phip trén, tinh khang bénh c6 thé 1a tinh khéng bénh héo

Verticillium.

Trong phuong phép trén, gen mé héa VAAL c6 thé 1a mot phan tir ADN c6 trinh
tr ma hoa nhu trinh tu nucleotit tir 1-792 ciia SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh

tur; va thue vat c6 thé 1a thuc vat hai 14 mam va/hoic thuc vat mot 14 mam.

Trong phuong phép trén, gen ma héa VAAL c6 thé 1a mot phan tir ADN c6 trinh
tu md héa nhu trinh tu nucleotit tir 1-792 cua SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh
tw; va tinh khang bénh c6 thé 14 tinh khang bénh héo Verticillium.

Trong phuong phap trén, thuc vat c6 thé 1a thuc vat hai 14 mam va/hoac thuc vt

mot 14 mAm; va tinh khang bénh c6 thé 13 tinh khang bénh héo Verticillium.

Trong phuong phép trén, gen ma héa VAAL c6 thé 1a mot phan tir ADN c¢6 trinh
ty mé héa nhu trinh tw nucleotit tir 1-792 cta SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh
tu; thuc vat c6 thé 1a thue vat hai 14 mam va/hodc thuc vat mot 14 mim; va tinh

khéng bénh c6 thé 14 tinh khang bénh héo Verticillium.

Trong phuong phap trén, gen ma héa VAAL c6 thé 1a mot phan tir ADN c¢6 trinh
ty ma héa nhu trinh ty nucleotit tir 1-792 ctia SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh
tu.

Trong phuong phép trén, thuc vat hai 13 mam c6 thé 13 thuc vat chi Gospiumsy.

Thyc vét chi Gospiumsy c6 thé 13 cdy bong. Cay bong cu thé 13 gibng sGK9708-41.

Trong mot phuong 4n ciia sang ché, gen ma héa VdAL (cu thé 13 phan tt ADN
nhr SEQ ID NO: 2) duogc dua vao cdy dich thong qua mdt vecto bidu hién tai tb hop
gen VAAL c6 chira cat-xét biéu hién gen VAAL.

Trong phuong phap trén, gen VAAL c6 thé bi bién dbi tru6e rdi sau d6 duge dua

vao cdy nhan c6 hat dé dat dugc hidu qua bidu hién tét hon.
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Ngay tu dau, viéc bién dbi va t6i wu héa co thé duoc thuc hién theo yéu cau
thuc té dé 1am cho viéc biéu hién gen dugc hiéu qua. Vi dy, phu thudc vao bd ba ma
héa thich hop cua cdy nhan, ma by ba ma hoa cia gen VAAL c6 thé duge Iva chon
trong khi trinh tir axit amin ciia né van gitt nguyén dé phu hop véi sy twong thich cia
thye vat. Trong mot quy trinh t6i wu héa, cin duy tri mot ham lugng GC nhét dinh
trong trinh ty ma hoéa d3 dugc tdi wu dé dat dwge mirc d6 biéu hién cao nhét cia gen
dugc dua vao thuc vat, trong d6 ham lugng GC c6 thé 14 35 %, nhiéu hon 45%, nhiéu

hon 50 %, hoic nhiéu hon 60%.

Bén canh d6, mot trinh tu gen ké tiép methionin khéi dau c6 thé duoc bién dbi
dé lam cho viéc khéi dong dich ma dugc hiéu qua. Vi dy, mot trinh tu hiéu qua da

duoc biét dén & thuc vét c6 thé dugc st dung cho viéc bién dbi.

Hon nfra, viéc ghép ndi cac chét hoat hoa biéu hién cta cac thuc vat khac nhau
¢6 thé duoc thuc hién dé 1am thuan loi cho viée biéu hién gen VAAL & thue vat. Cac
chit hoat héa c6 thé bao gém chét hoat héa co dinh, chit hoat héa cam ung, chét
hoat héa diéu hoa béi thdi gian, chit hoat hoa didu hoa béi héa hoc, chit hoat hoa téi
wu héa md, va chét hoat héa dic hiéu mé. Su chon loc chit hoat hoa thay dbi theo
yéu cau vé thoi gian va khong gian biéu hién, va cling phu thudc vao loai. Vi du, mot
chét hoat hoa biéu hién ddc hiéu cia mdt mo6 hodc mot co quan phu thude vao giai
doan phat trién ma thu thé dugc yéu cau. Mic du da ching minh duoc rr?lng nhiéu
chét hoat hoa bét nguén tir cac thue vat hai 14 mim van ¢6 chirc nang & thuc vat mot
14 mim va ngugc lai, nhung ngudi ta vin mong chon dugc cic chat hoat héa cua
thuc vat hai 14 mam dé biéu hién & thue vat hai 14 mam, va chit hoat hoa cua thuc

vat mot 14 mam dé bi€u hién ¢ thuc vat mot 14 mam.

Thém vao d6, viéc ghép ndi cac chit két thuc ciing c6 thé dugc thuc hién dé cai
thién hiéu qua biéu hién cua gen trong sang ché, ching han nhu tml c6 ngudn gde tir
CaMV va E9 tir rbcS. Bét ky chét két thuc ¢ sin ndo d3 duoc bidt dén 13 c6 chirc

nang ¢ thye vat déu cd the dugc ghép ndi véi gen cla sang ché nay.
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Hon nita, mot trinh tu ting cuong, chéng han nhu mét doan intron (cu thé 1a tir
Adhl hoic déng) va mot trinh ty din tir virut (cu thé 1a tr TMV , MCMV, hoic
AMV) c6 thé dugc dua vao.

Vecto biéu hién tai td hop chita gen VJAL c6 thé dugc dua vao mot té bao thuc
vat bang cac phuong phép cong nghé sinh hoc thong thuong nhu plamit Ti, vecto
virut thye vat, bién d6i ADN truc tiép, vi tiém, va xung dién (Weissbach, 1998,
“Method for Plant Molecular Biology VIIL,” Academy Press, New York, pp. 411-
463; Geiserson and Corey, 1998, Plant Molecular Biology (2nd Edition)).

