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(54) POLYNUCLEOTIT MA HOA PROTEIN KHOA KEO HOMEOBOX-LOXIN
HAT22 (PROTEIN HD-ZIP 22) CO NGUON GOC TU HAI LOAI CAY
CORCHORUS OLITORIUS VA CORCHORUS CAPSULARIS VA PHUONG
PHAP SAN XUAT CAY TRONG CHUYEN GEN BIEU HIEN POLYNUCLEOTIT
NAY

(57) Sang ché dé cap dén polynucleotit phan 1ap dugc ma héa protein khoa kéo homeobox-

loxin HAT22 (protein HD-ZIP 22) tir cay thudc loai Corchorus olitorius va Corchorus

capsularis va polypeptit tuong tng c6 ngudn goc tir d6. Sang ché ciing dé cip dén cay
trong c6 su biéu hién duoc diéu bién cua axit nucleic md hoa cho polypeptit khoa keo
homeobox-loxin HAT22 hoic chét tuong dong cua chiing, ma c6 kha nang dé cai blen t6t
hon la lam tang/lam tang cuong chiéu dai soi, chidu cao cdy, va/hodc sinh khéi cay trong.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén polypeptit co hoat tinh protein khéa kéo homeobox-loxin

HAT?22, polynucleotit ma héa cho polypeptit nay, va phuong phap tao ra va phuong phap

sir dung céc polynucleotit va polypeptit nay. Sang ché con dé xuét vecto, cdu trac biéu hién

va t& bao chi bao gdm va/hodc c6 chlra cac trinh tu nucleotit cua protein khoa kéo
homeobox-loxin HAT22 (protein HD-ZIP 22). Sang ché ciing dé& xuit phuong phap san

Xuat protein ndy va phuong phap cai bién protein nay dé cai thién cac dac tinh mong mudn.

Protein theo sang ché co thé dugc sir dung theo nhleu cach, bao gom viéc lam tang/lam cai

thién chiéu dai soi, chiéu cao va sinh khéi cua cdy tréng va ning suit soi.
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Linh vire ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc sinh hoc phén tir, va phuong phéap lam ting hodc
tang cudng d6 dai soi, chidu cao va/hodc sinh khéi ciia cay trong bang cach didu bién
su biéu hién cua axit nucleic ma héa cho polypeptit khoa kéo homeobox-loxin HAT22.
Cu thé hon, sang ché d& xudt chét twong dong protein khoa kéo homeobox-loxin
HAT22 duoc phan lap tir hai loai cdy day, cu thé 1a, Corchorus olitorius ("C.
olitorius") va Corchorus capsularis ("C. capsularis"), va tng dung cta ching dé lam
ting do dai soi, chiéu cao ciy va/hodc sinh khi cdy & cay day bang cach diéu chinh su

biéu hién cta gen ma héa cho protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Cay day duoc trdng 1am thuong pham chi yéu dugc san xut tir hai loi, cu thé
la, Corchorus olitorius (thudong goi la "cdy day tossa") va Corchorus capsularis
(thuong goi 1a "cdy day tring"). Ca hai loai nay déu la ludng bdi (2n = 14), va chi hai
loai nay duogc dung trong ndng nghi¢p. Hai loai nay la cay hoa lgi quarn trong cia cac
nuéc Dong Nam A va Braxin, cung cp soi ligno-xenluloza cé thé thoai héa sinh hoc.
Soi nay thudng dugc dung lam nguyén lidu bao goi cho san phim cong nghiép, va dé
san xudt cac san phim c6 gia tri gia ting khac, ching han nhu chi va vai dét, day
thung, day bén va man, soi khong dét, giéy moéng, bot nhio va giéy, véi dia chét, vat
liéu két hop va vai ding cho gia dinh. Do tinh chét than thién v6i moi trudng va c6 thé
thoai hoa sinh hoc cua soi day, thi trudng thé gidi ¢6 nhu ciu ngay cang ting vé ching.
D& bt kip nhu cdu toan cdu gia tang, cAn phai cai tién hon nira viéc san xuét soi day.
Soi day thu dugc tir vé cta than va céc sgi duge nhom lai thanh bo. Sg¢i duoc sép xép
du6i dang céc canh tam giac cia té bao sgi mo cling xen k& véi tia 15i ctia cac mo
mém khéc. Céc t& bao soi nay khu biét véi libe va phat trién trong bon giai doan theo

thir tu thoi gian — giai doan khoi diu, giai doan kéo dai, giai doan lam day thanh té bao
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thtr cdp, va giai doan trudng thanh. C6 it hidu biét vé viéc kiém soét di truyén cia sy
khéi dau va kéo dai sgi day. Tuy nhién, do dai va tinh dong déu s¢i 14 yéu ciu chung
d6i v6i hau hét cac img dung cong nghiép. Vi du, soi dai va t& bao dong déu 1a 1y tudng
dé san xuét soi min cho nganh cong nghiép dét. Trong nganh cong nghiép bdt nhio,
dac diém do bén cta bt nhio duge quyét dinh mot phén bdi do dai soi, san lugng bot
nhdo va sy tiéu thu kidm, do tinh chit d bén va tinh chat bam dinh cua ching. Dé dap
rng nhu cdu cdng nghiép, su phét trién cia cac gidng day c6 do dai soi ciing nhu 1a d6
bén mong mudn 13 diéu cin thiét. Do do, su téng hop sinh hoc cta sg¢i va sinh hoc

phén ti tham gia vao su tdng hop sinh hoc soi ¢6 d6 quan trong dang ké.

Soi libe chu yéu bét ngudn tir mo phén sinh dinh va soi nay tir tir kéo dai ra, chii
yéu 1a thong qua sy sinh truéng xam nhap, dén khi bat ddu phat trién thanh th cip. Su
kéo dai té bao soi 1a qua trinh bit nguén tir sy twong tac gitta ap sudt truong bén trong
va dd bén co hoc cia thanh té bao, ma duoc kiém soat tir bén trong. Tuy nhién, co ché

va cac gen tham gia vao su kéo dai té bao s¢i chua duge x4c dinh hoan toan.

Mot vai gen Ung vién tham gia vao su kéo dai va su tao thanh cua so¢i bong da
duogc xac dinh. Vi du, nam gen cua cay bong ma dugc biéu hién dic hiéu & giai doan
kéo dai soi bong di duoc xac dinh bang phuong phap sang loc va boc 16 khac biét
[Patent M§ sé 5,880,100 va cac Patent My s& 5,932,713, 6,225,536 va 6,166,294,
nhung khong c6 bo cao nao nhu vy trong linh vuc cdy day va/hodc sy khoi dau va

su kéo dai soi libe.

Protein khoa kéo homeobox-loxin (HD-Zip) 14 yéu t§ phién ma duy nhit & thuc
vat ma duoc ma hoa bﬁng nhiéu béan sao cia gen trong h¢ gen thuc vat. Vi dy, hé¢ gen
Arabidopsis thaliana ¢6 hon 25 gen thudc ho nay. Trong s cac gen nay, protein khoa
kéo homeobox-loxin HAT22 (protein HD-ZIP 22) tham gia vao su kéo dai cua té bao

soi mach.

Protein HD-ZIP 22 dugc biéu hién & ving gian bé ma trong d6 céc soi biét hoa,
ma phit hop véi vai trd ctia n6 trong viée kiém soat sy biét hoa s¢i gian bé. Ngoai ra,
né ciing duoc biéu hién & libe trong pha sinh trudng thir cp (Tornero et al. 1996), cho
théy vai trd ¢6 thé c6 ciia né trong viéc diéu chinh su tao thanh m6 mach (Zhong and
Ye, 1999). Khong gidng nhu cic gen homeobox thuc vat khéc, protein HD-ZIP 22

khong dugc biéu hién & méd phan sinh, va chirc ning cta protein HD-ZIP 22 dudng
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nhu 14 tham gia vao sy diéu chinh cua sy dong déu va/hodc sy hoat dong cua mo libe

trong pha thtr cAp ctia sy phét trién mach (Tornero et al. 1996).

