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(54) POLYNUCLEOTIT BUQC PHAN LAP MA MA HOA CHO POLYPEPTIT
HOMEOBOX 4 LIEN QUAN PEN WUSCHEL (WOX4) VA CO NGUON GOC
TU HAI LOAI CAY CORCHORUS OLITORIUS VA CORCHORUS
CAPSULARIS, CAU TRUC GEN TAI TO HOP, THE BIEN NAP VA PHUONG
PHAP SAN XUAT CAY TRONG CHUYEN GEN CO NANG SUAT SCI BUGC
TANG CUONG
(57) Sang ché dé cap dén polynucleotit dugc phan 1ap ma hoa cho protein homeobox 4 lién
quan dén WUSCHEL tir hai loai cay day, cu thé 14, Corchorus olitorius ("C. olitorius") va
Corchorus capsularis ("C. capsularis”), va polypeptit twong tng c6 ngudn gbc tir do.
Trinh ty polynucleotit dugc boc 16 ma héa cho polypeptit homeobox 4 lién quan dén
WUSCHEL (WOX 4), ma mang hoat tinh xuc tac trong viéc lam ting sy san xut soi & ciy
day. Sang ché ciing dé cap dén cdy trong c6 sy biéu hién dugc cai bién cua axit nucleic ma
hoa cho polypeptit WOX 4, ma c6 néng sudt soi duoc tang cuong d6i voi cay tréng kiéu
dai tuong ung hodc cay trong doi chimg khac. Vit truyén, cau tric biéu hién va té bao chu
bao gom va/hodc c6 chira cac trinh ty nucleotit cua protein cling dugc dé xuat. Sang ché
cling dé cip dén phuong phap san xuét protein va phuong phap cai bién protein dé cai
thién cac dac tinh mong muén cta ching. Protein theo sang ché c6 thé dugc sir dung theo
nhiéu cich khac nhau, bao gom lam cam Ung, lam khoi dau, cai thién, hodc lam tang sy
sinh trudng cay, chiéu cao cdy, nang sudt soi va hat.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap chung dén linh vuc sinh hoc phan tir va dé cap dén phuong phap
lam ting cudng tinh trang lién quan dén niang suit soi bang cach diéu bién su biéu hién &
cdy trong clia axit nucleic ma héa cho polypeptit protein homeobox 4 lién quan dén
WUSCHEL (WOX4). Cu thé hon, sang ché d& xudt thé twong ddng homeobox 4 lién
quan dén WUSCHEL (WOX4) duoc phan 1ap tir hai loai cdy day, cu thé 1a, C. olitorius
va C. capsularis, va img dung clia n6 trong viéc san xuét soi libe ¢ cdy day, cling nhu 1a

cay day chuyén gen cua ching.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Day 1a soi tu nhién than thién v6i moi trudng va ¢6 kha ning thoai bién sinh hoc.
No¢ la nguén c6 thé tai ché duoc voi kha ning san xuét sinh khéi cao trén mdi don vi dién
tich d4t. Hon 100 loai day (bao gdm cay hoang dai) san xudt soi libe tu nhién. Pay dugc
san xudt tir cdy trong thude gibng Corchorus, ma truée dy duoc phan loai vao ho
Tiliaceae, gin day 1a ho Malvaceae. Tuy nhién, chi hai trong s cac loai nay, C. olitorius
va C. capsularis, san xut soi chat lwong cao thich hop dé str dung cho muc dich cong
nghi€p. Vi la soi tur nhién, day co thé duoc su dung theo nhiéu cach, téng hop bd sung
hodc thay thé, va n6 ngay cang duoc quan tAm trong nganh coéng nghiép. Vi nhu ciu ngay
cang tang dbi voi soi day, diéu can thiét 1a cai thién thém nita su san xuét soi day. Do do,
nguoi ta rat mong mubn nghién ctiru vé su sinh téng hop soi va khao sat sinh hoc phén tir

tham gia vao sy sinh tong hop soi nay.

Soi day la soi ngoai nach 14 ma dugc tao thanh bdi va’hodc ¢6 chira hai loai soi: (i)
s0i libe so' cAp ma phat trién tir tién tdng sinh gd & ving libe nguyén sinh thong qua su
phan chia va s cai bién té bao, va (ii) soi libe thir cAp ma phat trién tir tAng sinh gd bang

su hoat dong ctia khoi thiy hinh thoi va tia (Maiti and Mitra, 1972. Bull Bot Soc Bengal
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26:79-85). Cac md tién tang sinh gb va ting sinh gd lién lac tir t& bao nay sang té bao
khac thong qua yéu t6 wrc ché biét héa thanh phan c¢6 dng khi (TIDF) va protein kinaza
mang thu thé TDIF (TDR), ma thiic d4y sy ting sinh cua té bao tién tAng sinh gd va kim
ham sy biét héa xylem cua chung (Figure 1; Hirakawa et al., 2010. Plant Cell, 22:2618-2629;
Etchells et al., 2013. Development 140, 2224-2234).

Ho gen HOMEOBOX lién quan dén WUSCHEL (WOX) thuc hién cac chirc nang
lién quan trong qué trinh khéi ddu va/hodc duy tri cac t& bao khoi dau phoi, md phan
sinh, vd co quan khic nhau (Haecker et al., 2004). Trong s§ cic protein ho gen
HOMEOBOX lién quan dén WUSCHEL (WOX), WOX 4 déng vai trd lam yéu t6 diéu
hoa then chét ciia con dudng truyén tin hiép TDIF (Hirakawa et al. 2010) va duoc biéu
hién vu tién & tién tang sinh gb va tAng sinh gd (Schrader et al., 2004; Ji et al., 2010 va
Hirakawa et al. 2010). Vi dy, TDIF-TDR gy ra su phién ma cta yéu t6 phién ma chinh
homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) ma thiic ddy su duy tri cta té bao mam

tién tang sinh gb/tang sinh gb & Arabidopsis va & ca chua.

Polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL (WOX 4) xtc tac cho sy
khéi dau cua soi libe ¢ thuc vat. Tuy nhién, khong c6 nhiéu bio céo ddc tinh hodc cong
nghé hién tai duoc néu trong tinh trang k¥ thuat lién quan dén polypeptit nay. Pon diang
ki Sang ché M§ véi s6 cong bd 2011/0283420 Al da boc 16 polypeptit giéng homeobox
lién quan dén wuschel 1 (gibng WOX1) d6i véi céc tinh trang lién quan dén ning suét
duogc ting cuong & cdy trong. Trong mot bang Sang ché chau Au sb 1451301 B1 khéc da
boc 16 viéc sir dung gen wuschel trong viéc ddy manh su phat sinh phdi sinh dudng & cay
tréng. Gan day, mot sd thé twong dong gen wuschel duge boc 16 trong don ding ki Sang

ché M¥ sb v6i s6 cong bd 2010/0100981 Al.

Duya trén thyc té rang protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL c6 thé déng
vai trd quan trong trong con dudng tdng hop sinh hoc cia s¢i day, didu mong mudn dbi
v6i nganh cong nghiép 1a thyc hién nghién ciru di truyén v& su tdng hop sinh hoc cia soi
& thuc vat bang cach khao sat va sir dung thong tin sinh hoc phan tir va di truyén cia
homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4). Bén canh d6, vi con dudng téng hop
soi va su sai khac cAu triic di truyén ctia mdi loai thuc vat thudong thay dbi, nghién ciru
dac hiéu loai ciing dugc wu tién dé tdi wu héa ning sudt cia soi tir cy day, va thu duge

két qua thich hop dé c6 thé sir dung trong cong nghiép.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Mot khia canh ciia sang ché, trong s6 cic khia canh khac, d& xuét gen ma hoa cho
protein, c6 ngudn gdc tir C. olitorius va C. capsularis, ma tham gia vao viéc xtc tac cho
su khéi ddu cia su tao thanh soi libe cua ching, va c¢6 trinh tu giéng homeobox li€én quan
dén WUSCHEL 4 (WOX 4). Cu thé hon, sang ché d& xuét gen ma c6 kha ning gy cam

Ung tao soi libe, do do tao ra protein dugc ma hoéa badi ching, va viéc str dung ching.

Muc dich khic ctia sang ché dé xuét thong tin sinh hoc phéan tir va di truyén coa
homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) dé dugc khai thac/ duoc st dung dé cai
thién sy san xudt, su sinh trudng, do bén va ning suét cla soi & cay trong C. olitorius va

C. capsularis, cling nhu 1a & cac cdy trong san xuat sgi libe khac.

Muyc dich khac nita cia sdng ché la dé thu dugc cdy trong chuyén gen cua C.
olitorius va C. capsularis c6 su san xuat s¢gi dugc lam tang bang cach diéu bién su tong

hop sinh hoc ctia homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) & cay trdng.

Muc dich khéc nira cua sang ché 1a dé xuét polynucleotit dugc phan 1ap c6 cac
trinh tu nucleotit dic hiéu, ma c6 thé 1am thuén tién cho viéc thyc hién cia phuong phap
duoc boc 16, va dé xudt phuong thuc tiép can cdy trong C. olitorius va C. capsularis

chuyén gen.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a dé xudt phuong phap kha thi c¢6 tiém nang

thuong mai dé€ lam tng sy sdn xuat sgi doi v4i sdn pham c6 nguodn goc tir soi day.

Sang ché dé xuat gen dugc phan 1ap tir C. olitorius ma hoa cho protein ma c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3, ma tham gia vao viéc xtic tac cho su khéi dau
cua su tao thanh soi libe va c¢é trinh tu giéng homeobox lién quan dén WUSCHEL 4
(WOX 4). Sang éhé con dé xuat gen ma héa cho protein ma c6 trinh ty axit amin dugc
cai bién béng cach thém hoac lam khuyét mot hodc mot sb axit amin va/hodc thay thé
bing axit amin khéc trong trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3, ma tham gia
vao viée xtc tac cho sy khoi diu cua su tao thanh cua soi libe va cé trinh tu giéng
homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4). Sang ché con d& xuét gen ma lai héa

v6i axit nucleic nhur néu trong SEQ ID NO: 1, cu thé 14 ADN cua n6 hodc mot phén cua
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n6, va ma hda cho protein tham gia vao viéc xuc tac cho su khdi dau cia su tao thanh cia

soi libe va ¢6 trinh ty gidng homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4).

Sang ché ciing d& xuit gen duoc phan 1ap tir C. capsularis ma héa cho protein ma
co trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 6, ma tham gia vao viéc xac tac cho su
khéi ddu cia su tao thanh cua soi libe va ¢6 trinh tu giéng homeobox lién quan dén
WUSCHEL 4 (WOX 4). Sang ché con dé xuét gen ma hoa cho protein ma c6 trinh tu axit
amin duoc cai bién béng cach thém hoac lam khuyét mdt hodc mét sb axit amin va/hodc
thay thé bang axit amin khéc trong trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 6, ma
tham gia vao viéc xuc tac cho sy khéi du cua sy tao thanh cua sgi libe va ¢6 trinh tu
gidng homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4). Sang ché con d& xuét gen ma lai
héa véi axit nucleic nhu néu trong SEQ ID NO: 4, cu thé 1a ADN cua no hodc mot phén
cua no, va ma héa cho protein tham gia vao vi¢c xuic tac cho su khoi diu cia su tao thanh

ctia soi libe va ¢6 trinh ty giéng homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4).

Theo mdt phuong 4n dwoc vu tién cua sang ché, cay C. olitorius dugc sir dung 1a

gidng O-4, va cay C. capsularis duge st dung 1a gidng CVL-1.

Phuong 4n khac cta sang ché boc 10 cau tric gen tai td hop bao gém polypeptit c6
trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 va’/hodc SEQ ID NO: 5, trong d6 polynucleotit
c6 thé biéu hién duoc & té bao chi dé san xuét thé twong ddng ciia homeobox lién quan

dén WUSCHEL 4 (WOX 4) 1an lugt & cay trong C. olitorius va C. capsularis.

Phuong 4n khac ciia sang ché d& xudt thé bién nap bao gdm céu tric gen tai td hop
c6 kha niang biéu hién polynucleotit ¢ trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2
va/hodc SEQ ID NO: 5 dé san xuét thé twong dong ciia protein homeobox 4 lién quan dén

WUSCHEL (WOX 4).

Sang ché ciing dé xudt phuong phép san xuit protein tham gia vao hoat tinh xuc
tac dbi v6i sy khéi ddu soi libe, va c6 trinh ty gibng homeobox lién quan dén WUSCHEL

4 (WOX 4), bao gdm budc nudi cdy va/hoic trdng vat chii néu trén.

Sang che cling dé xuat phuong phap giy cam tng sy khéi dau cia sgi libe cua cay
trong hodc té bao thuc vat; ngoai ra, sdng ché con boc 1§ phuong phép bao gom va/hoac
c6 chrta buéc dua gen néu trén vao cay trong hodc t€ bao thuc vat, va lam bi€u hién gen

nay.
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Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& dé dang nhén ra ring sang ché
cling thich hgp dé thuc hién cac muc dich va thu dugc cac két qua va vu diém néu, cling
nhu 1a cac két qua va vu di€ém von c6 trong ban mo ta nay. Cac phuong 4n dugc mo ta

trong ban mo ta nay khong dugc du dinh 1a 1am giéi han pham vi clia sang ché.

Cac diu hiéu, khia canh va uvu diém nay va cac du hiéu, khia canh va wu diém
khac cta sang ché s& dugc hiéu rd hon khi tham khao phan mé ta va yéu ciu bao ho dudi
day.