Trong phuong phap trén, thuc vat bién ddi gen duoc hidu khong chi bao goém
thyc vat bién ddi gen thé hé thir nhit thu dugc tir viéc bién nap gen VdAL vao cay
dich, ma con 13 thé hé sau cia ching. Di v6i thue vét bién dbi gen, gen c6 thé dugce
nhén 1én trong chinh loai thyc vat bién dbi gen, hodc cling c6 thé duge chuyén sang
cac gibng khac cung loai, dic biét 1a cac gidng thuong mai, thong qua cac phuong
phép ky thuat nhan gidng thong thuong. Thuc vat bién ddi gen c6 thé 13 hat, mo seo,

cdy nguyén ven hodc 1a té€ bao.

Dé giai quyét vin dé ky thuat trén, séng ché dua ra san phim d& diéu hoa tinh

khéang bénh cia thue vAt.

San pham diéu hoa tinh khang bénh cua thyc vat dugc dua ra boi sang ché bao

g6m protein VAAL hodc cac vét liéu sinh hoc.

Hoat chét cta san pham diéu hoa tinh khéng bénh cia thuc vat c6 thé 1a VAAL

hodc 1a cac vat liéu sinh hoc.

San phém diéu hoa tinh khéng bénh ctia thuc vat co thé duoc tao ra béi cac

budc:

tao ra vi sinh vt tai t0 hop, dé biéu hién gen ma hoa va thu canh truong nudi

cdy vi sinh vt tai t§ hop biéu hién VdAL; va
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pha v& céc vi sinh vét trong canh trudng nudi cdy dé thu duge tac nhan sinh hoc.

bé giai quyet van dé k¥ thut trén, sang ché dua ra viéc sit dung san phdm didu

hoa tinh khang bénh cua thuc vAt.

Trong viéc sit dung trén, thuc vat 13 thuc vat hai 14 mam va/hodc thuc vat mot 14
mam. Thyuc vat hai 14 mim co thd 1a thuc vat chi Gospiumsy. Thuc vét chi

Gospiumsy c6 thé 13 ciy bong. Cay bong cu thé 12 gibng sGK9708-41.
Trong sdng ché nay, bénh héo Verticillium géy ra boi ching V.
Mo ta van tit cic hinh vé

Fig. 1 cho thiy chi s§ bénh héo Verticillium & mot sé dong bong bién dbi gen
chita VdAL, trong d6 WT, FCK, va RCK tuong ung véi giéng sGK9708-41,
SCRC28, va GK44;

Fig. 2 cho thdy s6 lwong qua nang trén mdi c4 thé ciy & mot sb dong bong bién
dbi gen chira VAAL, trong d6 WT, YCK, va RCK tuong ung véi sGK9708-41,
SCRC28, va GK44;

Fig. 3 cho thdy kha ning khang lai bénh héo Verticillium & Arabidopsis thaliana
bién dbi gen chira VAAL, trong d6 A dai dién cho Arabidopsis thaliana bién d6i gen
dong 2 va 3, chita VdAL, ciia thé hé Ts; B dai dién cho mtc d¢ phién ma cia gen
VAAL & dong Arabidopsis thaliana bién dbi gen dong 2 va 3, chita VAL, ciia thé
hé T duge xé4c dinh bang phuong phap PCR ban dinh luvong; C chi thj cho tinh trang
ting trudng cua dong Arabidopsis thaliana bién ddi gen dong 2 va 3, chira VAAL,
ctia thé hé Ty sau khi cdy truyén cia gibng bong Verticillium dahlia; va D cho thy
chi s6 bénh clia dong Arabidopsis thaliana bién d6i gen dong 2 va 3, chira VAL,

ctia thé hé T;
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Fig. 4 cho thdy su phat hién bang phuong phép western blot cua protein VdAL
dugc biéu hién & Arabidopsis thaliana bién déi gen dong 2 va 3, chira VAAL, ciia thé

hé Ts; va

Fig. 5 cho thiy két qua do bang phuong phap western blot ciia gen VJAL &
dong bong bién dbi gen P1-89, chira VAAL.

MO ta chi tiet sdng ché cac phwong 4n ciia sang ché

Sang ché s&€ dugc mo ta chi tiét hon véi viéc tham khao cac vi du cu thé, cac vi
du nay dugc dua ra chi @& minh hoa cho sang ché, ma khéng 1am gi6i han pham vi

cua sang cheé.

Cac phuong phdp thuc nghiém duogc chi ra trong céc vi du sau day 13 cac

phuong phép thoéng thuong, trir khi dugce quy dinh khac.

Vit lidu, thube thir, va cac chit tuong tu dugc sir dung trong cic vi du sau diy

déu c6 sin trén thi trudng, trir khi dwoc quy dinh khac.

Verticillium dahlia trong cdc vi dy sau ddy la d& cdp dén ching Ve (Qi
Junsheng & Li Huaifang, “A New Detection Method of Wilting Induction by
Phytotoxin from V. dahliae on Cotton through Leaf Pricking and Spreading,” Cotton
Science, 2016, 18 (4): 228-232), ma c6 thé thu dugc tir truong Dai hoc ndng nghiép
Trung Quéc (tire 12 nguoi ndp don). VAt liéu sinh hoc & ddy c6 thé duoc dung cho
muc dich 13p lai c4c thi nghiém ctia sang ché ma khong duogc sir dung cho muc dich

khéc.

GK44 dugc st dung trong cac thi nghiém sau diy 1a mot san phdm cuoa

Shandong Jinqiu Seed Industry Co., Ltd.

SCRC28 dugc sit dung trong cac thi nghiém sau ddy la mot san phidm cia

Shandong Nongxing Seed Industry Co., Ltd.
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sGK9708-41 dugc sir dung trong cac thi nghiém sau dy 13 mot san phim cia

Xinjiang Cotton-Seed Industry Co., Ltd.

Arabidopsis thaliana Col duogc sir dung trong cac thi nghiém sau ddy 13 mot san

phim ctia Salk Institute for Biological Studies.

Vecto pSPTO01 dugc st dung trong cac thi nghiém sau day 1a pSPTOI1 trong Vi
du 1 cta sang ché Trung Quéc sb don 201010521702,6 (dwgc céng bd trén CN
101962658 A). pSPTO1 duge xdy dung trén co s¢ pCambial300, trong d6 chit hoat
héa cua gen dich 12 mot siéu chét hoat héa véi trinh tu Flag & trudc chit hoat héa, va

gen chi thj dugc thay thé bing gen tfdA.