Dua trén thuc té rdng protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 c6 thé dong vai
trd quan trong trong su kiém soat khong gian cta su khu biét soi libe, diéu mong mudn
1a tién hanh nghién ctru di truyén dé hiéu su téng hop sinh hoc cua sgi & thuc vat béng
céch khao sat va sir dung thong tin sinh hoc phan tir va di truyén vé protein khéa kéo
homeobox-loxin HAT22. Bén canh d6, vi con dudng tong hop soi va su sai khac cau
trac di truyén cua mdi loai thuc vat thuong khac nhau, nghién ctru dic hiéu loai cling
duoc uu tién dé tdi wu hoéa ning suét cua soi tir cdy day, va thu duge két qua phi hop

dé co thé str dung trong cong nghiép.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo cac phuong 4n nhit dinh, sang ché dé cap dén polynucleotit va polypeptit
tham gia vao viéc xac dinh hodc tao hinh dang chiu dai soi, chiéu cao cay, va/hodc

sinh khdi cdy trong, va phuong phap sir dung chiing.

Sang ché ciing dé cap dén su xac dinh gen tham gia vao quy trinh c6 su can
thiép cua protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22, va vi€c st dung gen va protein

nay dé 1am thay doi cac dic tinh & cay trong.

Sang ché d& xuit protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 c6 ngudn gbc tir
hai loai cdy day, C. olitorius va C. capsularis, phuong phap nay bao gdm va/hoic ¢6
chira bude diéu bién su biéu hién cta polypeptit khéa kéo homeobox-loxin HAT22 &
té bao thuc vat, va phuong phap didu bién chidu dai sgi va/hodc chidu cao va/hoic sinh

khéi da duoc ting 1én & cay trong.

Mot khia canh cia sang ché 1a d& xuét gen ma héa cho protein, ¢6 ngudn gde tir
C. olitorius va C. capsularis, ma tham gia vao viéc tao ra chiu dai sgi, chiéu cao cay,
va/hodc sinh khéi cdy trdng ting lén, va co6 trinh tu gidng nhu protein khoa kéo
homeobox-loxin HAT22. Cu thé hon, sang ché dé& xuit gen c6 kha ning cam tng
va/hoac lam tang viéc tao ra chiéu dai soi, chiéu cao cdy, va/hodc sinh khéi cay tréng 4]

cdy trOng; va protein dugc ma héa bai ching, va cac phuong phap sir dung ching.

Muc dich khac cua sang ché 1a d& xuit thong tin di truyén lién quan dén protein

khéa kéo homeobox-loxin HAT22 dé duoc khai thac/dugc sir dung dé gy cam tng,
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cai thién, hodc lam ting viéc tao ra chi€u dai s¢i va/hodc chiéu cao cdy va/hodc sinh
khoi & cay trong thudc loai C. olitorius va C. capsularis, cling nhu 1a & cay trong san

xuat soi libe khéc.

Muc dich khic nita ctia sang ché 1a dé thu dugc cay trong chuyén gen thudc loai
C. olitorius va C. capsularis c6 chiéu dai s¢i va/hodc chiéu cao cay/sinh khoi tang 1én
bang cach di€u bién sy tong hop sinh hoc cia protein khéa kéo homeobox-loxin

HAT22 & cdy trong.

Muc dich khac nita cla sang ché 1a dé xuét polynucleotit phan lap dugc, ma c6
thé hitu dung dé 1am thuén tién cho su thuc hién phuong phap dugc boc 19 trong ban

md t4 nay va su phat trién cta cdy trong C. olitorius va C. capsularis chuyén gen.

Muc dich khéc nira cia sang ché 1a dé xuat phuong phép kha thi vé mat thuong
mai dé 1am ting chidu dai sgi va/hodc chiéu cao ciy cho san phém duoc tao ra tur soi

day.

Sang ché con dé xuit gen dugc phan 1ap tr C. olitorius ma héa cho protein ma
¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3, ma tham gia vao vi¢c cam ung, cai
thién, hodc lam tang chiéu dai soi va/hodc chiéu cao cdy va/hodc sinh khéi, va c6 trinh
tu gidng nhu protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22. Sang ché ciing dé xuét gen
ma hoa cho protein ma cé trinh ty axit amin duoc cai bién bang cach thém hodc lam
khuyét mot hodc mot sb axit amin va/hodc thay thé bang axit amin khac trong trinh ty
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3, ma tham gia vao viéc cam (ng, ci thién, hodc
lam tdng chidu dai soi va/hodc chiéu cao cay/sinh khdi, va c¢6 trinh tu giéng nhu
protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22. Sang ché con dé& xuét gen ma lai hoa axit
nucleic nhu néu trong SEQ ID NO: 1, cu thé 12 ADN ctia n6 hodc mot phén cia no, va
ma héa cho protein ma tham gia vao viéc cam ung, cai thi€n, hoac lam tang chiéu dai
soi va/hodac chiéu cao cay/sinh khdi va c¢6 trinh tu giéng nhu protein khoéa kéo

homeobox-loxin HAT22.

Sang ché con dé xuit gen dugc phén 18p tir C. capsularis ma hoa cho protein
ma c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 6, ma tham gia vao viéc cam Ung,
cai thién, hoac lam tang chiéu dai sgi va/hodc chiéu cao cay/sinh khdi, va c6 trinh tu
giéng nhu protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22. Sang ché ciing d& xuit gen ma

héa cho protein ma cé trinh ty axit amin dugc cai bién bang cach thém hodc lam
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khuyét mot hodc mot sb axit amin va/hodc thay thé bang axit amin khac trong trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 6, ma tham gia vao viéc cdm Ung, cai thién, hodc
lam tang chiéu dai sgi va/hodc chidu cao cay/sinh khéi, va ¢6 trinh tu gidng nhu
protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22. Sang ché con dé xuit gen ma lai hoa véi
axit nucleic nhu néu trong SEQ ID NO: 4, cu thé 14 ADN cuta n6 hodc mot phr?m cua
nd, va mi hoa cho protein ma tham gia vao viéc cam ung, cai thién, hodc lam ting
chidu dai soi va/hodc chilu cao cdy/sinh khdi va c¢6 trinh tu gidng nhu protein khéa

kéo homeobox-loxin HAT?22.

Theo mot phuong &n clua sang ché, cay C. olitorius 1a gibng O-4, va ciy C.

capsularis 1a gibng CVL-1.

Phuong an khac ctua sang ché boc 16 chu tric gen tai td hgp bao gém va/hoac ¢co
chira polynucleotit ¢6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 va/hodc SEQ ID NO:
5, trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién duge & té bao chu dé san xuét chét tuong
ddng cua protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 lan luot & cdy trong C. olitorius

va C. capsularis.

Phuong 4n khac cta sang ché dé xuét thé bién nap bao gdm va/hodc c6 chia
cAu tric gen tai td hop c6 kha ning biéu hién polynucleotit ¢6 trinh ty nucleotit néu
trong SEQ ID NO: 2 va/hodc SEQ ID NO: 5 dé san xudt chat twong dong cia protein
khoa kéo homeobox-loxin HAT22.