M ta vén tit cic hinh vé

Fig. 1 thé hién con duodng truyén tin hiéu TDIF-TDR. Viéc truyén tin hiéu TDIF-
TDR phan ra thanh hai con duong, mot 13 WOX 4 tham gia vao su tang sinh té bao libe,
ma thuc dy su khéi déu té bao soi va con duong kia 13 yéu t§ gia dinh X ma trc ché sy

bi€t hoa xylem cua t€ bao mam mach.

Fig. 2 thé hién cdy phat sinh loai so sanh SEQ ID NO: 3 tir C. olitorius va SEQ ID
NO. 6 tir C. capsularis cing v6i trinh tu axit amin khac, ma san xuét protein homeobox 4

lién quan dén WUSCHEL (WOX 4).
M5 ta chi tiét sang ché
Sang ché c6 thé dugc hiéu ddy du hon tir phan mo ta chi tiét duéi ddy va hinh v&

kém theo ma tao thinh mot phan ciia ban mo ta sang ché nay.

Céc dinh nghia va/hodc phuong phap duogc dé xuit trong ban md ta niy xac dinh
sang ché va hudng din ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc thuc hanh sang ché.
Trir khi ¢6 chi din khac, cac thuat ngit can dugc hiéu theo cich dung théng thudng béi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc lién quan. O chimg myc ma cac dinh nghia
va/hodc phuong phap bit ky dwoc phat hién thdy 1a khong théng nhét v6i dinh nghia
va/hodc phuong phap bat ky néu trong tai lidu tham khao sang ché hoidc khong sang ché
bét ky néu trong ban md ta nay hoic trong tai liéu tham khao bét ky dugc tim thdy & noi
khéc, can hiéu ring dinh nghia va/hoic phuong phap ma dd duoc néu /duoc thira nhan rd
rang trong ban mo ta nay s& duoc ap dung trong ban mo ta nay. Cac thuét ngir sé it bao
gdm ca nghia s6 nhiéu trir khi ndi dung chi ra rd rang theo nghia khac. Tuong tu, tir
"hodc" duoc du dinh 12 bao gdm ca nghia "va" trir khi ndi dung chi ra rd rang nghia khac.

Do d6, "bao gém A hoac B" c6 nghia 1a bao gém A, hodc B, hodc A va B. Ciing can hiéu
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rang tat ¢4 cac kich thuéc bazo hodc kich thudc axit amin, va tit ca cac gia tri khdi lwong
phan tir hodc sé khdi phan tir, duge néu ddi véi axit nucleic hodc polypeptit 1a gié tri x4p
xi, va duoc néu dé mod ta. Miac du phuong phép va nguyén lidu twong tu hoic tuwong
duong v6i phuong phap va nguyén liéu duge mo ta trong ban mé ta nay c6 thé dugce sir
dung dé thuc hién hoic thir nghiém sang ché nay, phwong phéap va nguyén liéu thich hop

dugc mo ta dudi day.

Sang ché dé cap dén polynucleotit dugc phan 1ap mi hoéa cho protein homeobox 4
lién quan dén WUSCHEL dugc chiét tir C. olitorius va C. capsularis, va polypeptit tuong
g ¢6 ngudn gdc tir d6. Cu thé hon, sang ché dé xuit thé twong ddong homeobox lién
quan dén WUSCHEL 4, va ung dung clia chung trong viéc niang suit soi dwoc ting
cuong & C. olitorius va C. capsularis, ca hai 12 loai cdy day, cling nhu 1a cay trong C.
olitorius va C. capsularis chuyén gen lién quan. Trinh ty hé gen theo sang ché ma hoa
cho enzym da dugc xac dinh chu yéu béng cach so sanh céc trinh tu nucleotit cia ADN
hé gen C. olitorius va C. capsularis va céc trinh ty nucleotit ciia gen enzym da biét cia
cdy trong khac. Trude sang ché ndy, cac trinh tu nucleotit cia cac gen C. olitorius va C.
capsularis, khung doc md, vi tri clia exon va intron, cAu trac cla enzym, va sy hitu dung
tiém nang ctia chung trong sy phat trién ciia ciy day c6 tiém ning ning suit sgi cao chua

duoc biét t6i.

Phan tich trinh tu hé gen cta cac loai day dugc trong thwong mai, C. olitorius va
C. capsularis, phat hién ra ring ca hai loai c6 mot gen don 1é mi héa cho enzym ma
mang hoat tinh xic tdc dugc uu tién dé lam tdng sy san xuét soi. Cac trinh tu nucleotit
duge chi thich ban diu bang chuong trinh phdn mém, ching han nhu Augustus, Semi-
HMM-based Nucleic Acid Parser (SNAP), Geneid (Genome Biolnformatics Research
Lab), ma c6 thé x4c dinh gia dinh ving ma hoa, intron, va méi ndi ghép. Sy hiéu chinh ty
dong va béng tay khac cua céc trinh tu nucleotit dugc thuc hién dé cai tién va thiét lap su
mo ta dic diém chinh x4c cia ving ma héa va dic tinh gen khac.

Trén 30.096 cADN tir C. olitorius va 37.031 cADN tu C. capsularis da dugc doc
trinh tu mot phén hodc toan bd. Tur d6, mot cADN don 1€ dugc phat trién tir mbi loai, ma
héa cho enzym méi, c¢6 vai tro gid dinh, hoat tinh xuc tdc dugc wu tién trong vi€c lam

tdng su san xuat sgi & cdy day.
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Khung doc m¢ (ORF) dugce phén tich sau khi doc trinh ty toan b hodc mot phﬁn
ctia cac dong cua thu vién cADN c6 ngudn gbc tir mARN C. olitorius va C. capsularis,
va dugc phén tich thém bang cach str dung phan mém phan tich trinh tu, va bing cach

x4c dinh sy tuong df)ng v6i cac trinh tu da biét trong co s& dit liéu (cong cOng/tu nhan).

Trong ndi dung ban mo t4 nay, mot sb thuat ngt dugc sur dung trong toan by ban

md ta c¢6 nghia nhu duge chi ra trir khi dugc chi ra rd rang 1a c¢6 nghia khéc.

Nhu duge st dung trong ban md ta nay, “polynucleotit” 13 trinh tw nucleotit chang
han nhu manh axit nucleic. Polynucleotit c6 thé 1a polyme ctia ARN hoic ADN ma la
mach don hodc mach d6i, tiy y ¢6 chira bazo nucleotit téng hop, khong ty nhién hoic da
dugc lam thay ddi. Polynucleotit & dang polyme ctia ADN c6 thé c6 chira va/hodc goém
c6 mot hodc nhidu doan ciia cADN, ADN hé gen, ADN tdng hop, hodc hdn hop/dang két
hop cia chung. Polynucleotit dugc phan 14p theo séng ché ¢6 thé bao gdm it nhat mot
trong s6 150 nucleotit lién tiép (ca nguoc chiéu va xudi chiéu) c6 ngudn gbc tir SEQ ID

NO: 1 va, SEQ ID NO: 4, hodc dang bd sung cua céc trinh ty nay.

"Polypeptit" nhu dugce sir dung trong ban mo ta nay, 1a mach thing don 1& cta cac
axit amin dugc lién két v6i nhau bing lién két peptit, va thuong c6 trinh ty ¢ chidu dai
16n hon 100 axit amin.

"Pugc phan 1ap" c¢6 nghia 1a dugc lam thay d6i "boi ban tay con ngudi" tir trang
thai tu nhién. Néu hop phan hodc chit c6 trong tw nhién, n6 da "dwoc phéan 13p" néu n6
dugc thay dbi hoic dugc léy ra tr moi truong ban dau cua no, hodc ca hai. Vi du,
polynucleotit hodc polypeptit cé trong tu nhién ¢ thuc vat hodc dong vt sdng khong
"dugc phén 1dp”, nhung cung polynucleotit hodc polypeptit d6 duoc tich ra tir nguyén
liéu déng ton tai cua trang thai ty nhién cda n6 "dwoc phan 13p", nhu thuit ngit duoc su

dung trong ban mo ta nay.

Thudt ngit “gen”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dung dé chi trinh tu hé
gen cua cdy C. olitorius va C. capsularis, cu thé 14 trinh ty polynucleotit ma hoa cho trinh
tur polypeptit clia enzym homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 tham gia vao hoat tinh
xuc tac duge wu tién trong viée 1am ting su san xudt soi & cdy day. Thuat ngit ndy c6 thé
con bao gdbm phén tir axit nucleic bao gbm céc trinh tu nucleotit nguwoc chidu, xudi chiéu,

va/hodc intron.
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"Trinh ty ma héa" hoic "ving ma héa" diung dé chi phan tir axit nucleic ¢6 thong
tin trinh ty cin dé san xuit san pham gen, ching han nhu axit amin hodc polypeptit, khi
trinh ty nay dugc biéu hién. Trinh tu ma héa c6 thé ¢ chira va/hodc bao g(‘A)m trinh tu
khéong dich ma (bao gdm intron hodc cac ving khong dich ma 5' hodc 3') & trong vung

dich m3, hodic ¢6 thé thiéu trinh tur khong dich ma xen k& (vi dy, nhu trong cADN).

Thuat ngit “oligonucleotit”, nhu duogc st dung trong ban mod td nay, la
polynucleotit ngin hoic mot phan cia polynucleotit ma c6 thé ¢6 chidu dai tdt hon 13 tir
10 dén 1000, t6t nhat 1a tir 12 dén 50 nucleotit. Theo mdt phuong 4n cta sang ché,
nucleotit chira trong oligonucleotit c6 thé 1 chét twong ty hodc dan xuét cia nucleotit ¢6

trong ty nhién.

Thuédt nglt “doan mdi”, nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, 1a oligonucleotit
¢6 kha nang lién két voi trinh tu axit nucleic dich va 1am mdi cho su tdng hop axit
nucleic. Oligonucleotit khuéch dai nhu dugc x4c dinh trong ban md ta nay c6 thé ot hon
12 c6 chidu dai tir 10 dén 50, t&t nhét 13 tir 15 dén 25 nucleotit. Ngoai ra, oligonucleotit
khuéch dai theo sang ché ¢ thé duoc téng hop hoa hoc va oligonucleotit nay la axit

nucleic khong c6 trong ty nhién.

Tir viét tit duoc sir dung trong toan bd ban mé ta dé chi axit nucleic bao gdm céc
trinh tu nucleotit 14 cac chir viét tit mot ki tu thong thuong. Do do, khi dugc bao g(‘Sm
trong axit nucleic, nucleotit ma hoéa cé trong ty nhién dugc viét tit nhu sau: adenin (A),
guanin (G), xytosin (C), tymin (T) va uraxil (U). Ngoai ra, trir khi c¢6 chi din khac, trinh

tu axit nucleic duge thé hién trong ban mé ta nay 14 theo chidu 5° —3”.

Nhu duoc sir dung trong ban md ta nay, thuat ngit “bd sung” va bién thé cia né
dugc sir dung dé chi sy bét ciip cua axit nucleic theo quy tic da biét 1a A bt cap v6i T
hodc U va C bit cap voi G. Su bd sung c6 thé 1a “mot ph?ln” hodc “hoan toan”. Trong su
bd sung mét phan, chi mét s6 bazo axit nucleic dugc bét cip theo quy tic bt cip bazo;
trong khi d6 trong sy bd sung hoan toan hoic toan b, tat ca cic bazo duoc bit cip theo
quy tic bét cip nay. Mtc do b sung giita cac soi axit nucleic ¢6 thé c6 anh huéng dang
ké 1én hiéu qua va do bén cua sy lai hoa gifta c4c sgi axit nucleic nhu da biét trong linh

vuc. Hiéu quéa va d bén cua sy lai héa nay phu thudc vao phuong phap phat hién.

Thuét ngit "t& bao chi", nhu dugc sir dung trong ban mo6 td nay, bao gém dang té

bao bét ky ma d& bi bién nap, chuyén nap, tai nap, biéu hién va quy trinh tvong tu bing
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cdu tric axit nucleic hodc vét truyén biéu hién bao gdm va/hodc cé chira polynucleotit
cua sang ché. T€ bao chu thich hop bao gom t€ bao nam va/hodc té bao thuc vét, cu thé la

t€ bao thuc vat san xuat soi libe.

Thuat ngit "duogc lién két c6 diéu khién" trong ban mé ta nay thuong dung dé chi
ciu hinh trong do6 trinh ty kiém soat dugc dat & vi tri thich hop dbi véi trinh tu ma hoa
cua trinh tu polynucleotit sao cho trinh tu kiém soét dinh hudéng su biéu hién cta trinh tu
ma hoa cia polypeptit. Vi du, trinh ty m& dau c¢6 thé dugc lién két c6 diéu khién véi trinh
ty ma héa khi n6 anh hudng dén su biéu hién cua trinh ty ma hoa do, tic 1a trinh tu ma

héa do6 chiu su ki€m soét phién ma cua trinh tuy mé dau.