Vecto pCAMBIA1300-Super dugc st dung trong cac vi du sau day 1a vecto
trong Vi du 1 ctia sang ché Trung Québc sb don 201010521702,6 (duge cong b trén
CN 101962658 A). pPCAMBIA1300-Super 1a vecto thu dugc sau khi chit hoat hoa
CaMV35S cia pPCAMBIA1300 (No.: FJ362601,1 trong Ngan hang gen) duoc thay

thé boi mot chat hoat héa siéu manh, va di€m cat cua enzym giéi han bi bién déi.

Agrobacterium tumefaciens GV3101 duge sit dung trong cac vi du sau day la

san phim ctia Beijing Jiuzhou Tian Rui Technology Co., Ltd.
Vi du thwe hién sang ché
Vidu1

Trong vi du nay, da chitng minh dugc ring protein VAAL c6 lién quan dén tinh

khang bénh c6 thé ting cudng tinh khang bénh cta cdy bong.
I. Thiét ké cay ngd bién dbi gen chita VAAL

Quy trinh 1: Thiét ké vecto tai tb hop va ching tai t hop
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Phén tt ADN c6 trinh ty nucleotit tir 1-792 ctia SEQ ID NO: 2 trong Danh muc
trinh tu, cu thé 13 gen VdAL ma héa cho protein lién quan dén tinh khang bénh dugc
téng hop nhan tao. Mot trinh ty chudi gifta vi tri nhan biét cua Sal I va Kpn 1 cia
vecto pSPTO01 dugc thay thé bdi phan tir ADN c6 trinh tu nucleotit tir 1-792 cia
SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh tu (cu thé 13 gen VdAL ma héa cho protein lién
quan dén tinh khang bénh), va cac trinh tu khéc ctia pSPTO1 van gift nguyén khong
doi, dé thu duoc vecto tai t hop tén 1a pSPT01-VJAL. Vecto téi t& hop pSPTOI-
VdAL biéu hién ra protein VdAL c6 lién quan dén tinh khang bénh c6 trinh tu nhu
SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh tu.

SEQ ID NO: 2 bao gbm 864 nucleotit, ma héa cho chudi axit amin nhu SEQ ID
NO: 1. Doan nucleotit tir 793-864 cia SEQ ID NO: 2 ma héa cho FLAG c¢6 trinh tur
axit amin nhu doan tr 265-287 ctia SEQ ID NO: 1; va doan nucleotit tir 1-792 ctia
SEQ ID NO: 2 maé hda cho protein c6 trinh tu axit amin nhu doan tir 1-264 cia SEQ
IDNO: 1.

pSPTO1-VJAL dugc dua vao Agrobacterium tumefaciens GV3101, dé thu duge
chiing tai to hop, tén 13 A-pSPT01-VdJAL.

pSPTO1 dugc dwa vao Agrobacterium tumefaciens GV3101, dé thu duoc ching

t4i td hop véi vecto rdng, va ching thu duge dit tén 12 A-pSPTO1.

Quy trinh 2. Thiét ké cay bong bién dbi gen chua protein VdAL lién quan dén
tinh khang bénh

Trong budc (1), A-pSPT01-VJAL trong thao tac 1 dugc trai trén moi truong rin
YEB c¢6 chitta kanamyxin véi ndng d6 cudi 50 pg/mL va rifampicin véi ndng d6 cudi

50 pg/mL, hoat héa va nudi cdy trong 48 h & 28 °C, dé thu duoc cac khuén lac don.

Trong buéc (2), mot khuén lac don thu dugc & budce (1) dugc chon loc va cdy

truyén sang 5 mL moi truong 16ng YEB chtra kanamyxin v6i ndng d6 cubi 50 pg/mL
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va rifampicin véi ndng d6 cudi 50 pg/mL, dugc nudi lic trong 12 h & 28 °C, dé thu

duge dung dich vi khuén.

Trong budce (3), 2 mL dung dich vi khudn thu dugc & bude (2) duoc cdy truyén
sang 500 mL mdi truong 1ong YEB chira kanamyxin véi néng do cudi 50 pg/mL va
rifampicin v6i ndng d6 cudi 50 pg/mL, nudi Ilic & 28 °C, va nudi cdy cho dén khi

ODgo = 0,8-1,0, dé thu dugce dung dich vi khuén.

Trong bude (4), dung dich vi khuin thu dugc & bude (3) dugc ly tdm 4000
vong/phut trong 10 phut & nhiét d6 phong, dé thu dugc phan két tia vi khuin.

Trong budc (5), két tia vi khuin trong budc (4) dugc hoa tan lai vao 200 mL
dung dich 1/2 MS, trong d6 15 pL Silwet-77 da duoc thém vao, sau khi dugc pha

tron dong nhit, dé tao thanh dung dich gdy nhiém Agrobacterium tumefaciens.

Trong bude (6), nu hoa clia giéng bong sGK9708-41 (dong nhay cam véi 2,4-D)
dwoc phan lap bing cach dong goi. Dung dich gay nhiém Agrobacterium
tumefaciens & bude (5) duge phun vao cic nu hoa da dong géi vao ngiy hom sau
trong khodng tir 8 dén 9 gid. Cac nu hoa duoc phun dung dich gy
nhiém Agrobacterium tumefaciens sau d6 dwgc dong goi dé tranh anh sang, va cac
ny hoa d4 bién nap dugc danh d4u bing soi dy do. Dong nay sau d6 goi 13 thé hé T,
ctia dong bién ddi gen. Dong bién dbi gen nay duoc nhan 1én dén thé hée T, (bang tyr
nhan giéng & mbi thé hé). Mbi thé hé duge chon loc vé6i 2,4-D, dé thu duge cac dong
bong bién d6i gen thé hé T,nhu sau: P1-89, P1-96, P1-117, P1-90, P1-84, P1-134,
P1-143, P1-109, P1-105, P1-76, P1-82, P1-136, P1-100, P1-127, P1-135,
P1102, P1-80, P1-104, P1-69, P1-110, P1-125, vaP1-111, chira VdAL.

Trong budc (7), gen VAAL clia dong bong bién dbi gen, chira VAL, thé hé T,
thu dugc ¢ bude (6) duge xac dinh & cip do gen. Gibng bong sGK9708-41 duoc sit
dung nhu mét diém quy chiéu kiéu dai véi cap mdi ATGCTTTCTCTCCAGACCGC
v GAGATTTGCCGGCGGCGGTG. Két qua chi ra ring két qua PCR ciia céc dong
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bong bién ddi gen, chira VAL, thé hé T, thu dwgc & bude (6) déu ¢6 bang muc tiéu
kich thuéc 792 bp, chimg to ring cic dong bong bién dbi gen, chira VdAL, thé hé T,
thu dugc & buée (6) déu mang gen VAAL.