Sang ché cling dé xuat phuong phap san xuat protein tham gia vao viéc cam
{rng, cai thién, hodc 1am tang chicu dai sgi va/hodc chicu cao cdy/sinh khoi, va co trinh
ty giong nhu protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 bang cich nudi ciy va/hodc

trong vat chu néu trén.

Sang ché ciing dé xuét phuong phap gdy cam Ung, cai thién, hodc 1am tang
chidu dai soi va/hodc chidu cao cdy/sinh khdi cta cay trdng hoidc té bao thuc vat.
Ngoai ra, sang ché ciing boc 16 phuong phap bao gbdm va/hodc c6 chtra bude dua gen

néu trén vao cay trong hoic t€ bao thuc vat, va lam bi€u hi€n gen nay.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vyc s& d& dang nhan ra rang sang ché

cling thich hop dé thuc hién cac muc dich va thu dugc két qua va uu diém d3 néu,
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cling nhu 13 cac két qua va uvu diém von ¢ cua nd. Cac phuong an duge md ta trong

ban md ta nay khong dugc du dinh 1a lam gi6i han pham vi cta sang ché.

Céc dau hiéu, khia canh va vu di€m nay va cac dau hiéu, khia canh va uvu diém
khac cta sang ché s& dugc hi€u rd hon khi tham khdo dén phan md ta va yéu clu bao

ho sau day.
Mo ta vin tit hinh vé

Fig. 1 thé hién cay phat sinh loai so sanh SEQ ID NO: 3 tir C. olitorius va SEQ
ID NO: 6 tr C. capsularis véi trinh ty axit amin khac, ma san xuét protein khéa kéo

homeobox-loxin HAT22.
M@ té chi tiét sang ché

Sang ché c6 thé dugc hiéu diy du hon tir phan md ta chi tiét dudi day va hinh

vé kém theo ma tao thanh mot phan ctia ban mo ta sang ché nay.

Céac dinh nghia va/hodc phuong phap dugc dé xuit trong ban md ti nay xac
dinh sang ché va huéng dgn ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc thyc hanh
sang ché. Trir khi c¢6 chi dan khéc, cac thuat ngit can dugc hiéu theo cach dung thong
thuong boi nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vuc lién quan. O chirng muc ma
cac dinh nghia va/hodc phuong phap bat ky duoc phat hién thdy 14 khong théng nhit
vGi dinh nghia va/hodc phuong phép bét ky néu trong tai liéu tham khao sang ché hozc
khong sang ché bat ky néu trong ban md ta nay hodc trong tai liéu tham khao bét ky
duge tim thiy & noi khéc, can hiéu rang dinh nghia va/hodc phuong phap ma da dugc
néu /dugc thira nhin rd rang trong ban md ta nay s€ dugc ap dung trong ban mo ta nay.
Cac thuat ngft sé it bao gdm ci nghia sb nhiéu trir khi noi dung chi ra ro rang theo
nghia khac. Tuong tu, tir "hodc" dugc du dinh la bao gém ca nghia "va" trir khi ndi
dung chi ra rd rang nghia khac. Do do, "bao gdm A hodc B" ¢6 nghia 1a bao gdm A,
hoac B, hoiac A va B. Ciing can hiéu rﬁng tAt ca céc kich thuée bazo hoic kich thude
axit amin, va tit ca cac gia tri khéi lugng phén tr hodc sb khéi phan tir, dugc néu dbi
vGi axit nucleic hodc polypeptit 1a gia tri xép xi, va dugc néu dé mo ta. Mic du
phuong phap va nguyén liéu twong tu hodc tvong duong voi phuong phéap va nguyén
liéu dugc mo ta trong ban mo ta nay co thé dugc st dung dé thuc hién hoidc thu

nghiém sang ché nay, phurong phap va nguyén liéu thich hop duge mo ta dudi day.
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Sang ché bao gém polynucleotit phan 14p dugc ma héa cho protein khoa kéo
homeobox-loxin HAT22 duge chiét tir C. olitorius va C. capsularis, va polypeptit
tuong Ung co ngudn gbc tir d6. Cu thé hon, sang ché dé xuat chit tuong ddng protein
khoa kéo homeobox-loxin HAT22 va img dung cta ching trong viéc 1am cam ung cai
thién, hodc lam tang chidu dai soi va/hodc chidu cao cay/sinh khéi & C. olitorius va C.
capsularis, cing nhu 1a cdy C. olitorius va C. capsularis chuyén gen cta ching. Trinh
tu hé gen theo sang ché ma ma héa cho enzym da dugc xac dinh chu yéu bang céach so
sanh céc trinh tu nucleotit cia ADN hé gen C. olitorius va C. capsularis v6i céc trinh
tu nucleotit ca gen enzym da biét cua cy trong khac. Trudc séng ché nay, cac trinh
tu nucleotit ctia cac gen, khung doc md, vi tri cia exon va intron, chu trac cua enzym
cua C. olitorius va C. capsularis, va sy hitu dung tiém nang ciia ching trong su phat
trién cia chit lugng sg¢i cao chua dugc biét t6i, dac biét 1a dbi véi chilu dai soi, chiéu

cao /sinh khoi cAy trong va nang suat tiém nang cua cy day.

Phan tich trinh ty hé gen cia cac loai day dugc trong thuong mai, C. olitorius
va C. capsularis, phéat hién ra rang ca hai loai nay c6 gen don 1é ma hoa cho enzym c6
hoat tinh xuc tac trong viéc lam cam Ung, cai thién, hodc lam tang chidu dai soi
va/hodc chiéu cao cdy & ciy day. Cac trinh ty nucleotit dugc chu thich ban dau bang
chuong trinh phan mém, chiang han nhu Augustus, Semi-HMM-based Nucleic Acid
Parser (SNAP), va Geneid (Genome Biolnformatics Research Lab), ma c¢6 thé xac
dinh gia dinh ving ma hda, intron, va mdi ndi ghép. Su diéu chinh ty dong va bang tay
thém nita cua c4c trinh tu nucleotit dugc thuc hién dé cai tién va thiét lap sy md ta dac

diém chinh xac ctia ving ma hoa va ddc tinh gen khac.

Trén 30.096 cADN tur C. olitorius va 37.031 cADN tr C. capsularis da dugc
doc trinh tu mot phan hodc toan bd. Tir do, ching t6i da phat trién cADN don 1& tir
mdi loai ma hoéa cho enzym mdi, ¢6 vai tro gia dinh, hoat tinh xdc tac dugce uu tién
trong viéc lam cam ung, cai thién, hodc lam tang chidu dai sgi va/hodc chiu cao cay ¢
cay day.

Khung doc mé (ORF) dugc phén tich sau khi doc trinh tur toan bd hodc mot
phﬁn cua cac dong cua thu vién cADN c¢o ngudn gbc tr mARN C. olitorius va C.

capsularis, va dugc phan tich thém bang cach str dung phan mém phan tich trinh ty, va
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bang céch xac dinh sy twong dong véi cac trinh tyr da biét trong co s¢ dit liéu (cong

cong/tu nhan).

Trong ndi dung ban mo ta nay, mot sb thuat nglr duoc s dung trong toan bd

ban mo ta ¢6 nghia nhu dugc chi ra trir khi duoc chi ra rd rang la ¢6 nghia khac.