“Vit truyén” thuong ding dé chi don vi sao chép, chang han nhu plasmit, phago,
cosmit, ndm men hoic virut ma doan axit nucleic khac c6 thé dwgc cai xen ¢6 diéu khién
vao d6 sao cho din dén su sao chép hodc su biéu hién cua doan nay. Thudt ngir "vat
truyén" ciing nhim dé chi phan tir axit nucleic c¢6 kha ning van chuyén axit nucleic khac
dén noi ma n6 duge lién két. Mot loai vat truyén 1a "plasmit™, ma dung dé chi vong ADN
mach kép tron ma doan ADN khéc co thé duge ndi vao. Mot loai vt truyén khéc 1a vat
truyén virut, trong d6 doan ADN khac ¢6 thé dugc ndi vao hé gen virut. Cac vt truyén
nhit dinh c6 kha ning tu sao chép trong té bao chi ma chung dugc dua vao (vi du, vét
truyén vi khuén c¢6 diém m& dau sao chép vi khudn va vat truyén dong vit c6 via thude
thé bd sung). Céc vat truyén khéc c6 thé duoc hop nhit vao hé gen cia té bao chi khi dua
vao trong t& bao chu, va bang cich d6 chiing duoc sao chép ciung vdi hé gen vat chu.
Ngoai ra, cac vit truyén nhit dinh c¢6 kha nang dinh huéng sy biéu hién cia gen ma
chung duoc lién két ¢6 didu khién véi. Cac vat truyén nay duogc dé cip dén trong ban mo
ta nay 1a "vat truyén biéu hién tai t6 hop" (hodc don gian 13 "vét truyén biéu hién"). Nhin
chung, vit truyén biéu hién dé str dung trong k¥ thuat ADN tai to hop thudng & dang
plasmit. Trong ban mé ta nay, "plasmit" va "vat truyén" c¢6 thé duoc sir dung thay thé 1dn
nhau vi plasmit 12 dang thuong duge s dung nhét ciia vét truyén. Tuy nhién, sang ché
dugc du dinh bao gém cac dang vét truyén biéu hién khac, chéng han nhu vat truyén
virut (vi du, retrovirut, adenovirut va virut két hop adeno khong c6 kha ning sao chép),

ma c6 chirc ndng tuong duong.

Thuét ngir "cAu tric axit nucleic" hoic "cu traic ADN" d6i khi dugc dung dé chi

trinh tu hodc cac trinh tu ma héa dugc li€n két co6 dieu khién véi trinh ty diéu hoa thich
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hop va dugc cai xen vio vét truyén dé 1am bién nap té bao. Thuat ngir nay c6 thé duoc sir
dung thay thé 14n nhau vé6i thuét ngit "ADN bién nap" hodc "gen chuyén".

Ayl

Thuat ngit "trinh ty mé& dau", nhu duoc st dung trong ban mé ta nay, dung dé chi
trinh tu axit nucleic ma c6 chirc nang dinh huéng su phién ma ciia gen xudi chidu. Trinh
tu mé dau thuong thich hop voi té bao chu trong d6 gen dich s& duoc biéu hién. Trinh ty
mé dau cung véi trinh ty axit nucleic diéu hoa phién ma va dich ma khac (con dugc goi
12 “trinh tu kiém so4t”) 14 cén thiét dé biéu hién gen nhit dinh. Nhin chung, trinh tu diéu
hoa phién ma va dich ma bao gdm, nhung khéng gi6i han &, trinh tw m& dau, vi tri lién
két ribosom, trinh tir khéi ddu va két thuc phién ma, trinh ty khéi dau va két thac dich

ma3, va trinh ty tdng cudng hodc hoat hoa.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, “polypeptit WUSCHEL” hodc “polypeptit
WUS” ¢6 nghia 1a polypeptit c6 hoat tinh wuschel, tirc 13, tham gia vao su khai dau va su
duy tri cia t& bao mim & cay trong. Hoat tinh wuschel kich thich sy sinh truéng té bao,
bao gdm t& bio mam. Wuschel 12 protein homeodomain thuc vit, bao gébm motif
homeodomain ‘khéng dién hinh’ (so v6i homeodomain dong vét) xoin-thong long-xoin-
vong cudn-xoin c6 chira gbc axit amin phu thém trong thong long va/hoic vong cudn clia
mién. Protein wuschel c¢6 thé con c¢6 chira va/hodc bao gém cac motif dugc bao toan
khac, ching han nhu hai mién dau t4n C wuschel dugc bao toan, cic mién (E/R)TLPLFP
va A(A/S)LEL(S/T)L. Thuat ngit nay ciing bao gdm manh, bién thé, va thé tvong ddng,

v6i chire ndng bat ky trong so cac chirc ndng néu trén.

Thuat ngit "thé tuong dong", nhu dugc sir dung trong ban mé ta nay, ding dé chi
protein bao ham peptit, oligopeptit, polypeptit, protein va enzym c6 sy thé, 1am khuyét
va/hodc cai xen axit amin so v&i protein chua duoc cai bién dang quan tdm va c6 hoat
tinh sinh hoc va chtrc ning twong tu nhu protein chua dugc cai bién ma chiung bit ngudn
tu do.

Su lam khuyét ding dé chi sy loai bd mdt hodc nhiéu axit amin tir protein.

Su cai xen dung dé chi mot hodc nhiéu géc axit amin dugc dua vao vi tri dugc xac
dinh trudce trong protein. Sy cai xen ¢6 thé c6 chira sy dung hop dau tan N va/hodc dau
tdn C cling nhu 1a sy cai xen ndi trinh ty cla axit amin don 1é hodc nhiéu axit amin.
Thong thuong, sy cai xen ¢ trong trinh ty axit amin s€ nh6 hon sy dung hgp dau tAn N

hodc dau tan C, & mitc khoang tur 1 dén 10 géc.
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Su thé dung dé chi sy thay thé axit amin cia protein bang axit amin khac ¢6 tinh
chét twong ty (chang han nhu twong tu tinh ky nudc, tinh wa nuéc, tinh khang nguyén, xu
huéng tao thanh hodc pha v& cu tric xodn a hoic cdu truc tAm B). Su thé axit amin
thudong 13 & gbc don 1&, nhung c6 thé duoc nhém lai tiy thudc vao sy rang bude chirc
ning dit 1én polypeptit va c¢6 thé nim trong khoang tir 1 dénl0 axit amin; sy cai xen
thudong & muc tir khoang 1 dén 10 gbc axit amin. Sy thé axit amin t5t hon 13 su thé axit
amin bao toan. Bang su thé bao toan 1a da biét trong linh vyc (vi du xem tai li€u

Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company (Eds) va Bang 1 dud¢i day).

Bang 1: Vi du v& sy thé axit amin bao toan

Gbe Su thé bao toan Géc Su thé bao toan
Ala Ser Leu Ile; Val
Arg Lys Lys Arg; Gln
Asn Gln; His Met Leu; Ile
Asp Glu Phe Met; Leu; Tyr
Gln Asn Ser Thr; Gly
Cys Ser Thr Ser; Val
Glu Asp Trp Tyr

Gly Pro Tyr Trp; Phe
His Asn; Gln Val Ile; Leu
Ile Leu, Val

Su thé, sy lam khuyét va/hodc sy cai xen axit amin c6 thé d& dang dugc tao ra
bang cach sir dung k¥ thut tdng hop peptit da biét trong linh vuc, ching han nhu tng
hop peptit pha ran va/hoic k¥ thuat téng hop khac bat ky, hodc bang thao tac ADN tai t6
hop. Phuong phéap thao tac trinh tw ADN dé tao ra bién thé thé, cai xen hodc lam khuyét
cua protein la da biét trong linh vuc. Vi dy, k¥ thuit tao ra dot bién thé & vi tri dugc xac
dinh truéc trong ADN 14 da biét ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc va

bao gbm su gy dot bién M13, sy gy dot bién in vitro T7-Gen (USB, Cleveland, OH), su
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gy dot bién dinh huéng vi tri thay ddi nhanh (Stratagene, San Diego, CA), su gy dot
bién dinh huéng vi tri qua PCR hoic cac quy trinh gy dot bién dinh hudng vi tri khéc.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “ph?ln c¢6 hoat tinh sinh hoc” c6 thé dung
dé chi méanh cua protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL c¢6 hoat tinh sinh hoc dé
xtc tac cho su khoi dau, su tao thanh, su tdng cudng, hodc sy thay dbi trong hgp phén
cua s¢i libe & cay tréng C. olitorius hodc C. capsularis. Phén c6 hoat tinh sinh hoc cua
protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL bao gdm peptit hoic polypeptit bao gém
trinh tu axit amin c6 du do twong dong véi hodc c6 ngudn gde tir trinh ty axit amin cia
protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL, vi dy, trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6, ma bao gém it axit amin hon so véi protein
homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL chiéu dai ddy du, va thé hién it nhit mot sy hoat
dong cua protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL. Théng thudng, phin c6 hoat
tinh sinh hoc ¢6 chira mién hodc motif c6 it nhdt mot hoat tinh cia protein homeobox 4
lién quan dén WUSCHEL. Phan c6 hoat tinh sinh hoc cta protein homeobox 4 lién quan
dén WUSCHEL c6 thé 1a polypeptit ma c6 chidu dai 13, vi dy, 210, 211, 212, 213, 214,
215,216,217, 218, 219, 220, 221, 222, hoac 223 axit amin.

Protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL c6 thé c6 trinh tu axit amin néu
trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6. Theo phuong 4n khéc, protein homeobox 4
lién quan d&n WUSCHEL vé co ban twong dong véi SEQ ID NO: 3 hoic SEQ ID NO: 6,
va giit lai hoat tinh chirc ning cua protein ciia SEQ ID NO: 3 hoic SEQ ID NO: 6, van
khac biét ¢ trinh tu axit amin do sy thay ddi hodc su gay dot bién alen tu nhién. Theo
phuong 4n khéc, protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL c6 d6 tuong ddng trinh
tu axit amin it nhat 1a khoang 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%,
99,5%, 99,6%, 99,7%, 99,8%, 99,9% hodc 16n hon so véi SEQ ID NO: 3 hoac SEQ ID
NO: 6.

Thuét ngit "mién", nhu duge str dung trong ban mé ta nay, ding dé chi tap hop
axit amin dugc bdo toan & cac vi tri cu thé doc theo su sép théng hang cua céc trinh ty
cua céc protein co li€én quan vé mit tién hoa. Mic du axit amin & céac vi tri khac c6 thé
thay dbi gifta cac thé tuong déng, axit amin ma dugc bao toan cao & céc vi tri cu thé cho
thdy axit amin ndy duong nhu 1a thiét yéu trong céu tric, do 6n dinh hodc chirc ning cia

protein. Pugc xac dinh bang mirc d6 bao toan cao cua ching trong céc trinh ty dugc sap
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thing hang cua ho thé twong ddng protein, ching c6 thé duoc sir dung lam chit nhan
dang dé xac dinh liéu polypeptit bat ky dang quan tdm c6 thudc v& ho polypeptit da duoc

x4c dinh tr trudc hay khong.

Thuit nglt "motif", nhu dugce sit dung trong badn mo ta nay, dung dé chi vung dugc
bao toan ngin trong trinh tw ciia cac protein c6 lién quan vé mit tién héa. Motif thuong 1a
cac phan dugc bao toan cao clia mién, nhung ciing c6 thé chi bao gébm mdot phin cua
mién, hoic nim & bén ngoai mién dugc bao toan (néu tat ca cc cua axit amin cta motif

nam ngoai mién di dugc x4c dinh).

Co céc co s¢ dit liéu chuyén mon dé x4ac dinh cac mién, vi du, SMART (Schultz et
al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864; Letunic et al. (2002) Nucleic Acids Res
30, 242-244), InterPro (Mulder et al., (2003) Nucl. Acids. Res. 31, 315-318), Prosite (Bucher and
Bairoch (1994), A generalized profile syntax for biomolecular sequences motifs and its function
in automatic sequence interpretation. (In) ISMB-94; Proceedings 2nd International Conference
on Intelligent Systems for Molecular Biology. Altman R., Brutlag D., Karp P., Lathrop R., Searls
D., Eds., pp53-61, AAAI Press, Menlo Park; Hulo et al., Nucl. Acids. Res. 32:D134-D137,
(2004)), hoac Pfam (Bateman et al., Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002)). Tép hop
cong cu dé phan tich in silico cac trinh ty protein c¢6 sin trén may cha proteomics
ExPASy (Vién Thong tin sinh hoc Thuy Si (Gasteiger et al., ExXPASy: The Proteomics Server
for In Depth Protein Knowledge and Analysis, Nucleic Acids Res. 31:3784-3788(2003)). Mién
hodc motif ciing c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung k§ thuat thong thudng, ching
han nhu bang cach sip thing hang trinh tur.

Nham dat dugc muc dich cua sang ché, "chuyén gen", "gen chuyén" hoic "tai to
hop" c6 nghia la dbi voi, vi dy, trinh tr axit nucleic, bang biéu hién, chu tric gen hodc vat
truyén bao gém va/hodc ¢6 chira trinh tu axit nucleic hodc sinh vat duoc bién nap béng
trinh tu axit nucleic, bang biéu hién hodc vit truyén theo sang ché, tAt ca céac céac chu tric
nay duogc tao ra bang phuong phap tai td hop trong d6: (a) trinh tu axit nucleic ma hoa
cho protein hiru dung trong phuong phap theo sang ché, hoic (b) (céc) trinh tu kiém soat
di truyén ma dugce lién két c6 diéu khién voi trinh tu axit nucleic theo séang ché, vi du
trinh tu mé& dau, hodc (c) a) va b) khong nim & mdi trudong tu nhién cua ching hodc da
duoc cai bién bi’mg phuong phép tai tb hop. Su cai bién c6 thé & dang, vi du, su thé, su
thém, su lam khuyét, su ddo nguoc hodc su cai xen cia mot hodc nhiéu géc nucleotit.