Trong budc (8), sw biéu hién gen VAAL & cac dong bong bién d6i gen, chira
VAAL, thé hé¢ T, thu duge & bude (6) duge x4c dinh bing phuong phép PCR ban
dinh luong. Gibng bong sGK9708-41 dugc sir dung nhu mét diém quy chidu kidu
dai v6i cdp mdi ATGCTTTCTCTCCAGACCGC va
GAGATTTGCCGGCGGCGGTGT. UBQ dugc st dung nhu diém quy chiéu noi bd
v6i cdp mdi CCCTGGCTGATTACATC va TGGTGTCAGTGGGTTCAATG. Két
qua PCR cho thiy céc san phdm PCR ciia cac dong bong bién dbi gen, chira VJAL,
thé hé T, thu duoc & bude (6) déu chta bing muc tiéu, chiing t6 ring cac dong bong

bién ddi gen, chira VAAL, thé hé T, thu dugc & bude (6) déu biéu hién gen VJAL.

Trong budc (9), su biéu hién protein VAAL & cac dong bdng bién ddi gen, chira
VdAL, thé hé T, thu dugc & bude (6) duge x4c dinh bang phuong phap western-blot.
Gidng bong sGK9708-41 duge st dung nhu mdt diém quy chidu kiéu dai. Khang
thé flag (Cat. No. AB003-01A, mdt san pham ciia Shanghai Nearshore Technology
Co. LTD/Sinobio Biotech Co., Ltd.) dugc sir dung. Protein dwgc danh diu véi dung
dich nhudém mau Ponceau S, lugng chét tai ciia n6 dugc didu chinh, dé 1am cho tbng
lugng protein 14 nhu nhau & cdc 1an khac nhau. Két qua duoc dua ra trong Hinh 5.
Két qua cho thiy cic dong bong bién dbi gen, chira VAL, thé hé T, thu dugc &
buéc (6) déu da biéu hién protein VdAL

A-pSPT01-VdAAL dugc thay thé bing A-pSPTO1 tir bude (1) dén bude (6),
trong khi quy trinh van khéng d6i. Ciy bong bién dbi gen chtta vecto rong duge thu

lai va dit tén 1a dong bdng bién ddi gen chira vecto rdng.

II. Xéc dinh kha ning khéng bénh ctia cAy bong bién dbi gen chira VAL
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Bong bién dbi gen chira VAAL dugc gdy nhiém véi Verticillium dahliae, va tinh
khang bénh ctia cdy sau gy nhiém dugc danh gia theo chi s bénh héo Verticillium
va sb lugng qua nang trén mdi cé thé cdy cua n6. Thi nghiém dugc lip lai ba lan,

moi 1an bao gdm cac budc cu thé nhu sau.

Bong Verticillium dahliae dugc ciy truyén vao mot vuon wom bénh trong mdt
canh ddng & tinh Son Déng, dé thu dugc vuon wom bénh dugc phan b mot cach
dong nhét véi chiing Vog;. Cac dong bong bién dbi gen P1-89, P1-96, P1-117, P1-90),
P1-84, P1-134, P1-143, P1-109, P1-76, P1-82, P1-136, P1-100, P1-127, P1-135, P1-
102, P1-80, P1-104, P1-69, P1-110, va P1-111, chita VJAL, va bong bién ddi gen
chira vecto réng thu dugc & trén, gibng bong sGK9708-41, gidng bong khang bénh
héo Verticillium GK44, va giéng bong ning suit cao SCRC28 duoc tréng trong

vudn wom bénh trén, trong ting, 30 ciy mdi dong.

Su tac dong vao cdy bong dugc phan loai nhu sau trong giai doan hinh thanh
hoa va qué nang ctia né, va chi sé bénh héo Verticillium va hiéu qua kiém soat twong

d6i ctia bong cling dugc tinh todn (xem Bang 2 va Hinh 1):

Muc 0: khong ¢6 14 bi bénh;

Mre I: 0,1% -25% 14 bi bénh;

Mire I1: 25% (khong bao gbm) -50% 4 bj bénh;
Murc III: 50% (khong bao gém)-75% 14 bi bénh; va
Mirc IV: hon 75% 14 bi bénh.

Chi s6 bénh = (1 x Sb cdy & Mirc I + 2 x S8 cdy & Mirc I + 3 x S8 cdy & Mirc
II + 4 x S5 cay & Mttc IV) / (4 x tdng sb cay dugce didu tra) x 100.

Hiéu qué kiém soét twong d6i (%) = (chi sb bénh ctia sGK9708-41 - chi s bénh
clia bong bién ddi gen chira VAAL) / chi s bénh ctia sGK9708-41 x 100% (hiéu qua
kiém soét twong dbi ciia sGK9708-41 duoc dinh nghia 14 bang 0).
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S0 lugng qua nang hinh thanh trén mdi c4 thé cdy dugc dém vao cudi giai doan

tao qua nang. Két qua duoc chi ra trong Bang 3 va Hinh 2.

Béng 2. Chi sb bénh héo Verticillium va higu qua kiém soét trong dbi cua bong bién

d6i gen chira VAAL

Dong /Giéng Chi sé.b.én.h héo Hiéu qua klem soat
Verticillium tuong doi (%)
P1-89 2,78+1,00 93
P1-96 5,00+0,58 88
P1-117 5,68+0,58 86
P1-90 6,58+1,41 84
P1-84 6,82+0,50 &3
P1-134 7,14+3,00 &3
P1-143 9,09+1,00 78
P1-109 11,36+1,29 73
P1-76 12,50+1,05 70
P1-82 13,16+2,50 68
P1-136 13,64+2,16 67
P1-100 13,64+0,50 67
P1-127 16,30+2,06 61
P1-135 17,71+1,71 58
P1-102 18,06+1,26 57
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P1-80 20,26+2,45 51
P1-104 22,83+4,24 45
P1-69 29,41+0,00 30
P1-110 27,63+0,96 34
P1-111 26,67+1,50 36
.
sGK9708-41 42,19+0,95 0
GK44 7,61+£0,71 82
SCRC28 43,36+1,04 -3