Nhu duogc st dung trong ban mo ta nay, “polynucleotit” la trinh tu nucleotit
ching han nhu manh axit nucleic. Polynucleotit c6 thé 1a polyme ctia ARN hoic ADN
ma 14 mach don hodc mach déi, tuy y c6 chira bazo nucleotit tong hop, khong tu nhién
hodc da dugce lam thay dbi. Polynucleotit & dang polyme ctia ADN ¢6 thé c6 chira
va/hoac g@)m ¢6 mdt hodc nhiéu doan cua cADN, ADN hé gen, ADN téng hop, hodc
hén hop/dang két hop cta ching. Polynucleotit phan 14p dugc theo séng ché co thé
bao gbm it nhit mot trong s6 150 nucleotit lién tiép (ca nguoc chiéu va xudi chiéu) co
ngu@)n géc tor SEQ ID NO: 1 va, SEQ ID NO: 4, hodc dang bd sung cua cac trinh ty

nay.

"Polypeptit" nhu dugc st dung trong ban md ta ndy, la mach thing don 1é cia
cac axit amin dugc lién két v6i nhau bang lién két peptit, va thuong c6 trinh ty c6

chiéu dai 16n hon 100 axit amin.

"Pugc phan 14p" c6 nghia 1a dugc lam thay ddi "boi ban tay con ngudi" tir trang
thai tu nhién. Néu hop phén ho#c chét c6 trong ty nhién, né da "dwgc phan 1ap" néu n6
duoc thay d6i hodc duogc léy ra tor moi trudng ban dau cia no, hoic ca hai. Vi du,
polynucleotit hodc polypeptit ¢6 trong tu nhién ¢ thuc vat hoac dong vat sébng khong
"duoc phan 14p”, nhung cing polynucleotit hodc polypeptit d6 dugc tach ra tir nguyén
liéu déng tOn tai cua trang thai ty nhién cia né "dugc phén lap", nhu thuét ngir duoc

str dung trong ban mo ta nay.

Thuat ngit “gen”, nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, dung dé chi trinh tu
hé gen cua cay C. olitorius va C. capsularis, cu thé 1a trinh ty polynucleotit ma héa
cho trinh tu polypeptit cia enzym khoéa kéo homeobox-loxin HAT22 tham gia vao
hoat tinh xac tac dugc uu tién trong viéc lam tang chiéu dai soi va/hoidc chiéu cao cay
& cay day. Thuat ngilt nay co thé con bao gdm phan tir axit nucleic bao gdm cac trinh

tu nucleotit ngugc chi€u, xudi chiéu, va’/hodc intron.
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"Trinh ty ma hoa" hodc "ving ma hoa" dung dé chi phan tir axit nucleic c6
thong tin trinh tu cAn dé san xudt san phdm gen, ching han nhu axit amin hozc
polypeptit, khi trinh tu nay dugc bidu hién. Trinh ty ma héa c6 thé c6 chira va/hoic
bao gdm trinh tu khong dich ma (bao gdm intron hodc cac viing khong dich ma 5' hogc
3" ¢ trong vung dich ma, hodc cé thé thiéu trinh tu khong dich ma xen k& (vi du, nhu

trong cADN).

Thuat ngit “oligonucleotit”, nhu dugc st dung trong ban md ta nay, la
polynucleotit ngin hoic mot phan cta polynucleotit ma c6 thé c6 chiéu dai &t hon la
10-1000, tét nhit 1a tir 12 dén 50 nucleotit. Theo mot phuong an ciia sang ché,
nucleotit chira trong oligonucleotit ¢6 thé 1a chét twong ty hodc din xuét cia nucleotit

c6 trong tu nhién.

Thuat nglr “doan mdi”, nhu duge st dung trong ban md ta nay, 1a oligonucleotit
c6 kha nang lién két voi trinh tu axit nucleic dich va 1am moi cho sy tong hop axit
nucleic. Oligonucleotit khuéch dai nhu duge x4c dinh trong ban md ta nay c6 thé tdt
hon 1a ¢6 chidu dai tr 10 dén 50, t6t nhat 1a tr 15 dén 25 nucleotit. Ngoai ra,
oligonucleotit khuéch dai theo sing ché ¢6 thé dugc téng hop hdéa hoc va

oligonucleotit nay la axit nucleic khong c6 trong tu nhién.

Tur viét tit duoc st dung trong toan bd ban md ta dé chi axit nucleic bao gém
va/hodc ¢6 chira cac trinh ty nucleotit 1a cac chiv viét tht mot ki tu thong thuong. Do
d6, khi duge bao gdm trong axit nucleic, nucleotit ma hoa c6 trong tu nhién dugc viét
tat nhu sau: adenin (A), guanin (G), xytosin (C), tymin (T) va uraxil (U). Ngoai ra, trir
khi c6 chi dan khéac, trinh ty axit nucleic duoc thé hién trong ban md ta nay la theo
chidu 5> —3’.

Nhu duoc str dung trong ban mo ta nay, thudt ngir “bd sung” va bién thé ctia n6
duoc st dung dé chi su bit cip ciia axit nucleic theo quy tic da biét 1a A bat cap voi T
hodic U va C bét cip voi G. Su bd sung cb thé 1a “mét phén” hoac “hoan toan”. Trong
su bd sung mot phén, chi mot sd bazo axit nucleic duoc bt cap theo quy tac bat cap
bazo; trong khi do6 trong su bd sung hoan toan hodc toan bo, tAt ca cac bazo dugc bat
cap theo quy tic bat cip nay. Muc do bd sung gifta cac soi axit nucleic c6 thé c6 anh

huéng dang ké 1én hiéu qua va do bén cua sy lai hoa gifta cdc s¢i axit nucleic nhu da
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biét trong linh vuc. Hiéu qua va do bén cta su lai hda nay phu thudc vao phuong phap
phat hién.

Thuat ngit "té bao chi", nhu duge st dung trong ban md ta nay, bao gém dang
té bao bat ky ma dé bi bién nap, chuyén nap, tai nap, biéu hién va quy trinh tuong tu
bang céu trac axit nucleic hogc vecto biéu hién bao gébm va/hodc c6 chira polynucleotit
cuia sang ché. Té bao chii thich hgp bao gbm té bao ndm va/hoic t& bao thuc vat, cu thé

1a té bao thuc vat san xuat sgi libe.

Thuét ngit "dugc lién két c6 thé didu khién dugc" trong ban md ta nay thuong
ding d& chi cAu hinh trong d6 trinh tu kidm soat duge dat & vi tri thich hop dbi véi
trinh tv ma hoa cia trinh tu polynucleotit sao cho trinh tu kiém soat dinh huéng su
biéu hién cua trinh ty ma hoéa cua polypeptit. Vi du, trinh ty md dau c6 thé dugc lién
két c6 thé didu khién duoc véi trinh tw ma héa khi n6 anh huéng dén sy biéu hién ctia
trinh tu ma hoa dé, tic 1a trinh ty ma héa dé chiu sy kiém soat phi€n ma cua trinh tu
mé dau.