Moi truong di truyén tw nhién duoc hiéu 1a vi tri trong hé gen ho#ic nhiém sic thé tu
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nhién & cy trdng ban dau hodc sy c6 mit trong thu vién hé gen. Trong trudong hop thu
vién hé gen, modi truong di truyén tw nhién cia trinh tu axit nucleic t6t hon 1a duogc giir
lai, it nhét 12 mot phan. M6i truong tAn cong & bén sudn trinh tu axit nucleic it nhit & mot
phia va c¢6 chiéu dai trinh tu bing khoang 50 bp, t6t hon 1a bing khoang 500 bp. Bing
biéu hién c6 trong tu nhién - vi du dang két hgp c6 trong ty nhién cua trinh ty mé dau tu
nhién cua trinh tu axit nucleic véi trinh ty axit nucleic tuong trng ma héa cho polypeptit
hitu dung trong phuong phép theo sang ché, nhu xac dinh & trén - tré thanh bang biéu
hién chuyén gen khi bang biéu hién nay dugc cai bién bang phwong phap téng hop
("nhan tao"), khong tu nhién ching han nhu, vi du, xit Iy gay dot bién. Phuong phép thich
hop duge mo ta, vi dy, trong tai liéu US 5,565,350 hodac WO 00/15815.

Do d6, cdy trong chuyén gen dé thyuc hién muc dich cta sang ché dugc hiéu 13 bao
gdm céc cdy trong trong d6 axit nucleic duoc sir dung trong phuong phap theo sang ché
khéng & vi tri tu nhién cua chiing trong hé gen ctia ciy trdng nay, va do d6 axit nucleic c6
thé duoc biéu hién tuong déng hodc khéc loai. Tuy nhién, nhu di néu, sy chuyén gen
cling ¢6 nghia 13, mic du axit nucleic theo sang ché hodc dwoc sir dung trong phuong
phép theo sang ché nidm & vi tri tu nhién ciia ching trong hé gen cua cdy trong, trinh tu
nay da duogc cai bién so v6i trinh tu tu nhién, va/hodc trinh tu diéu hoa cia céc trinh tu tu
nhién d3 dugc cai bién. Tét hon 1a sy chuyén gen dugc hiéu 12 su bidu hién cua axit
nucleic theo sang ché & vi tri khong ty nhién trong hé gen, trong khi sy biéu hién tuong

dong hoac, tot hon 13, khéc loai cia axit nucleic dién ra.

Thuét ngit "dua vao" hodc "bién nap", nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, bao
ham sy chuyén polynucleotit ngoai sinh vao t& bao chu, bit ké phuong phap nao duoc sir
dung dé chuyén. Mb thyuc vét c6 kha ning nhan dong tiép theo, bing cach phat sinh co
quan hodc phat sinh phoi, ¢6 thé duge bién nap bing ciu tric di truyén theo sang ché va
cay trdng nguyén ven duoc tai tao tir d6. Mo cu thé dugc chon s& thay doi tiry thude vao
hé thdng nhan dong c6 sin, va thich hop nhit, dbi véi loai cu thé cin duoc bién nap. Cac
dich mo6 vi du bao gém dia 14, phén, phoi, 14 mam, tru dudi 14 mam, thé giao tir céi, mo
seo, md phan sinh hién hitu (vi du, m6 phén sinh dinh, chdi nach, va mé phén sinh 1é), va
mo phan sinh cam @ng (vi dy, md phan sinh 14 mdm va mé phén sinh try dudi 14 mam).
Polynucleotit c6 thé dugc dua vao tam thoi hoac on dinh trong té bao chi va c6 thé duoc

duy tri & dang khong hop nhéit, vi dy, & dang plasmit. Theo cach khéc, n6 c6 thé duge
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hop nhét vao hé gen vat chu. Sau do, t€ bao thuc vat bién nap thu dugc co thé dugc st
dung dé tao ra cdy trong bién nap theo phuong phap da biét d6i voi ngudi c6 hiéu bibt

trung binh trong linh vuyec.
Viéc chuyén gen la vao hé gen cua ciy trdng dugc goi 12 bién nap.

Su bién nap cua loai thyc vat hién nay 1a k§ thuit kha thong thuong. Piéu ¢6 loi
1a, phuong phap bién nap bat ky trong s6 médt vai phuong phap bién nap c6 thé duoc st
dung dé dua gen mong mudn vao té bao 6ng ba thich hop. Phuong phéap dugc mo ta dé
bién nap va tai tao cay tréng tir md thuc vat hodc té bao thuc vat ¢ thé dugc st dung dé
bién nap tam thoi hodc 6n dinh. Phuong phap bién nap bao gdm viéc st dung liposom,
duc 10 dién va hoa chit ma lam tang sy hép thu ADN tu do, ti€m ADN truc tiép vao cay
trdng, sung ban hat, bién nap bang cach sir dung virut hodc phin va vi chiéu anh. Cay
trdng chuyén gen, bao gdm cdy trong mia vu chuyén gen, t6t hon 14 dugc san xuét thong
qua sy bién nap qua trung gian Agrobacterium. Phuong phap bién nap c6 loi 1 bién nap

trong gidi thuc vat (Sajib et. al. Plant Cell Tiss. Organ Cult. (2008) 95, 333-34).

Thong thudng sau khi bién nap, té bao thuc vat hodc nhom té bao dugc chon loc
vé su ¢6 mit cua mot hodc nhiéu gen déanh d4u ma duoc ma hoa boi gen co thé biéu hién
& cy trong dugc ddng bién nap véi gen mong mudn, sau d6 nguyén liéu duge bién nap
dugc tai tao vao cdy trong nguyén ven. Dé chon loc cdy trong dugc bién nap, nguyén liéu
cdy trong thu duoc trong quy trinh bién nap, vé nguyén tic, dugc dua vao didu kién chon
loc sao cho céy trdng dugc bién nap c6 thé phan biét duoc dbi vai cdy trong khong duoc
bién nap. Vi du, hat thu dugc theo phuong thirc dwgec mo ta & trén cé thé dugc gieo va,
sau giai doan phat trién ban diu, duoc dua di chon loc thich hop bé‘mg cach phun. Kha
nang khac nita bao gdm viéc tréng hat, néu thich hop sau khi tiét tring, trén dia aga bang
cach st dung chét chon loc thich hop sao cho chi hat dugc bién nap c6 thé phat trién
thanh cay tréng. Theo céch khéc, cay tréng duoc bién nap dugc sang loc v& sy ¢6 mit cua
gen danh d4u chon loc ch‘fmg han nhu cac gen dugc mo ta & trén.

Sau khi truyén ADN va tai tao, gia dinh ring cdy trdng dugc bién nap ciing c6 thé
duge danh gia, vi du bang cach sir dung phan tich Southern, vé sy ¢6 mit ctia gen mong
mudn, sb lugng ban sao va/hoic sy td chac hé gen. Theo cach khac hodc ngoai ra, mirc

d6 biéu hién cia ADN méi duge dua vao cé thé duogc kiém tra bing cach st dung phin
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tich Northern va/hoic Western, ca hai k§ thuat nay 1a da biét d6i voi ngudi c6 hiéu biét

trung binh trong linh vyc.

Cay trong dugc bién nap duge tao ra c6 thé duoc nhan 1én bang nhiéu phuong
phap, ching han nhu bang cach nhan dong hodc k¥ thuat gy gidng cb dién. Vi du, cy
trong dugc bién nap thé hé thir nhit (hay T1) c6 thé duoc chon loc va thé bién nap thé hé
thir hai déng hop tir (hay T2) cé thé duge chon loc, va sau d6 cay tréng T2 ¢6 thé duge
tiép tuc nhan 1én bang k¥ thuat gy giéng ¢d dién. Sinh vat bién nap dugc tao ra c6 thé c6
nhiéu dang. Vi dy, ching c6 thé 1a thé kham cua té bao dugc bién nap va té bao khong
dugc bién nap; thé bién nap don dong (vi du, tat ca cac té bao duge bién nap déu c6 chira
bang biéu hién); canh ghép ciia md dugc bién nap va khong duge bién nap (vi du, & cy

tr@)ng, than ré& dugc bién nap duoc ghép vao choi khong dugc bién nap).

Thuét nglt "su bi€u hién ting" hodc "sy biéu hi€én qua muc" nhu duge st dung
trong ban mo t4 nay dung dé chi dang bat ky cua sy bi€u hién ma ting thém so véi mic

dd bicu hién kiéu dai ban dau.

Phuong phép 1am tang su biéu hién ctia gen hodc san phim gen dd duoc ghi nhan
trong tai liéu trong linh vuc va bao goém, vi dy, su biéu hién qua muc duoc 1am cho dién
ra bang trinh tw m& dau thich hop, bing cach sir dung gen tang cudng phién ma hoic gen
ting cuong dich ma. Axit nucleic duge phan 14p ma déng vai trd 1am trinh tuy mo du
hodic yéu t6 ting cudng c6 thé dugc dua vao vi tri thich hop (thuong 1 nguoc chibu) cia
dang khong khéc loai clia polynucleotit sao cho didu hoa tdng sy biéu hién cua axit
nucleic ma héa cho polypeptit mong mudn. Vi du, trinh tu mé dau noi sinh c¢6 thé duge
lam thay ddi in vivo béng dot bién, sy 1am khuyét, va/hoic su thé (xem tai liéu, Kmiec,
US 5,565,350; Zarling et al., W09322443), hoic trinh ty mé dau duoc phan l4p c6 thé
dugce dua vao t& bao thuc vét theo hudng thich hop va & cach gen theo sang ché mot

khoang sao cho kiém soat su bi€u hién cua gen.

Néu sy biéu hién polypeptit 12 diéu mong mubn, thuong mong mudén bao gdbm
ving polyadenyl héa & dau 3' cua ving ma hoéa polynucleotit. Ving polyadenyl héa c6
thé 1a ¢6 nguén géc tr gen tu nhién, tur nhiéu loai gen thuc vat khac, hoac tr T-ADN.
Trinh ty ddu 3' cin duoc bd sung vao cé thé c6 ngudn gde tir, vi du, gen nopalin syntaza
ho#c gen octopin syntaza, hodc theo cach khéc la tir gen thuc vat khéac, hodc kém hon 1a

tir gen sinh vét nhan chuin khac bét ky.
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Trinh ty intron ciing c6 thé dugc bd sung vao ving khong dich ma 5' (UTR) hodic
trinh tu m4 héa cia mot phan trinh ty ma hoéa dé 1am ting lwong thong tin trudng thanh
tich liiy trong dung dich bao twong. Su bao gdm ctia chd ndi 1am cho intron trong don vi
phién mi & ca cAu tric biéu hién thuc vat va dong vat duge thé hién dé lam ting su biéu
hién gen & ca cip dd mARN va protein 1én dén 1000 14n (Buchman and Berg (1988) Mol.
Cell biol. 8: 4395-4405; Callis et al. (1987) Genes Dev 1:1183-1200). Sy tdng cudng
intron nay cta sy biéu hién gen thuong 16n nhit khi dat & gan diu 5' ctia don vi phién ma.
Viéc st dung céc intron ngd nhu intron Adhl-S 1, 2, va 6, intron Bronze-1 1a da biét
trong linh vuc. Thong tin chung vé ching xem trong tai liéu: The Maize Handbook,

Chapter 116, Freeling and Walbot, Eds., Springer, N.Y. (1994).

Pé x4c dinh su tuong déng theo ty 1€ phén trdm cuda hai trinh ty axit amin hodc cta
hai trinh tu axit nucleic, cac trinh tu ¢6 thé duge sép théng hang nhim muc dich so sanh
t8i vu (vi du, chd tréng ¢6 thé dugce dua vao mot hodc ca hai trinh ty axit amin hodc trinh
tu axit nucleic thir nhét hodc thir hai dé sip thang hang tdi wu va cic trinh ty khong twong
ddng c6 thé bi bé qua khi so sanh). Chiéu dai cta trinh ty tham chiéu dwgc sip thing
hang dé so sanh c6 thé bang it nhat 95% chidu dai cua trinh tu tham chiéu nay. Sau do,
gbc axit amin hodc nucleotit & vi tri axit amin hodc vi tri nucleotit twong ting c6 thé dugc
so sanh. Khi vi trf & trinh ty the nhét dugc chiém giit boi cing géc axit amin hoac
nucleotit nhu vi tri twong (mg & trinh tu tht hai, thi cac phén tir twong ddng & vi tri d6
(nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay “su twong dong” axit amin hodc axit nucleic 14
trong dwong v6i “sy dong déu” axit amin hodc axit nucleic). Su twong dong theo ty 18
phén trim gifra hai trinh ty 12 ham cia sé luong vi tri twong dong giita cac trinh tw, c6
tinh dén s lwong chd tréng, va chiu dai cia mdi chd tréng, ma cin phai duoc dua vao

dé sip thang hang tdi vu hai trinh ty.

Viéc so sanh cac trinh ti va x4c dinh sy twong dong theo ty 16 phan tram gitra hai
trinh ty c¢6 thé duge thyuc hién béng cach st dung thuit todn. Theo mdt phuong an, su
twong dong theo ty 1& phan trim gifta hai trinh ty axit amin c6 thé dugc xac dinh bang
cach str dung thuét toan Needleman va Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) ma da
dugc két hop vao chuong trinh GAP trong goi phén mém GCG (c6 sin &
http://www.gcg.com), bang cach sit dung ma trdn Blosum 62 hodc ma tran PAM250, va

tai trong chd tréng bang 16, 14, 12, 10, 8, 6, hoic 4 va tai trong chiéu dai bang 1, 2, 3, 4,
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5, hoic 6. Theo phuong 4n dugc uu tién khac nita, sy twong dong theo ty 1& phan tram
gitra hai trinh ty nucleotit c6 thé dugc xac dinh béng cach sir dung chuong trinh GAP
trong g6i phian mém GCG (c6 sin & http://www.gcg.com), bang cach sir dung ma trin
NWSgapdna.CMP va tai trong chd trdng bang 40, 50, 60, 70, hozc 80 va tai trong chiéu
dai béng 1,2, 3,4, 5, hodc 6. Theo phuong an khéc, su tuong déng theo ty 1& ph?m tram
gitra hai axit amin hodc céc trinh ty nucleotit c6 thé duoc xac dinh béng cach s dung
thuat toan cia E. Meyers va W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4:11-17 (1988)) ma da
duoc két hop vao chuong trinh ALIGN (phién ban 2.0 hoic 2.0U), bang cach st dung
bang gbc tai trong PAM120, khoan bu chidu dai chd tréng bang 12 va khoan bu chd trong
bang 4.