Két qua cho thiy giéng bong sGK9708-41 khong c6 sy khac biét v6i bong bién
ddi gen mang vecto rdng vé chi sb héo Verticillium. Chi s§ héo Verticillium ctia céc
dong bong bién dbi gen chira VAAL déu thdp hon chi sé héo Verticillium cia gidng
bong kiéu dai sGK9708-41, va thdp hon so vdi gidng bong ning suit cao SCRC28.
Chi s6 héo Verticillium ctia mét s§ dong (ching han nhu P1-89, P1-96, P1-117, P1-
90, P1-84, va P1-134) déu thip hon chi sé héo cua gidng bong khang bénh héo
Verticillium GK44. Hiéu qua kiém soat twong dbi cua gidng bong sGK9708-41
khong c6 khac biét dang ké voi higu qua kiém soét twong dbi ctia bong bién ddi gen
mang vecto rdng. Hiéu qua kiém soat tuong ddi ctia cic dong bong bién ddi gen
chita VdAL déu cao hon hiéu qua kiém soat twong di cua gidng bong kiéu dai
sGK9708-41, va ciling cao hon ciia gidng bong ning sudt cao SCRC2S. Hiéu qua
kiém soat twong d6i ctia mot s§ dong (chéng han nhu P1-89, P1-96, P1-117, P1-90,
P1-84, va P1-134) déu dat trén 80%, thdm chi con cao hon hiéu qua kiém soat tuong

ddi cta giéng bong khang bénh héo Verticillium GK44.
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Két qua cho thdy VAAL ciia sang ché ndy co thé tang cuong kha ning khang

bénh héo Verticillium & thyc vat.

Bang 3 S6 lwong qua nang trén mdi c6 thé cay bong bién d6i gen chira VAL

Dong /Gidng S luong qua nang trén | Quan hé cAp sb nhan véi
moi cé the cay sGK9708-41
P1-89 10,3+1,91 2,71
P1-96 12,5+1,00 2,55
P1-117 12,2+1,21 2,49
P1-90 9,4+1,32 1,92
P1-84 8,9+1,10 1,82
P1-134 6,7+0,89 1,37
P1-143 10,2+0,78 - 2,08
P1-109 9,3+1,12 1,90
P1-105 10,7+0,99 2,18
P1-76 11,5+1,13 2,35
P1-82 12,1+0,57 2,47
P1-136 8,8+1,31 1,80
P1-100 13,1+1,16 2,67
P1-127 12,2+1,30 2,49
P1-135 9,1£2,00 1,86
P1-102 11,9+0,30 2,43
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P1-80 12,5+1,23 2,55
P1-104 13,3+0,95 2,71
P1-69 12,1+1,41 2,47
P1-110 10,9+0,59 2,22
P1-111 10+1,11 2,04
Bong bién doi gen 4,1+1,18 0,84
chira vecto rong

sGK9708-41 4,9+0,78 -

GK44 11,5+1,43 -

SCRC28 8,0+1,90 .

Luu y: “-” cho thay khong c6 phép so sanh dugc thuc hién.

Két qua cho thiy khong c6 su khac biét dang ké vé sb lugng qua nang trén mdi
c4 thé cdy gitra giébng bong sGK9708-41 va bong bién ddi gen chira vecto rdng. S&
luong qua nang trén mdi ca thé cdy cia cac dong bong bién dbi gen chira VAAL déu
cao hon s lugng quéa nang trén mbi ca thé cay cia gidng bong kiéu dai sGK9708-
41. S6 luong qua nang trén mdi c4 thé cdy ciia cic dong bong bién ddi gen P1-89,
P1-96, P1-117, P1-90, P1-84, P1-134, P1-143, P1-109, P1-105, P1-76, P1-82, P1-
136, P1-100, P1-127, P1-135, P1-102, P1-80, P1-104, P1-69, P1-110, va P1-111,
chira VAAL, ciing déu cao hon sé lwong qua nang trén mdi ca thé ciy cua gidng
bong ning sudt cao SCRC28. SO lwong qua nang trén mdi c4 thé cdy ctia mot sd
dong (such as P1-96, P1-117, P1-82, P1-100, P1-127, P1-102, P1-80, P1-104, va P1-
69) déu cao hon sd luong qua bong trén mdi ca thé cdy clia gidng bong khang bénh
héo Verticillium GK44. Ké qua cho thdy VJAL trong sang ché nay c6 thé ting
cuong kha ning khang bénh héo Verticillium va gidm su 4nh hudng ctia bénh héo

Verticillium dn ning suit bong.

-27-



29870

Vidu 2

Trong vi du nay, da chimg minh duoc ring protein VAAL c6 lién quan dén tinh

khéang bénh c6 thé ting cudng tinh khang bénh cta Arabidopsis thaliana.
I. Thiét ké Arabidopsis thaliana bién ddi gen chita VdAL
Quy trinh 1. Thiét ké vecto tai td hop va chiing tai t6 hop

Phan tt ADN c6 trinh tu nucleotit tir 1-792 ctiia SEQ ID NO: 2 trong Danh muc
trinh tu, cu thé 12 gen VAdAL ma hoa cho protein lién quan dén tinh khang bénh duoc
téng hop nhén tao. M{t trinh tu chudi gifra vi tri nhin biét cia Pst I va Kpn 1 cia
vecto pPCAMBIA1300-Super dugc thay thé boi phan tir ADN c¢6 trinh tu nucleotit tir
1-792 cua SEQ ID NO: 2 trong Danh muc trinh tu (cu thé l1a gen VAAL lién quan
dén tinh khang bénh), va cic trinh ty khic ctia pCAMBIA1300-Super van gift
nguyén khéng ddi, dé thu duge vecto tai td hop tén 1a pCAMBIA1300-Super-VdAL.
Vecto tai t& hop pCAMBIA1300-Super-VdAL biéu hién ra protein VAAL c6 trinh tu
nhu SEQ ID NO: 1 trong Danh muc trinh tu.

SEQ ID NO: 2 bao gém 864 nucleotit, md héa cho chudi axit amin nhu SEQ ID
NO: 1. boan nucleotit tir 793-864 cia SEQ ID NO: 2 ma hoéa cho FLAG c6 trinh tu
axit amin nhu doan tir 265-287 cua SEQ ID NO: 1; va doan nucleotit tir 1-792 cia
SEQ ID NO: 2 ma hoéa cho protein c6 trinh ty axit amin nhu doan tir 1-264 ctia SEQ
ID NO: 1.

pCAMBIA1300-Super-VdAL duogc dua vao Agrobacterium tumefaciens
GV3101, dé thu dugc ching tai td hop, tén 14 A-pCAMBIA1287-Super-VdAL.

pCAMBIA1300-Super dugc dua vao Agrobacterium tumefaciens GV3101, dé
thu dugc ching tai td hop véi vecto rdng, va ching thu dugc dit tén 1a A-

pCAMBIA1300-Super.