“Vecto” thuong dung dé chi don vi sao chép, chiang han nhu plasmit, phago,
cosmit, nAm men hodc virut ma doan axit nucleic khac ¢ thé dugc chén ¢ thé diéu
khién duoc vao dé sao cho dan dén su sao chép hoic su biéu hién ctia doan nay. Thuat
nglt "vecto" cling nhdm dé chi phan tir axit nucleic ¢6 kha ning vén chuyén axit
nucleic khac dén noi ma no6 duoc lién két. Mot loai vecto 1 "plasmit”, ma dung dé chi
vong ADN mach kép tron ma doan ADN khéac co6 thé duoc ndi vao. Mot loai vecto
khéc 1a vecto virut, trong d6 doan ADN khac c6 thé dugc ndi vao hé gen virut. Cac
vecto nhit dinh c6 kha ning tu sao chép trong t€ bao chu ma chung duoc dua vao (vi
du, vecto vi khuan c6 diém m¢& dau sao chép vi khudn va vecto dong vat c¢6 va thude
thé bd sung). Cac vecto khac c6 thé dugc hop nhit vao hé gen cta té bao chi khi dua
vao trong té bao chu, va bing cach d6 ching dugc sao chép cung véi hé gen vét chi.
Ngoai ra, cic vecto nhit dinh c6 kha nang dinh huéng su biéu hién ctia gen ma chung
dugc lién két co thé didu khién dugc voi. Cac vecto nay duogc dé cap dén trong ban mo
ta ndy 14 "vecto biéu hién téi td hop" (hodc don gian 1a "vecto biéu hién"). Nhin chung,
vecto biéu hién dé st dung trong k§ thuit ADN tai td hop thuong & dang plasmit.
Trong ban mé ta nay, "plasmit" va "vecto" co thé duoc st dung thay thé 1an nhau vi

plasmit 1a dang thuong duoc sir dung nhit cua vecto. Tuy nhién, sang ché duoc du
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dinh bao gdom cac dang vecto bi€u hién khic, chang han nhu vecto virut (vi du,
retrovirut, adenovirut va virut két hop adeno khong c6 kha nang sao chép), ma c6 chuc

nang tuong duong.

Thuét ngit "ciu tric axit nucleic" hodc "cdu trac ADN" d6i khi dugc dung dé
chi trinh ty hodc cac trinh ty ma hoa dugc lién két ¢6 thé diéu khién dugc véi trinh tu
diéu hoa thich hop va dugc chén vao vecto dé 1am bién nap té bao. Thuat ngit niy c6

thé duoc st dung thay thé 1in nhau véi thudt ngit "ADN bién nap" hodc "gen chuyén".

Thuat ngit "promoter (ving khéi diu)", nhu duge st dung trong ban md ta nay,
dung dé chi trinh tu axit nucleic ma ¢ chirc nang dinh huéng sy phién ma cta gen
xuoi chiéu. Promoter thudng thich hgp véi té bao chu trong d6 gen dich s& dugc biéu
hién. Promoter cuing véi trinh ty axit nucleic diéu hoa phién ma va dich ma khéc (con
duoc goi 1a “trinh ty kiém soat”) 1a cin thiét dé biéu hién gen nhit dinh. Nhin chung,
trinh tu diéu hoa phién ma va dich ma bao gém, nhung khong gidi han &, promoter, vi
tri lién két ribosom, trinh tu khéi dau va két thuc phién ma, trinh ty khéi dau va két

thuc dich ma, va céc trinh ty ting cuong hodc hoat hoa.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “polypeptit khoéa kéo homeobox-loxin
HAT22” ¢6 nghia 1a polypeptit c6 su hoat dong khoa kéo homeobox-loxin HAT22,
tire 13, tham gia vao viéc cam tng, cai thién, hodc lam tang chiéu dai soi va/hoidc chiéu
cao cdy/sinh khéi & cay trong. Su hoat dong protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22
kich thich su sinh truéng té bao soi va/hodc chiéu cao cay/sinh khdi. Tinh chit lién két
ADN cua protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 cho thdy chung tuong tic véi
ADN duéi dang homodime va nhan dién hai trinh tu pseudopalindromic 9 bp (x4p xi)
riéng biét, CAAT(G/C)ATTG, nhu dugc xac dinh béng cach chon loc cac vi tri lién
két 4i luc cao tir ADN trinh tu - ngiu nhién. Thuat ngit nay ciing bao gdbm manh, bién
thé, va chit tuong dong, c6 mdt chirc ning bét ky trong sb cac chirc ning néu trén.

Thuét ngit "chit tuong ddng", nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dung dé
chi protein bao ham peptit, oligopeptit, polypeptit, protein va enzym c6 su thé, lam
khuyét va/hodc cai xen axit amin so véi protein chua dugc cai bién dang quan tam va
¢6 hoat tinh sinh hoc va chitc nidng tuong ty nhu protein chua duoc cai bién ma chung

bt ngudn tir d6.

Xoa dung dé chi sy loai bo mot hodc nhiéu axit amin tir protein.
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Chén dung dé chi mot hodc nhiéu géc axit amin dugc dua vao vi tri dugc xéc
dinh truéce trong protein. Chén c6 thé bao gbm su dung hop dau N va/hodc dau C ciing
nhu 13 chén ndi trinh tu cua mot hodc nhiu axit amin. Thong thudng, chén & trong
trinh tu axit amin s& nho hon dung hop dau N hozc dau C, & muc khoang tir 1 dén 10

goc.

Thé dung dé chi su thay thé axit amin cia protein bang axit amin khac c6 tinh
chét twong tu (ching han nhu tinh ky nuéc, tinh wva nude, tinh khang nguyén, xu
huéng tao thanh hodc pha vo cAu tric xodn o hodc céu tric tim B tuong tu). Su thé
axit amin thudng 13 & gbc don 1€, nhung c6 thé duoc nhém lai thy thudc vao su rang
budc chirc nang dat lén polypeptit va ¢o thé ndm trong khoang tir 1 dén 10 axit amin;
sy cai xen thuong & muc tir khoang 1 dén 10 gbc axit amin. Su thé axit amin t6t hon 1a
su thé axit amin bao toan. Bang su thé bao toan 1a da biét trong linh vuc (vi dy, xem
tai liéu Creighton (1984) Proteins. W.H. Freeman and Company (Eds) va Bang 1 dudéi
day).

Bang 1: Vi du vé su thé axit amin bao toan

Gbe Su thé bao toan Gbe Su thé bao toan
Ala Ser Leu I[le; 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 IAsn; Gln Val Ile; Leu
Ile Leu, Val

Su thé, x6a va/hoic chén axit amin c6 thé dé dang dugc tao ra bang cach st

dung k¥ thuit tong hop peptit da biét trong linh vuc, ching han nhu tong hop peptit
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pha rin va/hodc k¥ thuat tdng hop khac bat k¥, hodc bang thao tac ADN téi to hop.
Phuong phép thao tac trinh ty ADN dé tao ra bién thé thé, cai xen hodc lam khuyét ctia
protein la da biét trong linh vyc. Vi dy, k§ thuét tao ra dot bién thé & vi tri duoc xac
dinh tru6e trong ADN 1a da biét ddi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
va bao gdm gy dot bién M13, gy dot bién in vitro T7-Gen (USB, Cleveland, OH),
gy dot bién dinh hudng vi tri thay dbi nhanh (Stratagene, San Diego, CA), gy dot
bién dinh huéng vi tri qua PCR hodc cac quy trinh gdy dot bién dinh hudng vi tri khéc.

Nhu dugce st dung trong ban md ta nay, “phén c6 hoat tinh sinh hoc” ¢6 thé
dung dé chi manh cta protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 c6 hoat tinh sinh hoc
dé xuc tac cho sy khoi dau, su tao thanh, su ting cudng, hodc su thay ddi trong hop
phén cua soi libe & cay trong C. olitorius hodc C. capsularis. Phan ¢6 hoat tinh sinh
hoc cta protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 bao gdm peptit hodc polypeptit bao
gdm trinh tu axit amin c¢6 di d§ tuong ddng voi hodc ¢6 ngudn gbc tir trinh ty axit
amin cua protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22, vi dy, trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6, ma bao gdm it axit amin hon so véi protein
khéa kéo homeobox-loxin HAT22 chidu dai ddy du, va thé hién it nhit mot hoat tinh
cia protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22. Thong thuong, phan c6 hoat tinh sinh
hoc c6 chira mién hodc motif ¢6 it nhit mét hoat tinh cta protein khoa kéo homeobox-
loxin HAT22. Phan c¢6 hoat tinh sinh hoc cta protein khéa kéo homeobox-loxin
HAT?22 ¢6 thé 1a polypeptit ma c6 chidu dai 13, vi dy, 254, 255, 256, 257, 258, 259,
260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, hodc 267 axit amin.

Protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 c6 thé c6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6. Theo phuong an khéc, protein khéa kéo
homeobox-loxin HAT22 vé co ban tuwong dong véi SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO:
6, va gift lai hoat tinh chirc nang cua protein ciia SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6,
van khac biét ¢ trinh tu axit amin do su thay ddi alen tu nhién hoic su giy dot bién.
Theo phuong 4n khac, protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 ¢6 chira trinh ty axit
amin ¢6 do tuwong ddng it nhit 12 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 v6i SEQ ID NO:
3 hodc SEQ ID NO: 6.
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Thuat ngit "mién", nhu duoc sit dung trong ban md ta nay, dung dé chi tap hop
axit amin dugc bao toan ¢ céac vi tri cu thé doc theo su sép théng hang cua céc trinh tu
clia céc protein c6 lién quan vé mat tién hoa. Mic di axit amin & cac vi tri khéc c6 thé
thay ddi gifra cac chat twong ddng, axit amin ma dugc bao toan cao & céc vi tri cu thé
cho thiy axit amin nay dudng nhu la thiét yéu trong céu tric, d6 6n dinh hogc chic
ning cua protein. Pugc xac dinh bang mitc dd bao toan cao ctia chiing trong céc trinh
tu duoc sip thing hang ciia ho chit tuong ddng protein, chung c6 thé duoc sir dung
lam chét nhan dang dé xac dinh liéu polypeptit bét ky dang quan tdm c6 thudc vé ho

polypeptit da dugc xac dinh tir truée hay khong.

Thuét ngit "motif", nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, dung dé chi vung
duoc bao toan ngén trong trinh tu clia cac protein ¢6 lién quan vé mit tién hoa. Motif
thudong 14 cac phan duge bao toan cao cua mién, nhung ciing c¢6 thé chi bao gdm mot
phin ctia mién, hodc nim & bén ngoai mién dugc bio toan (néu tit ca cac cla axit

amin cua motif nim ngoai mién da dugc xac dinh).

Co6 céc co s¢ dir liéu chuyén mon dé x4c 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)),
hoic Pfam (Bateman et al., Nucleic Acids Research 30(1): 276-280 (2002)). Tép hop
cong cu dé phan tich in silico céc trinh ty protein c6 san trén may cht proteomics
ExPASy (Vién Thong tin sinh hoc Thuy S1 (Gasteiger et al., ExXPASy: The Proteomics
Server for In-Depth Protein Knowledge and Analysis, Nucleic Acids Res. 31:3784-
3788(2003)). Mién hodc motif cling c6 thé duoc xé4c dinh bang cach sir dung k§ thuat
thong thudng, chang han nhu bang cach sip thing hang trinh ty.

Nham dat duwgc muc dich cta sang ché, "chuyén gen", "gen chuyén" hodc "tai
t6 hop" c6 nghia 1a doi vé4i, vi du, trinh tu axit nucleic, bang biéu hién, ciu tric gen
v >

hodc vecto bao gdom va/hodc ¢6 chira trinh tu axit nucleic hodc sinh vat dugc bién nap
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béng trinh tu axit nucleic, bang biéu hién hoidc vecto theo sang ché, tt ca cac cac ciu
tric nay dugc tao ra bang phuong phap tai t6 hop trong d6: (a) trinh tu axit nucleic ma
héa cho protein hitu dung trong phuong phap theo sang ché, hoac (b) (céc) trinh tyr
kiém soat di truyén ma duge lién két co thé diéu khién duoc véi trinh tu axit nucleic
theo sang ché, vi du trinh tu mé& dau, hodc (c) a) va b) khong ndm & moi trudong tu
nhién cua ching hodc da dugc cai bién bang phuong phap tai td hop. Su cai bién c6
thé & dang, vi duy, su thé, sy thém, su lam khuyét, su ddo ngugc hodc su cai xen cua
mot hodc nhiéu géc nucleotit. Moi truong di truyén tu nhién duoc hiéu 1a vi tr trong
hé gen hodc nhi®m sic thé tu nhién & cay tréng ban d4u hodc su c6 mit trong thu vién
hé gen. Trong trudng hop thu vién hé gen, moi truong di truyén tu nhién cta trinh tu
axit nucleic t&t hon 1a dwoge giit lai, it nhit 1a mot phan. Moi truong tdn céng & bén
suon trinh ty axit nucleic it nhdt & mot phia va ¢ chidu dai trinh tu bang khoang 50
bp, t6t hon 1a bang khoang 500 bp. Bing biéu hién c6 trong tu nhién - vi du dang két
hop c6 trong tu nhién cua trinh ty mé dAu tu nhién cia trinh tu axit nucleic véi trinh ty
axit nucleic tuong tng ma héa cho polypeptit hitu dung trong phuong phap theo sang
ché, nhu xé4c dinh & trén - trd thanh bang biéu hién chuyén gen khi bang biéu hién nay
dugc cai bién bang phuong phép tdng hop ("nhan tao"), khong tu nhién chang han
nhu, vi du, xt ly gay dot bién. Phuong phép thich hop duge md té, vi dy, trong tai liéu

US 5,565,350 hoac WO 00/15815.

Thuc vat chuyén gen dé thuc hién muc dich cta sang ché duoc hiéu 1a bao gém
cdc cidy ma trong d6 axit nucleic dugc sit dung trong phuong phéap theo sang ché
khong & locut ty nhién ctia ching trong hé gen cia thuc vat nay, va do dé axit nucleic
¢6 thé duoc biéu hién tuong dong hodc di twong ddng. Tuy nhién, chuyén gen ciing c6
nghia 1a, mdc du axit nucleic theo sang ché hoic duoc st dung trong phuong phap
theo sang ché ndm & locut ty nhién cta ching trong hé gen cta thyc vat nay, trinh tu
nay da duogc cai bién so véi trinh tu tu nhién, va/hoic trinh tu diéu hoa cta cac trinh tu
tu nhién da duoc cai bién. Chuyén gen duogc hiéu 1a sy biéu hién cua axit nucleic theo
sang ché & vi tri khong tu nhién trong hé gen, trong khi su biéu hién tuong ddng hoic,

t6t hon 13, di twong ddng cua axit nucleic nay dién ra.

Thuat ngit "dua vao" hodc "bién nap", nhu dugc st dung trong ban md ta nay,

dung dé chi sy chuyén polynucleotit ngoai sinh vao té bao chi, bang bit ké phuong

-16-



30944

phéap nao dugc str dung dé chuyén. Mo thuc vt c6 kha nang nhan dong tiép theo, bang
cach phat sinh co quan hoac phat sinh phoi, ¢o6 thé duoc bién nap bang cau trac di
truyén theo sang ché va cay trong nguyén ven dugc tdi tao tir d6. M6 cu thé dugc chon
s& thay ddi tiry thudc vao hé théng nhan dong c6 san, va thich hop nhét, d6i véi loai cu
thé can duoc bién nap. Cac dich mo vi du bao gbm dia 14, phan, phoi, 14 mam, tru duéi
14 mam, thé giao tr cdi, mo seo, md phén sinh hién hitu (vi du, md phéan sinh dinh,
chdi nach, va md phan sinh r&), va md phan sinh cam @mg (vi dy, mé phan sinh 14 mdm
va mo phéan sinh tru du6i 14 mam). Polynucleotit c6 thé duoc dua vao tam thoi hodc 6n
dinh trong té bao chu va c6 thé duge duy tri khong hop nhét, vi du, dudi dang plasmit.
Theo cach khéc, no c6 thé dugc hop nhéit vao hé gen vat chu. Sau do, t€ bao thuc vat
bién nap thu duoc c6 thé dugc sir dung dé tao ra cdy trong bién nap theo phuong phap

d3 biét déi voi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vye.
Viéc chuyén gen la vao hé gen clia cay trdng duoc goi 12 bién nap.