Chuong trinh may tinh vi du ma c6 thé dugc sur dung dé x4c dinh su d@)ng déu
giita hai trinh tu bao gém, nhung khong giéi han &, ddy chuong trinh BLAST, vi du,
BLASTN, BLASTX, va TBLASTX, BLASTP va TBLASTN, c6 thé truy cip cong cong
& www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Nghién ctu trinh ty thudong duge thuc hién bang cach st dung chuong trinh
BLASTN, khi danh gi4 trinh tu axit nucleic nhat dinh d6i véi trinh tu axit nucleic trong
trinh tr ADN GenBank va cic co s¢ dit liéu cong khai khac. Chuong trinh BLASTX
duge vu tién dé nghién ctu trinh ty axit nucleic ma dugce dich ma trong tit ca cac khung
doc so véi trinh ty axit amin trong céc trinh ty protein GenBank va céc co sé& dit liéu

cong khai khéc.

Su sép xép trinh ty duoc wu tién cla cac trinh ty duge chon dé xac dinh "% tuong
dé)ng" gitta hai hodc nhiéu trinh tu dugc thuc hién béng cach st dung vi du, chuong trinh

CLUSTAL-W.

Nhu néu & trén, mot phuong 4n cia sang ché dé xuét polynucleotit dugc phan lap
ma hoa cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL dugc tim thdy ¢ cay
trdng C. olitorius va C. capsularis 1an lugt bao gdm va/hodc c6 chira trinh tu nucleotit
nhu néu trong SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 5. Mot cach tuong tng, polypeptit
HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL tuong tng duge ma héa bai trinh tu nucleotit
mang trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 6. Theo mot phuong an
cta sang ché, SEQ ID NO: 3 dung dé chi trinh tu polypeptit ciia c6 ngudn gdc tir thé
twong dong homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) C. olitorius, va SEQ ID
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NO: 6 ding dé chi trinh tu polypeptit cua thé twong déng homeobox lién quan dén
WUSCHEL 4 (WOX 4) ¢6 ngudn gbc tir C. capsularis. C4 hai enzym nay c6 mdt trong
con dudng téng hop sinh hoc ciia sgi & cdy trong C. olitorius va C. capsularis d& xac tac

cho phén tr khai dau dé lam mdi cho su téng hogp sinh hoc cua t€ bao soi & thuc vat.

Sang ché ciing dé xuét gen trinh ty mi héa cho thé twong ddng homeobox lién

quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) tir cay trong C. olitorius va C. capsularis.

Theo mdt phuong an, polynucleotit dai 1250 bp dugc minh hoa trong SEQ ID NO:
1 12 gen chiéu dai diy du dwoc phan 1ap tir C. olitorius. Trinh ty gen ndy bao gdm it nhit
150 nucleotit lién tiép tir ca nguoc chidu va xudi chiéu ciia gen. Phuong 4n nay ciing dé

xuat trinh ty intron cua gen.

Theo phuong an khéc, polynucleotit dai 1237 bp dugc minh hga trong SEQ ID
NO: 4 14 gen chiéu dai diy da duoc phén lap tir C. capsularis. Trinh ty gen ndy bao gém
it nhat 150 nucleotit lién tiép tir ca nguoc chiéu va xudi chiéu cua gen. Phuong 4n nay

cling d€ xuat trinh ty intron cua gen.

Theo phuong 4n khéc nita ctia sang ché, polynucleotit dugce phan l4p ma héa cho
polypeptit bao gdm trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 va/hoic SEQ ID NO: 5
dugc dé xuét. SEQ ID NO: 2 dung dé chi trinh t polynucleotit cia trinh ty thé tuong
ddng homeobox lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) c6 ngudn gbc tir C. olitorius va
SEQ ID NO: 5 dung dé chi trinh ty polynucleotit cia trinh tu thé trong dong homeobox
lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) ¢6 ngudn gbc tir C. capsularis.

Theo phuong an khac nita, phan tir axit nucleic dugc phan 14p ma c6 kha ning ma
hoa cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL, hoic manh c6 hoat tinh
sinh hoc ctia ching, ¢6 chta trinh ty nucleotit ma c6 do twong ddng it nhét 14 khoang
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%, 99,5%, 99,6%, 99,7%,
99,8%, 99,9% hoic 16n hon dd tuong déng S0 v6i toan bd chidu dai cua trinh tu nucleotit

néu trong SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, hoic dang bd sung bit ky ctia chung.

Theo mot phuong &n, polynucleotit dai 669 bp dugc minh hoa trong SEQ ID NO:
2 1a protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL (WOX 4) dwoc ma hoa béi dong
cADN chiéu dai diy du thé hién khung doc m& ma héa cho polypeptit c6 222 axit amin,
nhu trong SEQ ID NO: 3, c¢6 sb khdi phan tir tinh dwgc biang khoang 25,54 kD. Théong
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qua phan tich SMART cta SEQ ID NO: 3, da phét hién ra sy c6 mdt cia mién homeobox
trong trinh ty. Day 1a yéu t lién két ADN, ma tham gia vao sy diéu hoa phién mi cta cac
quy trinh phat trién then chdt cia cdy trdng. DAy 1a protein homeobox 4 lién quan dén

WUSCHEL (WOX 4) tham gia vao sy tang sinh té bio mach cia cay trong.

Theo mdt phuong an, polynucleotit dai 672 bp dugce minh hoa trong SEQ ID NO:
5 1a protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL (WOX 4) dugc ma hoéa boi dong
cADN chiéu dai ddy du thé hién khung doc mé ma héa cho polypeptit ¢ 223 axit amin,
nhu trong SEQ ID NO: 6, c¢6 sb khdi phan tir tinh duge bing khoang 25,67 kD. Thong
qua phan tich SMART cua SEQ ID NO: 6, 44 phat hién ra sy c6 mat ctua mién homeobox
trong trinh ty. D4y 14 yéu t4 lién két ADN, ma tham gia vao su diéu hoa phién ma cta cac
quy trinh phat trién then chét cua cdy trong. Pay 1a protein homeobox 4 lién quan dén

WUSCHEL (WOX 4) tham gia vio sy ting sinh t& bio mach ciia cdy tréng.

Theo mdt phuong 4n dugc vu tién cua sang ché, polynucleotit duoc phan 1ap duge
minh hoa trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé thu duogc bang cach khuéch dai PCR ciia viing dugc
bao toan cla gen bang cach sir dung ARN téng sb dugc phan lap tir cdy C. olitorius va
SEQ ID NO: 5 ¢6 thé thu duoc bing cach khuéch dai PCR cua ving duge bao toan cia
gen nay bang cach sir dung ARN tong s6 dugc phan lap tir cdy C. capsularis. Nhu néu
trong phan mo ta trén day, cAy C. olitorius dugc sit dung 1a gidng O-4 va C. capsularis

duoc st dung 14 gibng CVL-1.

Theo phuong &n khac cua sang ché, sang ché dé xuit cdu tric gen tai td hop bao
gdm polynucleotit c6 trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 va/hoic SEQ ID NO: 4,
trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién duge & té bao chi, va c6 thé dich ma dé san xuét
thé twong ddng cua protein homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL (WOX 4) & cy trong
C. olitorius va C. capsularis. Quy trinh khuéch dai, tich dong va doc trinh tw homeobox
lién quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) tir cdy trdng C. olitorius va C. capsularis dugc mod
ta chi tiét hon & vi du 2. Tét hon 13, cAu trac gen tai td hop con cé chira viung trinh ty mo
ddu dugc lién két c6 didu khién dé tang cuong su biéu hién cia khudn polynucleotit.
Trong su kiém soat phién ma cua trinh ty mé dau cu thé, su biéu hién cua vung ma hoa ¢
trong cAu tric gen tai td hop c6 chira polynucleotit theo SEQ ID NO: 2 va/hodc SEQ ID
NO: 4 sau d6 c6 thé duoc ting cudng, ddn dén ning suét cao hon clia protein homeobox

4 lién quan dén WUSCHEL (WOX 4).
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Theo mdt phuong an cua sang ché, sy biéu hién dwoc didu bién 13 su biéu hién
hodc hoat tinh ting, vi du su biéu hién quéd muc cua phén tir axit nucleic ma hoa cho
polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL, vi dy, ctia phéan tir axit nucleic ma
héa cho SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 5. Phuong phép lam ting sy biéu hién cia axit
nucleic hoic gen, hodic san phdm gen, di duoc ghi nhan trong tai lidu trong linh vyuc va

cac vi du dugc néu trong phan dinh nghia.

Sang ché ciing dé xuit phuong phap san xuét ciy trong chuyén gen c6 ning suét
soi dugc ting cudng dbi véi cdy trong ddi chimg, bao gdm dua vao va biéu hién & cay
trong axit nucleic bit ky ma héa cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén
WUSCHEL nhu dugc x4c dinh & trén trong ban md ta nay.

Cu thé hon, sang ché dé xudt phuong phap san xuét cy trong chuyén gen c6 ning
sudt soi duoc ting cudng so véi cdy trong dbi chimg tréng, ma phuong phap ndy bao
gdm céc budc:

(1) dua vao va biéu hién & cay tréng hodc té bao thuc vat axit nucleic hoic cAu trac
di truyén mi hoa cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL bao gdém

va/hodc c6 chira axit md héa cho nucleic polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén
WUSCHEL; va

(ii) cAy té bao thuc vat trong diéu kién thuc ddy sy sinh trudng va sy phat trién té

bao soi.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén polynucleotit duoc phan 14p ma ma héa
cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL, va c6 ngudn gbc tir cdy trdng

C. olitorius, c6 chira phan tir axit nucleic dugc chon tir nhém gom c6:

a) phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2,

hodc dang bo sung cia chung; va

b) phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit c6 do twong ddng trinh ty it
nhét 12 95% so v6i trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, hoic dang bd sung cua

ching.

Theo cc phuong an nhit dinh, cay C. olitorius 14 giéng O-4.

-22-



30380

Khia canh khac cua sang ché @ cap dén phén tr axit nucleic dugc phan 14p ma ma
héa cho polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL va ¢6 ngudn gbc tir cay
trdng C. capsularis, ¢ chira phan tir axit nucleic dugc chon tir nhém gdm c6:

a) phan tir axit nucleic bao gdm trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 5,
hoic dang bd sung cia chiing; va

b) phan tir axit nucleic bao gdm trinh tyr nucleotit ¢6 do twong ddng trinh tu it
nhét 14 95% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 5, hodc dang bd sung cua
ching.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cay C. capsularis 13 giébng CVL-1.

Khia canh khac cua sang ché d& cap dén polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén
WUSCHEL duogc phan l4p bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3, hoic
manh ¢6 hoat tinh sinh hoc ctia ching, polypeptit nay c6 chirc nang dugc chon tir nhom
gém c¢6 xtc tac cho su khéi diu, su tao thanh, su tdng cuong, va su thay dbi, dé béng
cach d6 cai bién hop phdn ciia soi libe & cdy trdng C. olitorius.

Theo cac phuong an nhét dinh, ciy C. olitorius 14 gibng O-4.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay c6 do twong ddng trinh tu it nhét 1a
95% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

Khia canh khéac cua sang ché dé cap dén polypeptit HOMEOBOX lién quan dén
WUSCHEL 4 dugc phan 14p c6 chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 6,
hodic manh c6 hoat tinh sinh hoc cia chung, polypeptit ndy ¢6 mot hoic nhiéu chirc ning
duoc chon tir nhém gém ¢ xuc tac cho su khéi ddu, su tao thanh, sy tdng cuong, va sy
thay ddi, dé bang cach d6 cai bién hop phan cia soi libe & cdy trong C. capsularis.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ¢y C. capsularis 14 giébng CVL-1.

Theo cac phwong an nhét dinh, polypeptit nay c6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a
95% so véi trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

Khia canh khéc ctia sdng ché dé cdp dén cau tric gen tai t0 hop bao gdm

polynucleotit duoc chon tir nhém gbm cé:

a) phan tir axit nucleic bao goém trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2
hoiic SEQ ID NO: 5, hoic dang bd sung cia ching; va
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b) phan tir axit nucleic bao goém trinh t nucleotit ¢6 d6 twong ddng trinh tu it
nhét 14 95% so v&i trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hoiac SEQ ID NO: 5, hoac
dang bd sung ctia chiing, trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién duoc & té bao chu dé san
xuét thé twong ddng cua polypeptit HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL & ciy

trdng C. olitorius va C. capsularis.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, cdu tric ndy con c¢6 chtra ving trinh tu mé diu
dugc lign két ¢6 diéu khién véi

a) phan tir axit nucleic bao gém trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2
hodc SEQ ID NO: 5, hodc dang bd sung cua ching; hodc

b) phan tir axit nucleic bao gbém trinh ty nucleotit ¢6 do twong ddng trinh ty it
nhét 12 95% so v6i trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5, hodc
dang bd sung cta chung, trong d6 trinh ty m& dau nay lam ting cudng sy phién ma hodc

su bi€u hién ctia phén tir axit nucleic.