-28-



29870

Quy trinh 2. Thiét ké Arabidopsis thaliana bién dbi gen chira gen VAAL lién quan
dén tinh khang bénh

Trong bude (1), ching tai t& hop A-pCAMBIA1300-Super-VJAL trong thao tc
1 duoc trai trén moi treong rin YEB c6 chira kanamyxin véi ndng d6 cubi 50 pg/mL
va rifampicin véi ndng d6 cubi 50 pg/mL, hoat héa va nudi ciy trong 48 h & 28 °C,

dé thu dugc cac khudn lac don.

Trong budc (2), mdt khudn lac don thu duge & budce (1) duge chon loc va chy
truyén sang 5 mL mdi trudng 1éng YEB chita kanamyxin véi ndng d6 cubi 50 pg/mL
va rifampicin v6i ndng d6 cudi 50 pg/mL, duge nudi lic trong 12 h & 28°C, dé thu

dugc dung dich vi khuén.

Trong buédce (3), 2 mL dung dich vi khudn thu duogc & bude (2) duogc ciy truyén
sang 500 mL moi truong 1ong YEB chira kanamyxin voi ndng d6 cubi 50 pg/mL va
rifampicin véi nbng dd cubi 50 pg/mL, nudi lic & 28°C, va nudi ciy cho dén khi

ODgg = 0,8-1,0, dé thu dugc dung dich vi khuén.

Trong budc (4), dung dich vi khuén thu duge & bude (3) duge ly tam 4000

vong/phut trong 10 phut & nhiét d6 phong, @8 thu dugc phan két tha vi khuln.

Trong budce (5), két taa vi khudn trong budc (4) dugc hoa tan lai vao 200 mL
dung dich 1/2 MS, trong d6 15 pL Silwet-77 da dugc thém vao, sau khi dugc pha

tron ddng nhét, dé tao thanh dung dich gay nhiém Agrobacterium tumefaciens.

Trong budc (6), cum hoa cia Arabidopsis thaliana Col trong giai doan ra hoa
duoc ngdm vao dung dich gdy nhiém Agrobacterium tumefaciens thu dugc trong
bude (5) trong 30 gidy va sau do duoc 14y ra va trong & nhiét d6 phong trong 24 gid

trong didu kién t6i, dé thu dwoc Arabidopsis thaliana da gay nhiém.

Trong budc (7), Arabidopsis thaliana da gy nhiém thu dugc & bude (6) dugc

trbng & nhiét do phong trong 24 h trong v6i 4nh sang yéu, sau d6 tréng & nhiét do
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22°C trong chu ky sang-tdi 12 16 gio chiéu sang /8 gid tdi. Cay nhu viy 1a ciy bién
dbi gen thé hé T,. Cay bién dbi gen niy duoc nhén 1én dén thé hé T; (bang tu nhén
giéng & mbi thé hé). Mdi thé hé duoc chon loc vai hygromyxin, dé thu dugc
Arabidopsis thaliana bién @i gen dong 2 va 3, chira VAAL, thé hé T; (xem Hinh 3 -
A)

Trong budc (8), gen VAAL cta Arabidopsis thaliana bién ddi gen dong 2 va 3,
chira VdAL, thé hé T; thu dugc trong budc (7) duge xéc dinh & cép dd gen. was
identified at a genomic level. Arabidopsis thaliana Col dugc st dung nhur mot diém
quy chibu kiéu dai v6i cip mdi ATGCTTTCTCTCCAGACCGCAGC va
TAGCGCAGTTACGATCAGGGTCG. Két qua chi ra ring két qua PCR clia céc
dong 2 va 3 ddu c6 bang muc tiéu kich thudc 403 bp, chimg t6 ring cac dong 2 va 3

déu mang gen VAAL.

Trong budc (9), sw biéu hién gen VAAL & Arabidopsis thaliana bién d6i gen
dong 2 va 3, chira VdAL, thé hé Ts thu dugc trong bude (7) duge xac dinh bang
phuong phap PCR bén dinh luong. Arabidopsis thaliana Col dugc stt dung nhu mot
diém quy chiéu kiéu dai véi cip mbdi GCAACATCACCCTTCGTACT va
CAGACTGGTTGCCGAAGAA. UBQ dugc sir dung nhu diém quy chiéu noi bo véi
cip mdi CCCTGGCTGATTACATC vi TGGTGTCAGTGGGTTCAATG (xem
Hinh 3 - B). K&t qua chi ra ring két qua PCR ctia cac dong 2 va 3 déu chtra bing

muc tidu, chimg t6 dong 2 va 3 déu biéu hién gen VJAL.

Trong budc (10), su biéu hién protein VAAL & Arabidopsis thaliana bién ddi
gen dong 2 va 3, chira VdAL, thé hé T; thu dugc trong budc (7) duge xac dinh béng
phuong phap western-blot. Arabidopsis thaliana Col dugc st dung nhu mot diém
quy chibu kiéu dai. Khang thé flag (Cat. No. AB003-01A, mdt san phim cua
Shanghai Nearshore Technology Co. LTD/Sinobio Biotech Co., Ltd.) duoc sir dung.
Protein dugce danh ddu véi dung dich nhuém mau Ponceau S, lugng chét tai ctia né

duge didu chinh, dé 1am cho tong lwong protein 1 nhrr nhau & c4c 1an khac nhau. Két
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qua dugc dua ra trong Hinh 4. Két qua cho thdy cac dong 2 va 3 déu da biéu hién

protein VdAL.

A-pCAMBIA1300-Super-VdAL dugc thay thé bang A-pCAMBIA1300-Super
tir buge (1) dén bude (7), trong khi quy trinh van khong ddi. Arabidopsis thaliana
bién dbi gen voi vecto rong dugce thu lai va dit tén 1a Arabidopsis thaliana bién dbi

gen mang vecto rSng.
I1. X4c dinh tinh khang bénh ctia Arabidopsis thaliana bién @i gen chtra VAAL

Arabidopsis thaliana bién dbi gen chira VAAL duoc gy nhidm véi Verticillium
dahliae, va tinh khang bénh cta cdy dugc xic dinh bang chi s6 bénh héo
Verticillium cua cdy. Thi nghiém duoc lap lai ba 1an, mdi 14n bao gdm céc bude cu

thé nhu sau.