Su bién nap cua loai thuc vat hién nay 1a k§ thuét kha thong thuong. Diéu ¢6 loi
1a, phuong phép bién nap bét ky trong s6 mot vai phuong phap bién nap c6 thé duoc
stt dung dé dua gen mong mudn vao té bao ong ba thich hgp. Phuong phap dugc md ta
dé bién nap va tai tao cay tréng tr m6 thuc vat hodc té bao thuc vat c6 thé dugc st
dung dé bién nap tam thoi hodc 4n dinh. Phuong phép bién nap bao gdm viéc sir dung
liposom, duc 16 dién va hoa chét ma lam tang su hép thu ADN tu do, tiém ADN truc
tiép vao cdy trong, siing ban hat, va bién nap bang cach st dung virut hogc phéan va vi
chiéu anh. Cay trdng chuyén gen, bao gdm cdy trong mua vu chuyén gen, tdt hon 1a
duoc san xuat thong qua su bién nap qua trung gian Agrobacterium. Phuong phap bién

nap c6 loi la bién nap trong gidi thuc vat (Sajib et. al. 2008).

Thoéng thudong sau khi bién nap, té bao thuc vat hoic nhém té bao dugc chon
loc v& sy ¢6 mit ctia mdt hodc nhiéu gen danh d4du ma duoc ma hoa bdi gen c¢6 thé
biéu hién & cdy trdng dugc dong bién nap véi gen mong mudn, sau d6 nguyén liéu
duge bién nap duogc tai tao vao cay tréng nguyén ven. Dé chon loc cay tréng duoc bién
nap, nguyén liéu ciy trong thu duge trong quy trinh bién nap, vé nguyén tic, duoc dua
vao diéu kién chon loc sao cho cy trong dugc bién nap c6 thé phan biét dugc db6i véi
cay trong khong dugc bién nap. Vi du, hat thu dugc theo phuong thirc dugc md ta &

trén c6 thé duge gieo va, sau giai doan phat trién ban dau, dugc dua di chon loc thich
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hop bang cach phun. Kha ning khéc nira bao gdm viéc trong hat, néu thich hop sau khi
tiét tring, trén dia aga bang cach sir dung chéit chon loc thich hop sao cho chi hat dugc
bién nap c6 thé phat trién thanh cay trdng. Theo cach khac, cdy trong dugc bién nap
dugc sang loc vé su ¢6 mit cia gen danh dau chon loc chéng han nhu cac gen dugc
mo ta ¢ trén.

Sau khi truyén ADN va tai tao, gia dinh rang ciy trong dugc bién nap ciing ¢6
thé dugc danh gia, vi du bf?mg cach sir dung phan tich Southern, vé su ¢6 mit cua gen
mong mudn, sb lugng ban sao va/hoac su td chirc hé gen. Theo cach khac hodc ngoai
ra, muc do biéu hién cia ADN méi duge dua vao co thé dugc kiém tra béng cach su
dung phan tich Northern va/hodc Western, ca hai k¥ thuat nay la da biét dbi v6i ngudi

¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc.

Cay tréng duoc bién nap duogc tao ra co thé dugc nhan 1én béng nhiéu phuong
phép, chang han nhu bang cach nhan dong hodc k¥ thuat gay gidng cb dién. Vi dy, cay
trdng duge bién nap thé hé thi nhét (hay T1) c6 thé duge chon loc va thé bién nap thé
hé thtr hai ddng hop tir (hay T2) ¢6 thé duoc chon loc, va sau d6 cdy trong T2 c6 thé
duoc tiép tuc nhan lén béng k¥ thut gay giéng ¢b dién. Sinh vat bién nap duogc tao ra
c6 thé c6 nhiéu dang. Vi du, chiing ¢6 thé 1a thé kham cua t& bao duoc bién nap va té
bao khong dugc bién nap; thé bién nap don dong (vi du, tAt ca cac té bao dugc bién
nap déu c6 chira bing biéu hién); canh ghép cia mo duge bién nap va khong dugc
bién nap (vi du, & cdy trong, than ré dugc bién nap duoc ghép vao chdi khong duoc

bién nap).

Thuat ngit "su biéu hién ting" hodc "sy bicu hién qua mirc" nhu dugce st dung
trong ban md ta nay dung dé chi dang bat ky cua sy bicu hién ma tang thém so voi

murc dO biéu hién kiéu dai ban dau.

Phuong phap lam tang su biéu hién ctia gen hodc san phdm gen da duogc ghi
nhén trong tai li¢u trong linh vuc va bao gém, vi du, su biéu hién quéa mac duoc lam
cho dién ra bang trinh tu m& dau thich hop, bang cach str dung gen ting cudng phién
mi hoic gen ting cuong dich ma. Axit nucleic duoc phin ldp ma dong vai tro lam
trinh tw m& dau hodc yéu td tang cudng c6 thé dugc dua vao vi tri thich hop (thuong 12
nguoc chiéu) ctia dang khong khac loai cta polynucleotit sao cho diéu hoa ting su

biéu hién cta axit nucleic ma hoa cho polypeptit mong mudn. Vi dy, trinh ty m& dau

-18-



30944

ndi sinh co thé duoc lam thay ddi in vivo béng dot bién, sy lam khuyét, va/hodc su thé
(xem tai liéu, Kmiec, US 5,565,350; Zarling et al., W093/22443), hodc trinh ty m¢&
du duge phan 14p c6 thé duge dwa vao té bao thuc vét theo huéng thich hop va & cach

gen theo sang ché mot khoang sao cho kiém soét sy bi€u hién cua gen.

Néu sy biu hién polypeptit 1a didu mong mudn, thuong mong mubn bao gdbm
ving polyadenyl héa & déu 3' ctia viing mé hoa polynucleotit. Vung polyadenyl hoa c6
thé 1a co nguén géc tr gen tu nhién, tr nhiéu loai gen thyc vat khac, hodc tir T-ADN.
Trinh tu dau 3' cdn dugc bd sung vao cb thé c6 ngudn gbc tr, vi du, gen nopalin
syntaza hodic gen octopin syntaza, hodc theo cich khac 1a tir gen thyc vt khac, hodc

kém hon la tir gen sinh vat nhan chuén khac bat ky.

Trinh ty intron cling c6 thé dugc bd sung vao ving khong dich ma 5' (UTR)
hodc trinh ty ma hoa cia mot phan trinh tu ma hoa dé 1am tiang luong thong tin trudng
thanh tich liiy trong dung dich bao twong. Sy bao gdm cua chd ndi 1am cho intron
trong don vi phién ma & ca cAu trac biéu hién thyc vat va dong vat duoc thé hién dé
lam ting su biéu hién gen & ca cAp do mRNA va protein 1én dén 1000 lan (Buchman
and Berg (1988) Mol. Cell biol. 8: 4395-4405; Callis et al. (1987) Genes Dev 1:1183-
1200). Su ting cuong intron nay cua su biéu hién gen thuong 16n nhat 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 chiing xem trong tai lidu:

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

Pé xac dinh su tuong déng theo ty 1€ phﬁn tram cua hai trinh tu axit amin hodc
cua hai trinh tu axit nucleic, céc trinh tu cé thé dugc sép theltng hang nham muc dich so
sanh toi vu (vi du, chd tréng ¢6 thé dugce dua vao mdt hodc ca hai trinh ty axit amin
hodc trinh tu axit nucleic thir nhét hoic tht hai dé sép théng hang t&i wu va céc trinh tu
khong tuong ddng c6 thé bi bo qua khi so sanh). Chiéu dai clia trinh tw tham chiéu
duge sip thing hang dé so sanh c6 thé bang it nhit 95% chiéu dai ctia trinh ty tham
chiéu nay. Sau do, géc axit amin ho#c nucleotit ¢ vi tri axit amin hodc vi tri nucleotit
tuong tng ¢6 thé dugc so sanh. Khi vi tri & trinh tu thir nhit duoc chiém giir boi cling
gbc axit amin hodc nucleotit nhu vi tri twong tmg & trinh ty thir hai, thi cac phén t
twong dong & vi tri d6 (nhu dugc st dung trong ban mo ta nay “su twong dong” axit

amin hodc axit nucleic 1a twong duong v6i “sy dong déu” axit amin hodc axit nucleic).