Khia canh khac cua sang ché dé cip dén thé bi€n nap bao gom cau tric gen tai to

hop ¢6 kha ning biéu hién polynucleotit dugc chon tir nhém gom c6:

a) phan tir axit nucleic bao gém trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hoic

SEQ ID NO: 5, hoic dang bd sung cuia ching; va

b) phén tir axit nucleic bao gdm trinh ty nucleotit ¢6 d6 twong dong trinh ty it nhat
14 95% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5, hodc dang
bd sung cta ching, trong d6 thé bién nap nay san xuit thé twong dong cua polypeptit

HOMEOBOX 4 lién quan dén WUSCHEL.

Khia canh khéc cua sang ché dé cap dén phuwong phap sdn xuat cdy trong hodc cay
trong chuyén gen c6 ndng suat soi dugc lam tdng hodc dugc ting cudong so véi cdy trong

doi chung, bao gdm:

a) dua vao t& bao thuc vat cAu tric gen tai t6 hop bao gdm polynucleotit dugc
chon tir nhém gdm cé: i) phan tir axit nucleic bao gbm trinh ty nucleotit néu trong SEQ
ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5, hoac dang bd sung cua ching; va ii) phan tlr axit nucleic
bao gém trinh ty nucleotit c6 do tuong déng trinh ty it nhat 12 95% so v6i trinh tu

nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hoic SEQ ID NO: 5, hoic dang bd sung cia chung,
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b) cdy té bao thuc vt trong didu kién dé thuc ddy sy sinh trudng va sy phat trién

cua ciy trong; va

c) biéu hién polypeptit dugc chon tir nhém gdm c6: i) polypeptit bao gdm trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6, hodc manh c6 hoat tinh sinh hoc
ctia chung; va ii) polypeptit c6 d6 twong ddng trinh ty it nhit 12 95% so v&i trinh ty axit
amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6.

Céc trinh ty dugc dé xuat boi sadng ché cling ¢6 thé duge st dung 1am nguyén liéu
chuén bi dé cai bién hodc thiét ké hgp ly enzym méi cé cac dic tinh ma lam cho enzym

c6 kha nang hoat dong t6t hon trong cac quy trinh khé khan.

Ban mé ti ndy bao gdm ndi dung nhu néu trong cac yéu cu bao hd kém theo,
ciing nhu 13 trong phan mo ta trén ddy. Mic du sang ché nay dugc mo ta & cac phuong 4n
wu tién cia né & mac dd cu thé nhat dinh, can hiéu réng vi€c boc 1§ cac phuong an wu
tién dugc tao ra chi bang cach ldy vi du va nhiéu thay ddi vé chi tiét cta cu trac va dang
két hop va sy sép xép cua cac phén c6 thé duoc vién dén ma khong nim ngoai pham vi

cua sang ché va yéu cau bao hd.

Nhiéu tai liéu tham khao khac nhau dugc vién dan trong ban md ta nay, viéc vién

dan nay hoan toan chi nhim muc dich tham khao.
Vi du thue hién sang ché

Céc vi du sau day nham dé minh hoa thém cho sang ché, ma khong du dinh lam

sang ché bi giéi han & cac phuong 4n cu thé duoc mé ta trong ban md ta nay.
Vidul Thiét ké va téng hop doan moi

Céac doan mdi dugc sir dung trong nghién cru nay duogc thiét ké tir hé phién ma
duoc diéu chinh thu cong va “mau gen” dugc dy doan dbi vé6i trinh tu hé gen cua cua C.
olitorius va C. capsularis, béng cach luya chon mot cach thi cong cac trinh ty ¢c6 ORF
hoan chinh hoéc béng cach sir dung co s& dit li€u trong d6 gen tuong tu da dugc phan 1ap
thanh cong tir cdy trong khac. Phéan tich thong tin sinh hoc so sanh cia céc trinh ty
nucleotit thu duoc tir hé phién ma duoc thuc hién bang cich st dung NCBI BLAST,
BLASTP, RPS-BLAST, BLASTX va PSI-BLAST dé nhan dién thé twong dong cua céc
gen lién quan va dé nhan dién chinh x4c gen. Su sip thang hang trinh ti nucleotit dwgc

thuc hién bing clustalW phién ban 1.82 bt cir khi nao céc trinh ty phic hop dugc tim
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thdy tir “von gen”. Sau d6, su sip thang hang dwoc hiéu chinh. Poan mdi dic hiéu gen
(c& xudi va ngugc) dugce chon loc thu cong hodc thong qua cong cu Primer 3 plus va doan
moi duoc téng hop theo yéu cau.

T4t ca cac oligonucleotit duge sir dung trong nghién ctu nay duoc téng hop va
dugc tinh ché HPLC béi nha cung cdp va dugc mua cia héng Integrated DNA
Technologies (IDT). Dung dich du trit khoang 100 pmol dwgc diéu ché trong ddH,O da
dugc thanh tring va dugc luu trit & nhiét d§ khodng -20°C, phan chia thanh céac phén

riéng dé st dung.

Céc trinh tu oligonucleotit dugc dung lam doan mdi dé PCR

Tén doan mdi | SEQ ID NO Trinh tu oligonucleotit San phim dugc
khuéch dai tr
cADN
COLF 1 CCATGGGAAACATGAAGGTGC
682
COLR 1 TGAAACGTCCATCATCTGCCT
CCAF 4 CCATGGGAAACATGAAGGTGC
675
CCAR 4 TTCATGATCTGCCTTCCGGG
Vidu?2 Khuéch dai, tach dong va doc trinh tw ctia homeobox lién quan dén

WUSCHEL 4 tir C. olitorius va C. capsularis

ARN tdng sb dugc phan 14p tir hat ba ngay tudi sinh trudng trén moi truong MS
nhu d3 dugc md ta tir truée bdi Chomezynski P va Sacchi N, phuong phap mét bude dé
phan 1ap ARN bang cach chiét axit guanidinium thioxyanat-phenol-clorofom. (Anal
Biochem 1987, 162: 156-159). Chét lugng hodc tinh toan ven cia ARN dugc kiém tra
bang sic ky trén gel agaroza va dugc dinh luong bang cach sir dung Thermo Scientific
Nano Drop 2000 theo quy trinh tiéu chuan. Mach thtr nhit cADN dugc tong hop bing
cach str dung enzym phién ma ngugc SuperScript III (Invitrogen) theo huéng dan cua
nha san xuit. Gen dugc khuéch dai tir cADN bang PCR bang cach str dung doan mdi dic
hiéu gen. Phan tng PCR (50 pl) c6 chira 1 pl cADN, 20 pmol ctia mdi doan mdi, 5 pl
10X chét dém PCR, 5 pl hén hop 2,5 mMdNTP va 1,0 don vi ADN polymeraza PfuTagq.
PCR duoc tién hanh trong may luén nhiét (Applied Biosystems) bang cach str dung cac

didu kién sau: 1am bién tinh ban dau trong thdi gian khoang 5 phut & nhiét d6 x4p xi
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95°C, sau d6 14 35 chu ky bién tinh & nhiét do xép xi 95°C trong thoi gian khoang 30
gidy, 0 (bit ciip mdi) & nhiét do xAp xi 59-61°C trong thoi gian khoang 30 gidy va kéo dai
¢ nhiét do xép xi 72°C trong thoi gian khoang 1 phut, véi su kéo dai cubi cung & nhiét do
xép xi 72°C trong thoi gian khoang 7 phat. San phdm PCR dugc phan tich bing gel
agaroza 1% bang céach sir dung 1X chit dém TAE va san phdm khuéch dai dwoc rira giai
tir gel bang cach sir dung bd kit chiét gel QTAGEN theo huéng dan cua nha san xut. San
phdm PCR di tinh sach duoc ndi vao b kit tach dong pCR®8/GW/TOPO® TA
(Invitrogen) va dugc bién nap vao té bao E. coli kha bién (Invitrogen). Plasmit dugc phan
lap tir cac khuin lac gia dinh bing cach sir dung bd kit QIAprip Spin Miniprep
(QIAGEN) theo huéng din ciia nha san xuit. Viéc ¢6 hay khong su cai xen dugc kiém
tra bang cach sir dung doan mdi dic hidu gen va plasmit duong tinh duoc dwa di doc trinh

tu.
Vidu3 Phan tich trinh tu

Trinh tw nucleotit va trinh tu axit amin 1in luot dugce phan tich bing cac chuong
trinh BLASTN va BLASTP. Céc trinh ty dugc béo cdo tir cdy trong khac duge sip thang
hang bang ClustalW. Phan tich phat sinh loai dugc tién hanh bing cach st dung
Neighbour Joining (NJ).

Vidu4 X4y dung con dudng sinh tong hop soi

Vai tro hién thi x4y dung lai con duong chuyén héa ty dong cua homeobox lién
quan dén WUSCHEL 4 (WOX 4) trong sy sinh tong hop soi dugc x4y dung bang cach
x4c dinh cac dong dang thich hop tir protein C. olitorus va C. capsularis so véi hé gen
Arbidopsis. Cac phan ting enzym dugc xiic tic bdi homeobox lién quan dén WUSCHEL
4 (WOX 4) duoc mi hoa & trong hé gen C. olitorus va C. capsularis dugc xay dung bang
cach str dung cic phan g enzym c6 sin trong co s& dit liéu Resnet-Plant 3.0 dbi véi

Pathway Studio ciing nhu 14 tir co s& dir liéu con dudng trao dbi chét.
Tai lién tham khao dugc vién dan

T4t ca cac bang sang ché My, cac don sang ché da cong bd My§, va cac don PCT

da cong bo dugc vién dan trong ban mo ta nay chi nhdm muc dich tham khéao.

Dang tuong duong
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Mic dit mot sé phuong an cia sang ché da duge mé ta va duge minh hoa trong ban mo ta
nay, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& dé dang hinh dung ra nhiéu phuong
tién va/hodc clu triic khac dé thuc hién cac chic ning va/hoic thu duoc két qué va/hoac
mot hodc nhiéu vu diém duoc mé ta trong ban mo t4 ndy, va mdi su thay d6i va/hodc cai
bién nay dugc cho 1a thuoc pham vi cla sang ché. Chi can st dung céc thi nghiém thong
thuong, ngudi cod hiéu biét trung binh trong linh vuc vin c6 thé nhan dién, hodc ¢6 kha
nang xac dinh, nhiéu dang twong dwong dbi véi cac phudng an cu thé cua sang ché duoc
md ta trong ban md ta ndy. Do d6, cAn hiéu ring cdc phuong 4n néu trén dugc thé hién
chi nhdm 1am vi dy va, ndm trong pham vi clia céc yéu cu bao hd kém theo va cic dang
tuong dwong cla ching; sang ché c6 thé duoc thyc hién theo cac khac véi cach duoc

dugc mo ta va dugce yéu cau bao hd cu thé.
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Cdec trinh tw SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 6

SEQ ID NO .1
CHIEU DAI : 1250 bp

LOAI : ADN

TEN DAU HIEU/CHIA KHOA : Intron, exon bao gdm UTR 5' 150 bp va UTR 3' 150 bp
SINH VAT : Cay day, C. olitorius

ACCTCATCATTTGGTCTTGGTTCTTCAAAGCACCACCTCATATCCCACTTTCTTTTTCTTTTCTTTTTTT
TAAAATTTTTATTTTTTGGGTTAAATTTATTTTTGTTATTATATAATCAGAGCATTCTCCCCATCATTCA
CTCCTTCACCATGGGAAACATGAAGGTGCATCAGTTGGCACGTGGCTTATGGGAGCATGAACCCTCCCTC
TCCCTTGGTTGCAAGCGCTTACGCCCTCTTGCTCCCAAGCTCCACCCTTCCTCTTCCCCTGATCATACTT
CCGTCTCCTCTTTCGACCTTAAGACCTTCATTCGTCCCGAAAGTGGCCCCCGAAAACTTTGCCCTTCTGA
CGACAAGCGAGATTCTCATTCTCCCCAGGTACTTACAAATATCCATGAAATGAAACCCTTTTATTTTTCC
AATGATGTATATAATTAGTGGGGAAGGATAAGATTTTGAACTTACGATGAACAATAACAGTGTGGAAAGT
TGATAATCAAAGGTTAAGAATGTGAAGCTGAAACTTTTTTCTTTTTTTTGGTTATGTAGGTGGAAACGCA
CCCAGGGGGAACGCGGTGGAATCCGACGCAAGAGCAGATAGGGATATTGGAGATGCTGTATAGAGGTGGG
ATGCGAACTCCAAATGCACAGCAAATAGAACAGATCACTGCACAGTTAGGCAAGTACGGGAAGATCGAAG
GCAAAAACGTTTTCTATTGGTTCCAAAACCACAAAGCACGCGAAAGGCAAAAGCAGAAGCGTAACAGTCT
TGGTCTTAGCCATTCTCCCAGAAACTCTGCTCCCATTACCACCATAACTTTGGACTCTAGGGTAAGTTCA
AACCAACAAAACCCTTTCTTTGTATATATATAACGGTTAGTTTTTAGTTTTTACTTCTTATAAACAGCAA
TTAACATTAATGTTTTTGTTTATATATATAGGGGGAAGTAATGGAGAGAGAGGAGGATAGTCCATATAAG
AGAAAGTGTAGGAGCTGGTCATTTGAGTACTTAGAAGAAGAAAGCAGATCATCATCGTCGAGTCAAGAGG
AGGAAAACAGAACTCTGGAGCTTTTCCCATTGCACCCGGAAGGCAGATGATGGACGTTTCAACTTTGAAA
AACAAGGAAAAAGGGAAGCTTAACCCAAAACCAAAAAGACTGCTACAAAACCCAAAACTCTGTTCCCATT
TATGAAATGATAAACATATGCTTTGATGATCCATGATGATGATGATGATAATGAAGCTGA