Bao tit Verticillium dahliae dugc tao huyén phi trong nudc cat v tring, dé thu
duoc dich huyén phil bao tir ¢6 ndng d6 1 x 10° cfu/mL. Arabidopsis thaliana bién
d6i gen dong 2 chira VAAL thu duge & bude (1) duge ngdm trong dich huyén phu
bao tir trong 30 gidy va sau d6 trong & 22 °C véi chu ky sang-tbi 13 16 gio chiéu

sang/8 gid tdi trong 21 ngay dé thu duoc tdng cong 30 cdy ciia dong 2 da duge xit ly.

Arabidopsis thaliana bién dbi gen dong 2 chira VAAL & budc (1) dugc thay thé
tuong ung bang Arabidopsis thaliana bién dbi gen dong 3 chira VAAL & bude (1),
Col, va Arabidopsis thaliana bién d6i gen mang vecto rdng thu duge & bude (1), va
cac bude khac khong dbi dé thu dugc Arabidopsis thaliana bién dbi gen dong 3 chira

VdAL duge xtt ly.

Arabidopsis thaliana bién d6i gen dong 2 chira VAAL & bude (1) duge thay thé
bang Col, mot dong kiém soat khong bién dbi gen, va dich huyén phu bao ti dugc
thay bing nudc cit, cac budc khac khong ddi dé thu duge dong kiém soat Col ngdm

trong nudc.

-31-



29870

Chi sb bénh (xem Hinh 3 - C va D) cta dong 2 da xir ly, dong 3 da xir ly, Col
da xir ly, Arabidopsis thaliana bién ddi gen mang vecto rdng, va dong kiém soat Col

ngam trong nudc dugc tinh theo cic ti€u chi sau day:

Miic 0: khong c6 14 bi bénh,;

Miic I: 0,1% -25% 14 bi bénh;

Mirc II: 25% (khong bao gém) -50% 14 bi bénh;
Mic IIT: 50% (khong bao gdbm)-75% 14 bi bénh; va
Mirc IV: hon 75% 14 bj bénh.

Chi sb bénh dugc tinh theo cbng thirc: chi sé bénh = [E mic bénh x sb cdy /

(téng s cay x mirc bénh cao nhat)] x 100.

Két qua cho thiy khong c6 khac biét dang ké vé chi s bénh giita Col va
Arabidopsis thaliana bién d6i gen mang vecto rdng. Chi s6 bénh cia Col 12 95 +
2,6; chi s bénh cua dong 2 1a 76 £ 1,6, 80% so v6i Col; chi s6 bénh cua dong 3 12 74
+ 5.4, 78% so vai Col; va chi s6 bénh cua dong kiém soat Col ngam trong nudc 1a 0.
Chi s6 bénh cta dong 2 va dong 3 déu thdp hon so v6i chi sé bénh ciia Col. Két qua

cho thdy VAAL c6 thé ting cudong kha ning khang bénh héo Verticillium & thyc vat.
Kha nang 4p dung trong cong nghiép

Céc thi nghiém chi ra ring VAAL (protein lién quan dén tinh khang bénh) va
gen ma héa cta n6 c6 thé ting cudng kha ning khang bénh cla thuc vat véi bénh
héo Verticillium.Chi sé bénh héo Verticillium ciia cic dong bong bién ddi gen chira
VJAL déu thip hon chi s6 bénh ciia gidng bong kidu dai sGK9708-41, va thép hon
ca chi sb bénh cta gidng ning suit cao SCRC28. Chi s6 bénh héo Verticillium cia
céc dong bién dbi gen P1-89, P1-96, P1-117, P1-90, P1-84, va P1-134, chira VdAL,
du thap hon chi s bénh cua giéng khang bénh GK44. Hiéu qua kiém soat twong dbi
clia cac dong bong bién dbi gen chira VAAL du cao hon hiéu qua kiém soét tuong

d6i cia gidng bong kiéu dai sGK9708-41, va ciing cao hon hiéu qua kiém so4t twong
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ddi ctia giéng ning sudt cao SCRC28. Hiéu qua kiém soat twong dbi cua cic dong
bong bién ddi gen P1-89, P1-96, P1-117, P1-90, P1-84, va P1-134, chita VAL, déu
dat trén 80%, tham chi cao hon hiéu qua kiém soat twong ddi cia gidng khang bénh

GK44.

VAAL (protein lién quan dén tinh khang bénh) va gen ma hoa trong sang ché
clia n6 c6 thé ting cudng kha ning cia thuc vat chdng lai bénh héo Verticillium, va
giam tac dong ctia bénh héo Verticillium dén ning suit bong. S6 luong qua nang
trén mbi c4 thé cdy cua cac gidng bong bién ddi gen chira VAAL déu cao hon gidng
bong kiéu dai sGK9708-41. S6 lwong qua nang trén mdi ca thé cdy cia cac dong
bong bién dbi gen P1-89, P1-96, P1-117, P1-90, P1-84, P1-134, P1-143, P1-109, P1-
105, P1-76, P1-82, P1-136, P1-100, P1-127, P1-135, P1-102, P1-80, P1-104, P1-69,
P1-110, va P1-111, chira VAAL, ciing déu cao hon sé lugng qua nang trén mdi c4 thé
cdy cua gidng bong ning suit cao SCRC28. S6 lugng qua nang trén mdi cé thé cay
cta cac dong bong bién dbi gen P1-96, P1-117, P1-82, P1-100, P1-127, P1-102, P1-
80, P1-104, va P1-69 chita VdAL tham chi déu cao hon sé lugng qua nang trén mdi

c4 thé cay clia gidng bong khang bénh GK44.