SEQ ID NO )
CHIEU DAI : 669 bp

LOAI : ADN

SINH VAT : Cay day, C. olitorius
TEN DAU HIEU/CHIA KHOA  :CDS

VI TRI (1) ..... (669)

ATGGGAAACATGAAGGTGCATCAGTTGGCACGTGGCTTATGGGAGCATGAACCCTC
CCTCTCCCTTGGTTGCAAGCGCTTACGCCCTCTTGCTCCCAAGCTCCACCCTTCCTCT
TCCCCTGATCATACTTCCGTCTCCTCTTTCGACCTTAAGACCTTCATTCGTCCCGAAA
GTGGCCCCCGAAAACTTTGCCCTTCTGACGACAAGCGAGATTCTCATTCTCCCCAGG
TGGAAACGCACCCAGGGGGAACGCGGTGGAATCCGACGCAAGAGCAGATAGGGAT
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ATTGGAGATGCTGTATAGAGGTGGGATGCGAACTCCAAATGCACAGCAAATAGAAC
AGATCACTGCACAGTTAGGCAAGTACGGGAAGATCGAAGGCAAAAACGTTTTCTAT
TGGTTCCAAAACCACAAAGCACGCGAAAGGCAAAAGCAGAAGCGTAACAGTCTTGG
TCTTAGCCATTCTCCCAGAAACTCTGCTCCCATTACCACCATAACTTTGGACTCTAGG
GGGGAAGTAATGGAGAGAGAGGAGGATAGTCCATATAAGAGAAAGTGTAGGAGCT
GGTCATTTGAGTACTTAGAAGAAGAAAGCAGATCATCATCGTCGAGTCAAGAGGAG
GAAAACAGAACTCTGGAGCTTTTCCCATTGCACCCGGAAGGCAGATGA

SEQ ID NO 03

CHIEU DAI : 222

LOAI : PRT

SINH VAT : Cay day, C. olitorius

MGNMKVHQLARGLWEHEPSLSLGCKRLRPLAPKLHPSSSPDHTSVSSFDLKTFIRPESGPRKLCPSDDKR
DSHSPQVETHPGGTRWNPTQEQIGILEMLYRGGMRTPNAQQIEQITAQLGKYGKIEGKNVFYWFONHKAR
ERQKQKRNSLGLSHSPRNSAPITTITLDSRGEVMEREEDSPYKRKCRSWSFEYLEEESRSSSSSQEEENR

TLELFPLHPEGR*

SEQ ID NO 14

CHIEU DAI : 1237 bp

LOAI : ADN

TEN DAU HIEU/CHIA KHOA  : Intron, exon bao gdm UTR 5' 150 bp va UTR 3' 150 bp
SINH VAT : Cay day, C. capsularis

TCACAAGTCAACCTCACCTCATCATTTGGTCTTGGTTCTTCAAAGCACCACCTCATATCCCACTTCCTTT
TTCAATTTTTAATTTTTTTTGGGGTTAAATTTATTTGGTTATATAATCAGAGCATTCTCCCCATCATTCA
CTCCTTCACCATGGGAAACATGAAGGTGCATCAGTTGGCACGTGGCTTATGGGAGCATGAACCCTCCCTC
TCCCTTGGTTGCAAGCGCTTACGCCCTCTTGCTCCCAAGCTCCACCCTTCCTCTTCCCCTGATCATACTT
CCGTCTCCTCTTTCGACCTTAAGACCTTCATTCGTCCCGAAAGTGGCCCCCGGAAACTTTGCCCTTCTGA
CGACAAGCGAGATTCTCATTCTCGCCAGGTACTTAAAAATTAATATCCATGAAATAATTTGTGGGGAAGG
ATAAGTTTTGAACTTAATGCATAATAACAGTGTGGAAACTTAATAGGTTAAGAATATTTGAAGAACTTCT
ATATATATGAAGCTGAAACTTTTTTGTGGTGTTGTAGGTGGAAACGCACCCAGGGGGAACGCGGTGGAAT
CCGACGCAAGAGCAGATAGGGATACTGGAGATGCTGTATAGAGGTGGGATGCGAACTCCAAATGCACAGC
AAATAGAACAGATCACTGCACAGCTAGGCAAGTACGGCAAGATCGAAGGCAAAAACGTTTTCTATTGGTT
CCAAAACCACAAAGCACGCGAAAGGCAAAAGCAGAAGCGTAACAGTCTTGGTCTTAGCCATTCTCCCAGA
AACTCAGCTCCCATTACCACTATAACTTTGGACACTAGGGTAAGTTCAAACCAACAAAACCCTTTCTGTG
TATATATATATATAACGGTTAGTTTTTAGTTTTTACTTCTTATAAACAGAGAAAATTAACAATGTTTGTG
TTTATATATATATAGGGGGAAGTAATGGAAAGAGAGGAGGATAGTCCATATAAGAGAAAGTGTAGGAGCT
GGTCTTTTGAGTACTTAGAAGAAGAAAGCAGATCATCATCGTCGAGTCAAGAGGAGGAAAACAGAACTCT
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GGAGCTTTTCCCATTGCACCCGGAAGGCAGATCATGAAGGGGGTTTCAACTTTCAACTTTCAACTTTCAA
CTTTCAAAATGAAGGGAAAAGGGAAGCTTAACCCAAAACCAAAAAGACTGCTACAAAACCCAAAACTCTG
TTCCCATTTATGAAATGATAAACTTATGCTTTGATGATCGATCCATG

SEQ ID NO .5
CHIEU DAI L 672

LOAI : ADN

SINH VAT : Cay day, C. capsularis
TEN DAU HIEU/CHIA KHOA : CDS

VI TRI ‘(1) .....(672)

ATGGGAAACATGAAGGTGCATCAGTTGGCACGTGGCTTATGGGAGCATGAACCCTCCCTCTCCCTTGGTT
GCAAGCGCTTACGCCCTCTTGCTCCCAAGCTCCACCCTTCCTCTTCCCCTGATCATACTTCCGTCTCCTC
TTTCGACCTTAAGACCTTCATTCGTCCCGAAAGTGGCCCCCGGAAACTTTGCCCTTCTGACGACAAGCGA
GATTCTCATTCTCGCCAGGTGGAAACGCACCCAGGGGGAACGCGGTGGAATCCGACGCAAGAGCAGATAG
GGATACTGGAGATGCTGTATAGAGGTGGGATGCGAACTCCAAATGCACAGCAAATAGAACAGATCACTGC
ACAGCTAGGCAAGTACGGCAAGATCGAAGGCAAAAACGTTTTCTATTGGTTCCAAAACCACAAAGCACGC
GAAAGGCAAAAGCAGAAGCGTAACAGTCTTGGTCTTAGCCATTCTCCCAGAAACTCAGCTCCCATTACCA
CTATAACTTTGGACACTAGGGGGGAAGTAATGGAAAGAGAGGAGGATAGTCCATATAAGAGAAAGTGTAG
GAGCTGGTCTTTTGAGTACTTAGAAGAAGAAAGCAGATCATCATCGTCGAGTCAAGAGGAGGAAAACAGA
ACTCTGGAGCTTTTCCCATTGCACCCGGAAGGCAGATCATGA

SEQIDNO .6
CHIEU DAI :223

LOAI : PRT

SINH VAT - Cay day, C. capsularis

MGNMKVHQLARGLWEHEPSLSLGCKRLRPLAPKLHPSSSPDHTSVSSEFDLKTFIRPESGPRKLCPSDDKR
DSHSRQVETHPGGTRWNPTQEQIGILEMLYRGGMRTPNAQQIEQITAQLGKYGKIEGKNVEFYWEFQNHKAR
ERQKQKRNSLGLSHSPRNSAPITTITLDTRGEVMEREEDSPYKRKCRSWSFEYLEEESRSSSSSQEEENR
TLELFPLHPEGRS*
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YEU CAU BAO HQ
1. Polynucleotit dwgc phan l4p ma ma héa cho polypeptit homeobox 4 lién quan dén
WUSCHEL (WOX4) va c6 ngudn gdc tir cdy trong C. olitorius hodc C. capsularis, c6

chira phén tir axit nucleic dugc chon tir nhém gdém cé:

a) phén tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2

hodc SEQ ID NO: 5, hoic dang bd sung ciia chiing; va

b) phan tir axit nucleic bao gdm trinh tw nucleotit ¢6 do twong dong trinh tu it
nhét 12 95% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hoic SEQ ID NO: 5, hoic

dang b sung ctia chiing.

2. Polynucleotit dugc phan 1dp ma hoa theo diém 1, trong d6 cay trong C. olitorius 1a

gidng O-4.

3. Polynucleotit dwoc phan 1ap theo diém 1, trong d6 ciy trong C. capsularis 1a gidng

CVL-1.

4. Polypeptit homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL duoc phan 1ap bao gdm trinh tu axit
amin dugc chon tir nhém bao gém:
(a) trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6, hodc manh c6
hoat tinh sinh hoc ctua chung;
(b) trinh ty axit amin bao gdm trinh tu axit amin ¢6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a
95% so v6i trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc 6; polypeptit nay co
chirc nang dugc chon tir nhém gém ¢6 xtc tac cho sy khéi dau, su tao thanh, su tang
cudng, va su thay doi, dé bang cach d6 cai bién hop phan ciia soi libe & cdy trong C,

olitorius hodc C. capularis.
5. Polypeptit dugc phan 1ap theo diém 4, trong d6 cay trong C. olitorius 14 gibng O-4.

6. Polypeptit dugc phan 1ap theo diém 4, trong d6 cay trong C. capsularis 1a gibng CVL-
1.
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7. Chu trac gen tai td hop bao gdm polynucleotit dugc phan 1ap theo diém bat ky tir 1 dén
3, trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién dugc & té bao chu dé san xuét thé tuong dong
ctia polypeptit homeobox 4 lién quan dén WUSCHEL & cdy trong C. olitorius va C.

capsularis.

8. Cau tric gen tai t0 hgp theo diém 7, trong do6 cdu tric gen nay con bao gdm vung trinh
ty m& dau dugce lién két c6 dieu khién vdi phan tr axit nucleic duge néu ¢ a) hodc b),
trong do trinh ty mé& dau nay lam tdng cudng sy phién ma hodc sy bicu hién cua phan tir

axit nucleic.

9. Thé bién nap c6 chta ciu tric gen tai t6 hop theo diém 7 c¢6 kha ning biéu hién
polynucleotit, trong d6 thé bién nap nay san xut thé twong dong cta polypeptit homeobox 4

lién quan ¢én WUSCHEL.

10. Phuong phéap san xuét cdy trong hodc cdy trong chuyén gen c6 ning suét sgi dugc
lam tang hodic dugc ting cudng so véi cdy trong ddi ching, bao gdm:
a) dua vao t& bao thuc vat cdu tric gen tai td hop bao gdbm polynucleotit theo
diém 7; va
b) cdy té bao thuc vit trong didu kién dé thic ddy su sinh truéng va su phat
trién cua cdy tréng; va
c) biéu hién polypeptit dugc chon tir nhém gdm co:
1) polypeptit bao gdm trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hoic
SEQ ID NO: 6, hodc manh c6 hoat tinh sinh hoc ctia ching; va
i) polypeptit c6 d6 twong ddng trinh tyr it nhat 1a 95% so véi trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6.

11. Polynucleotit dugc phan 1dp theo diém 1, trong d6 polynucleotit nay c6 d6 twong
ddng trinh ty it nhét 12 98% so véi trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hoic SEQ
ID NO: 5.

12. Polypeptit dugc phén lap theo diém 4, trong d6 polypeptit nay c6 do twong dong trinh

tu it nhat 12 98% so véi trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hoic SEQ ID NO: 6.

-33-



30380

13. Hat tir thé bién nap theo diém 9, trong d6 hat nay bao gdm polynucleotit dugc phén

14p theo diém bét ky trong s cac diém 1-3 va 11,
14. Phuong phap 1am cam tng, 1am khéi dau, cai thién, hoic lam ting sy sinh trudng cay,

chi€u cao cdy, ndng suat sgi va hat trong cdy day, bao gom viéc dua vao ciy day cadu tric

gen tai t6 hop theo diém 8.
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<170>
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<212>ADN
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<213> Corchorus olitorius

<400> 1
acctcatcat

ttcettttttt
agcattctcc
cgtggcttat
gctcccaagc
aagaccttca
gattctcatt
aatgatgtat
tgtggaaagt
gttatgtagg
gggatattgg
cagatcactg
ttccaaaacc
cattctccca
aaccaacaaa

taaacagcaa

aggaggatag

ttggtcttgg
taaaattttt
ccatcattca
gggagcatga
tccacccttce
ttcgtcccga
ctccccaggt
ataattagtg
tgataatcaa
tggaaacgca
agatgctgta
cacagttagg
acaaagcacg
gaaactctgc
accctttett
ttaacattaa

tccatataag

ttcttcaaag
attttttggg
ctccttcacc
accctccctce
ctcttcccct
aagtggcccc
acttacaaat
gggaaggata
aggttaagaa
cccaggggga
tagaggtggg
caagtacggg
cgaaaggcaa
tcccattacc
tgtatatata
tgtttttgtt

agaaagtgta

caccacctca
ttaaatttat
atgggaaaca
tccecttggtt
gatcatactt
cgaaaacttt
atccatgaaa
agattttgaa
tgtgaagctg
acgcggtgga
atgcgaactc
aagatcgaag
aagcagaagc
accataactt
taacggttag

tatatatata

ggagctggtc
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tatcccactt
ttttgttatt
tgaaggtgca
gcaagcgctt
ccgtctectce
gcccttcectga
tgaaaccctt
cttacgatga
aaactttttt
atccgacgca
caaatgcaca
gcaaaaacgt
gtaacagtct
tggactctag
tttttagttt

gggggaagta

atttgagtac

tctttttett
atataatcag
tcagttggca
acgccctett
tttcgacctt
cgacaagcga
ttatttttcc
acaataacag
cttttttttg
agagcagata
gcaaatagaa
tttctattgg
tggtcttagc
ggtaagttca
ttacttctta
atggagagag

ttagaagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



aaagcagatc
tgcacccgga
taacccaaaa
taaacatatg
<210> 2

<211> 669
<212>ADN

atcatcgtcg
aggcagatga
ccaaaaagac

ctttgatgat

30380

agtcaagagg
tggacgtttc
tgctacaaaa

ccatgatgat

<213> Corchorus olitorius

<400> 2
atgggaaaca

tcececttggtt
gatcatactt

cgaaaacttt

ccagggggaa
agaggtggga
aagtacggga
gaaaggcaaa
cccattacca
ccatataaga

tcatcgtcga

ggcagatga

<210> 3
<211> 222
<212> PRT
<213> Corch

<400> 3

Met Gly Asn
1

Glu Pro Ser

Lys Leu His
35

Asp Leu Lys
50

tgaaggtgca
gcaagcgctt
ccgtctcecte
gcccttctga
cgcggtggaa
tgcgaactcc
agatcgaagg
agcagaagcg
ccataacttt
gaaagtgtag

gtcaagagga

orus

Met Lys

5

Leu Ser

20

Pro Ser

Thr Phe

Val His

Leu Gly

Ser Ser

Ile Arg

tcagttggca
acgccctcett
tttcgacctt
cgacaagcga
tccgacgcaa
aaatgcacag
caaaaacgtt
taacagtctt
ggactctagg
gagctggtca

ggaaaacaga

olitorius

Gln

Cys

Pro
40

Pro
55

aggaaaacag
aactttgaaa
cccaaaactc

gatgatgata

cgtggcttat
gctcccaagce
aagaccttca
gattctcatt
gagcagatag
caaatagaac
ttctattggt
ggtcttagcc
ggggaagtaa
tttgagtaét

actctggagc

Ala
10

Leu Arg

Lys Leu

25

Arg

Asp His Thr

Glu Ser Gly

-36-

aactctggag
aacaaggaaa
tgttcccatt

atgaagctga

gggagcatga
tccacccttce
ttcgtcccga
ctccccaggt
ggatattgga
agatcactgc
tccaaaacca
attctcccag
tggagagaga
tagaagaaga

ttttcccatt

Gly Leu

Arg Pro
30

Ser Val
45

Pro Arg
60

Trp Glu

Leu Ala

Ser Ser

Lys Leu

cttttcccat
aagggaagct

tatgaaatga

accctccctce
ctcttccect
aagtggcccc
ggaaacgcac
gatgctgtat
acagttaggc
caaagcacgc
aaactctgct
ggaggatagt
aagcagatca

gcacccggaa

His

15

Pro

Phe

Cys

1080

1140

1200

1250

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

669



Pro Ser

65

Asp

Pro Gly Gly

Glu Met Leu

Glu Gln Ile

115

Val
130

Asn Phe

Gln
145

Lys Arg

Pro Ile Thr

Glu Glu Asp

Glu
195

Tyr Leu

Asn Arg Thr

210

<210> 4
<211> 1237
<212>ADN
<213> Corch

<400> 4
tcacaagtca

cacttccttt
agcattctcc
cgtggcttat
gctcccaagc
aagaccttca
gattctcatt
ataagttttg

aagaacttct

Asp Lys

Thr Arg

85

Tyr
100

Arg
Thr Ala
Tyr

Trp

Asn Ser

Arg

70

Trp

Gly

Gln

Phe

Leu

30380

Asp Ser

Asn Pro

Gly Met

Leu Gly

120

Gln
135

Asn

Gly Leu

150

Thr Ile

165

Ser Pro

180

Glu Glu

Leu Glu

orus

acctcacctc
ttcaattttt
ccatcattca
gggagcatga
tccacccttce
ttcgtcccga
ctcgccaggt
aacttaatgc

atatatatga

Thr

Tyr

Ser

Leu

Leu Asp

Lys

Arg

Ser
200

Arg

Phe
215

Pro

capsularis

atcatttggt
aatttttttt
ctccttcacc
accctccctce
ctcttccect
aagtggcccc
acttaaaaat
ataataacag

agctgaaact

Pro
75

His Ser

Thr Gln Glu

90

Arg Thr Pro

105

Lys Tyr Gly

His Lys Ala

Ser
155

Ser His

Ser Arg

170

Gly

Lys
185

Cys Arg

Ser Ser Ser

Leu His Pro

cttggttctt
ggggttaaat
atgggaaaca
tccettggtt
gatcatactt
cggaaacttt
taatatccat
tgtggaaact

tttttgtggt

-37-

Gln Val Glu

Gln Ile Gly

Ala Gln

110

Asn

Ile
125

Lys Glu

Arg Glu

140

Arg

Pro Arg Asn

Glu Val Met

Ser
190

Ser Trp

Gln
205

Ser Glu

Glu
220

Gly Arg

caaagcacca
ttatttggtt
tgaaggtgca
gcaagcgctt
ccgtctecte
gcccttcectga
gaaataattt

taataggtta

gttgtaggtg

Thr His

80

Ile
95

Leu

Gln Ile

Gly Lys
Gln

Lys

Ala
160

Ser

Glu
175

Arg

Phe Glu

Glu Glu

cctcatatcc
atataatcag
tcagttggca
acgccctcett
tttcgacctt
cgacaagcga
gtggggaagg
agaatatttg

gaaacgcacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cagggggaac
gaggtgggat
agtacggcaa
aaaggcaaaa
ccattaccac
tatatatata
aatgtttgtg
taagagaaag
gtcgagtcaa
atcatgaagg
gggaagctta
tgaaatgata
<210> 5

<211> 672
<212>ADN

gcggtggaat
gcgaactcca
gatcgaaggc
gcagaagcgt
tataactttg
tataacggtt
tttatatata
tgtaggagct
gaggaggaaa
gggtttcaac
acccaaaacc

aacttatgct

30380

ccgacgcaag
aatgcacagc
aaaaacgttt
aacagtcttg
gacactaggg
agtttttagt
tataggggga
ggtcttttga
acagaactct
tttcaacttt
aaaaagactg

ttgatgatcg

<213> Corchorus capsularis

<400> 5
atgggaaaca

tccecttggtt
gatcatactt

cggaaacttt

ccagggggaa
agaggtggga
aagtacggca
gaaaggcaaa
cccattacca
ccatataaga
tcatcgtcga
ggcagatcat

672

<210> 6

<211> 223
<212> PRT
<213>

tgaaggtgca
gcaagcgctt
ccgtctcectce
gcccttctga
cgcggtggaa
tgcgaactcc
agatcgaagg
agcagaagcg
ctataacttt
gaaagtgtag
gtcaagagga

ga

tcagttggca
acgccctcett
tttcgacctt
cgacaagcga
tccgacgcaa
aaatgcacag
caaaaacgtt
taacagtctt
ggacactagg
gagctggtct

ggaaaacaga

Corchorus capsularis

agcagatagg
aaatagaaca
tctattggtt
gtcttagcca
taagttcaaa
ttttacttct
agtaatggaa
gtacttagaa
ggagcttttc
caactttcaa
ctacaaaacc

atccatg

cgtggcttat
gctcccaagc
aagaccttca
gattctcatt
gagcagatag
caaatagaac
ttctattggt
ggtcttagcc
ggggaagtaa
tttgagtact

actctggagc

-38-

gatactggag
gatcactgca
ccaaaaccac
ttctcccaga
ccaacaaaac
tataaacaga
agagaggagg
gaagaaagca
ccattgcacc
ctttcaaaat

caaaactctg

gggagcatga
tccacccttce
ttcgtceccga
ctcgccaggt
ggatactgga
agatcactgc
tccaaaacca
attctcccag
tggaaagaga
tagaagaaga

ttttcccatt

atgctgtata
cagctaggca
aaagcacgcg
aactcagctc
cctttctgtg
gaaaattaac
atagtccata
gatcatcatc
cggaaggcag
gaagggaaaa

ttcccattta

accctccecctce
ctcttceccect
aagtggcccc
ggaaacgcac
gatgctgtat
acagctaggc
caaagcacgc
aaactcagct
ggaggatagt
aagcagatca

gcacccggaa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1237

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



<400> ©

Met

1

Glu

Lys

Asp

Pro

65

Pro

Glu

Glu

Asn

Gln

145

Pro

Glu

Tyr

Asn

Gly

Pro

Leu

Leu

50

Ser

Gly

Met

Gln

Val

130

Lys

Ile

Glu

Leu

Arg
210

<210> 7
<211> 7
<212> PRT
<213>Chua biét

<220>

Asn

Ser

His

35

Lys

Asp

Gly

Leu

Ile

115

Phe

Arg

Thr

Asp

Glu

195

Thr

Met

Leu

20

Pro

Thr

Asp

Thr

Tyr

100

Thr

Tyr

Asn

Thr

Ser

180

Glu

Leu

Lys

Ser

Ser

Phe

Lys

Arg

85

Arg

Ala

Trp

Ser

Ile

165

Pro

Glu

Glu

Val

Leu

Ser

Ile

Arg

70

Trp

Gly

Gln

Phe

Leu

150

Thr

Tyr

Ser

Leu

His

Gly

Ser

Arg

55

Asp

Asn

Gly

Leu

Gln

135

Gly

Leu

Lys

Arg

Phe
215

30380

Gln

Cys

Pro

40

Pro

Ser

Pro

Met

Gly

120

Asn

Leu

Asp

Arg

Ser

200

Pro

Leu

Lys

25

Asp

Glu

His

Thr

Arg

105

Lys

His

Ser

Thr

Lys

185

Ser

Leu

Ala

10

Arg

His

Ser

Ser

Gln

90

Thr

Tyr

Lys

His

Arg

170

Cys

Ser

His

-30-

Arg

Leu

Thr

Gly

Arg

75

Glu

Pro

Gly

Ala

Ser

155

Gly

Arg

Ser

Pro

Gly

Arg

Ser

Pro

60

Gln

Gln

Asn

Lys

Arg

140

Pro

Glu

Ser

Ser

Glu
220

Leu

Pro

Val

45

Arg

Val

Ile

Ala

Ile

125

Glu

Arg

Val

Trp

Gln

205

Gly

Trp

Leu

30

Ser

Lys

Glu

Gly

Gln

110

Glu

Arg

Asn

Met

Ser

190

Glu

Arg

Glu

15

Ala

Ser

Leu

Thr

Ile

95

Gln

Gly

Gln

Ser

Glu

175

Phe

Glu

Ser

His

Pro

Phe

Cys

His

80

Leu

Ile

Lys

Lys

Ala

160

Arg

Glu

Glu



30380

<223>M8 ta dbi tuong chua biét: peptit mién diu ta&n C WUSCHEL

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> Glu hodc Arg

<400> 7
Xaa Thr Leu Pro Leu Phe Pro
1 5

<210> 8

<211> 7

<212> PRT
<213>Chua biét

<220>
<223>M8 ta dbi tuong chua biét: peptit mién didu tan C WUSCHEL

<220>
<221> MOD RES
<222> (2)..(2)

<223> Ala hodac Ser

<220>
<221> MOD RES
<222> (6)..(06)

<223> Ser hoac Thr

<400> 8
Ala Xaa Leu Glu Leu Xaa Leu
1 5

<210> 9

<211> 21

<212>ADN

<213>Trinh tu nhédn tao

<220>
<223>M& ta trinh tu nhan tao: doan mdi tdng hop

<400> 9
ccatgggaaa catgaaggtg c

<210> 10
<211> 21
<212>ADN
<213>Trinh tuy nhén tao

<220>
<223>M& ta trinh tu nhan tao: doan mdi tdng hop

<400> 10
tgaaacgtcc atcatctgcc t

-40-



<210> 11
<211> 21
<212>ADN
<213>Trinh

<220>
<223>Mb6 ta

<400> 11
ccatgggaaa

<210> 12
<211> 20
<212>ADN
<213>Trinh

<220>
<223>M6 ta

<400> 12
ttcatgatct

tu nhén tao

trinh ty nhan tao:

catgaaggtg c

tu nhén tao

trinh tu nhan tao:

gccttceccggg

30380

doan mdi tdng hop

doan mdi téng hop

-41-
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30380

TIDF-TDR

X WOX4

Sw biét héa xylem Sw ting sinh

Fig.1

Pau nanh

Theobroma - cacao

Céy dwong populus

Qua nho

C_olitorius

C capsularis

Dura chudt
Arabidopsis

Gao

Ngb

sl

Déu tay

Hat lentil

Ca chua

Da vén thao

Fig. 2

-42-