Céc thi nghiém chi ra rang VdAL (protein lién quan dén tinh khang bénh) va
gen ma hoa clia n6 trong sang ché nay co thé dugc st dung dé tang cuong tinh khang

bénh & thuc vat.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Protein a) hodc ¢) nhu sau:
a) protein c6 trinh tu axit amin 1a trinh tu axit amin tir 1-264 cia SEQ ID NO: 1,
¢) protein véi trinh tu chudi axit amin nhu SEQ ID NO: 1.
2. Vat lidu sinh hoc lién quan dén protein theo diém 1, trong d6 vat liéu sinh hoc
dwoc chon tir mét trong nhém bao gdm tir B1) dén B8) nhur sau:
B1) phén tr axit nucleic ma hoéa cho protein theo diém 1;
B2) cat-xét biéu hién gen chira phan tir axit nucleic B1);
B3) vecto tai to hop chira phan tir axit nucleic B1);
B4) vecto tai t6 hop chira cat-xét biéu hién B2);
B5) vi sinh vt tai td hop chira axit nucleic B1);
B6) vi sinh vit tai td hop chira cat-xét biéu hién B2);
B7) vi sinh vét tai t5 hop chira vecto tai td hop B3);
B8) vi sinh vét tai t5 hop chira vecto tai td hop B4).

3. Vét liéu sinh hoc theo diém 2, trong do axit nucleic B1) 1a gen dai dién béi:

1) phan t&¢t ADN c6 trinh tu nucleotit nhu doan nucleotit tir 1-792 cta SEQ ID
NO: 2; hodc
2) phéan tir ADN véi trinh tw chudi nucleotit nhu SEQ ID NO: 2.

4. Phuong phép tao ra thuc vét bién ddi gen c6 kha ning khing bénh, bao gbm
budc dua gen mi héa protein theo diém 1 vao mdt cdy nhan, dé thu dugc cay
bién dbi gen khang bénh ma kha ning khdng bénh manh hon so véi ciy nhén
gen; trong d6 kha ning khang bénh 13 khang bénh héo Verticillium.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 gen mi hoéa protein theo diém 1 12 mot phan
ttr ADN c¢6 trinh tu chudi ma hoéa 13 trinh tr nucleotit tir 1-792 ctia SEQ ID NO:
2.

6. Phuong phép theo diém 4 hoic 5, trong d6 thuc vat 1a thuc vat hai la mam

va/hoic thuc vat mot 14 mam.
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DANH MUC TRINH TU

<110> china Agricultural University

<120> Protein 1ién quan dén tinh khang benh va gen ma hdéa cua nd, san pham dé
disu tist tinh khang benh cua thuc vat va phusng phdp tao ra thyc vat bién déi gen

c6 kha nang khang bénh
<160> 2
<170> PatentIn version 3.5
<210> 1
<211> 287
<212> PRT
<213> Trinh tu nhdn tao
<220>
<223>
<400> 1
Tet Leu Ser Leu GIn Thr Ala Ala Leu igu Leu Phe Pro Leu ¥g1 Ala
5
Ala Ser Pro gg] Ala Arg Ala Ala g}u Thr ser val Thr g81 Thr val
Asp Thr é]a Pro Ala Gly Pro Tgr Ser Ser Thr Tyr ﬁgn Trp Ala Glu
5 4
Gly Tgp Lys Ala Asn Phe Pro Ile His GIn Ser g%s Asn Ile Thr Leu
5 55
Arg Thr Gln Leu Glu Ala Ala Leu Ala Glu Thr Met Thr Ile Ala Ala
65 70 75 80
His Ala Arg Asp gis Leu Leu His Asn 550 Lys Ser Glu Leu S;a Thr
5
Lys Phe Phe Gly Asn Gln Ser val Ala Gly Pro Ile Gly Trp Tyr Ser
100 105 110
Lys val val Ser Thr Asp Lys Ser Glu Met Leu Phe Arg Cys Asp Asp
115 120 125
Pro Asp Arg Asn Cys Ala Thr GIn Asp Gly Trp Ala Gly His Trp Arg
130 135 140
Gly Ser Asn Ala Thr Gln Glu Thr val Ile Cys Asp Leu Ser Tyr Glu
145 150 155 160
Ile Arg Arg Pro Leu Ala Ala Leu Cys Gly Gly Gly Tyr Thr val Ala
165 170 175
Glu Ser Lys Leu Asn Thr Tyr Trp Ala Thr Gly Leu Leu His Arg Ala
180 185 190
Phe His Leu Pro Gly Ile Ser Asp Gly Ile Ile Asp His Tyr Ala Glu
195 200 205
Asp Tyr Ala Glu Ala Leu Lys Leu Ala Ala Thr Glu Pro Glu Leu Ser
210 215 220
Ile Ile Asp Ser Asp Thr Leu Gln Tyr Phe Ala Ile Glu Ala Tyr Ala
225 230 235 240
Tyr Asp Ile Ala Ile Pro Gly val Gly Cys Pro Gly Glu Ser Pro Ser
245 250 255
Leu Thr Pro Pro Pro Ala Asn Leu Met Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly
260 265 270
Asp Tyr Lys Asp His Asp Ile Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
275 280 285
<210> 2
<211> 864
<212> ADN
<213> Trinh tuy nhan tao
<220>
<223>
<400> 2
atgctttctc tccagaccgc agccctgctg ctcttccctce tcgtcgctgce ctctccegtg 60
gcacgcgctg ctgagaccag tgttaccgtc acggtggaca ctgcccctgc cggcecctacc 120
agctccacct acaactgggc cgaaggctgg aaggccaact tccccatcca ccagtcttgce 180
aacatcaccc ttcgtactca gctcgaggct gctctcgccg agaccatgac cattgcggcec 240
cacgcccgeg atcatcttct ccacaacccc aagtccgagc tggcgacgaa gttcttcggce 300
aaccagtctg tcgccggccc catcggctgg tactccaagg tcgtctcgac cgacaagtct 360
gagatgctct tccgctgcga cgaccctgat cgtaactgcg ctacccaaga tggctgggcec 420
ggccactggc gcggctcgaa tgccacccag gagacggtca tctgcgacct ctcctacgag 480
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atccgccgcec
aacacctact
ggcatcatcg
cctgaactct
tatgacattg
ccggcaaatc
tacaaggacg
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LHC1760337PVN.170726.Sequence Listing.txt

ctcttgecgce
gggccactgg
atcactacgc
ccatcatcga
ccatccccgg
tcatggacta
atgacgataa

tctctgeggt
ccttctgcac
tgaggattac
cagcgacacc
cgtcggctgc
caaagaccat
gtaa

ggtggttata
cgcgecttec
gccgaggccc
cttcagtact
cccggcgaga
gatggagact
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ccgtggecga
acctgcccgg
tcaagcttgc
tcgccattga
gcccatcatt
ataaggatca

gtccaagctc
catcagcgac
cgccactgag
ggcttatgcc
gacaccgccg
cgacatcgat

540
600
660
720
780
840
864