-19-



30944

Su twong dong theo ty 1€ phan tram gitta hai trinh ty 14 ham cua s6 luong vi tri twong
ddng giita cac trinh tu, ¢6 tinh dén sb lugng chd tréng, va chiéu dai cia mdi chd tréng,

ma can phai dugc dua vao dé sap thang hang toi wu hai trinh tur.

Viéc so sanh cac trinh ty va x4c dinh sy tuong dong theo ty 1& phan trim gitta
hai trinh tu ¢6 thé dugc thuc hién béng cach st dung thuét toan. Theo mot phuong an,
su twong dong theo ty 18 phan trim gifta hai trinh ty axit amin ¢6 thé dugc xac dinh
bang cach s dung thuit toan Needleman va Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453
(1970)) ma da dugc két hop vao chuong trinh GAP trong géi phan mém GCG (c6 sin
& http://www.gcg.com), b?mg cach st dung ma trdn Blosum 62 hodc ma trdn PAM250,
va tai trong chd tréng béng 16, 14, 12, 10, 8, 6, hodc 4 va tai trong chiéu dai bﬁng 1,2,
3, 4, 5, hodc 6. Theo phuong an dugc uu tién khac nita, su twong ddng theo ty 18 phan
tram gitra hai trinh ty nucleotit co thé dugc xac dinh béng cach st dung chuong trinh
GAP trong g6i phan mém GCG (c6 san & http://www.gcg.com), bang cach st dung ma
tran NWSgapdna.CMP va ti trong chd trdng bang 40, 50, 60, 70, hodc 80 va tai trong
chiéu dai béng 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6. Theo phuong an khéc, su tuong déng theo ty 1€
phin tram gitta hai axit amin hodc céc trinh tu nucleotit c6 thé duoc xac dinh bing
cach sir dung thuat toan cta E. Meyers va W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4:11-17
(1988)) ma da dugc két hop vao chuong trinh ALIGN (phién béan 2.0 hodc 2.0U), bing
cach st dung bang gdc tai trong PAM120, khoan trix chiéu dai chd tréng bang 12 va

khoan trir chd tréng bing 4.

Chuong trinh may tinh vi du ma ¢6 thé duoc str dung dé x4c dinh su déng déu
giita hai trinh ty bao gdm, nhung khong gi6i han &, day cac chuong trinh BLAST, vi
du, BLASTN, BLASTX, va TBLASTX, BLASTP va TBLASTN, ¢6 thé truy cip cong

cdng & www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Nghién ctru trinh tu thuong dugc thyc hién bing cach sir dung chuong trinh
BLASTN, khi dénh gi4 trinh ty axit nucleic nhit dinh ddi véi trinh ty axit nucleic
trong trinh ty ADN GenBank va cdc co s¢ dir liéu cong khai khic. Chuong trinh
BLASTX duoc uu tién dé nghién cu trinh ty axit nucleic ma dugc dich ma trong tat
ca cac khung doc so v6i trinh tu axit amin trong cac trinh ty protein GenBank va cac

co s dit liéu cong khai khéc.
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Su sép xép trinh tu cua cac trinh tu dugc chon dé xac dinh "% tuong d@)ng" gilra
hai hodc nhiéu trinh tu duoc thuc hién bfmg cach st dung vi dy, chuong trinh

CLUSTAL-W.

Mot phuong 4n cua sang ché 1a polynucleotit phan 1ap dugc ma héa cho
polypeptit khéa kéo homeobox-loxin HAT22 dugc phat hién & C. olitorius va C.
capsularis 1an luot bao gém va/hodc ¢6 chira trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO: 2 va SEQ ID NO: 5. Mot cach tuong ung, polypeptit khéa kéo homeobox-loxin
HAT?22 tuong tmg dugc ma héa bdi cac trinh ty nucleotit s€ mang trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID NO: 6. Theo mot phuong 4n theo sang ché,
SEQ ID NO: 3 ding dé chi trinh tu polypeptit cta chét twong ddng protein khoa kéo
homeobox-loxin HAT22 ¢6 ngudn gbc tir C. olitorius, va SEQ ID NO: 6 dung dé chi
trinh tu polypeptit cia chat twong ddng protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 ¢6
ngudn gbc tir C. capsularis. Ca hai enzym nay c6 mit trong con dudng tong hop sinh
hoc cua sgi & C. olitorius va C. capsularis dé xtc tac cho viée tao ra chiu dai soi,

chiéu cao cdy, va/hodc sinh khoi cdy trong tdng lén & cdy trong.

Sang ché ciing d& xuit gen trinh ty ma héa cho chét twong ddng protein khéa

kéo homeobox-loxin HAT22 tir cdy trong C. olitorius va C. capsularis.

Theo mot phuong an, polynucleotit dai 1296 bp dugc minh hoa trong SEQ ID
NO: 1 1a gen chiéu dai diy du dugc phan lap tir C. olitorius. Trinh ty gen nay bao gbm
it nhat 150 nucleotit lién tiép tir ca nguoc chiéu va xudi chiéu cua gen. Phuong an nay

cling dé xuat trinh ty intron cta gen.

Theo phuong 4n khéc, polynucleotit dai 1337 bp dugc minh hoa trong SEQ ID
NO: 4 1a gen chidu dai diy di dugc phan 1ap tr C. capsularis. Trinh tu gen nay bao
gbm it nhit 150 nucleotit lién tiép tir ca ngugc chiéu va xudi chiéu ctia gen. Phuong 4n

nay ciing d€ xuat trinh ty intron cua gen.

Theo phuong 4n khac nita, sang ché d& xuét polynucleotit phan lap dugc ma
héa cho polypeptit bao gdm va/hodc ¢6 chira trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:
2 va/hodc SEQ ID NO: 5. SEQ ID NO: 2 dung dé chi trinh tu polynucleotit ctia trinh
tu chit twong ddng protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 c6 ngudn gbe tir C.
olitorius va SEQ ID NO: 5 dung dé chi trinh tu polynucleotit cua trinh tu chéit tuong

ddng protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 ¢ ngudn gbc tir C. capsularis.
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Theo phuong an khac nira, phan tir axit nucleic duwoc phan 1dp ma c6 kha nang
ma hoéa cho polypeptit khéa kéo homeobox-loxin HAT22, hodc méanh c6 hoat tinh sinh
hoc clia chiung, c6 chira trinh ty nucleotit ma cé do tuong déng 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% hoac 16n hon so véi toan bd chiéu dai cta trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID

NO: 2, SEQ ID NO: 5, hodc dang ) sung bat ky cua chiing.

Theo mot phuong an, polynucleotit dai 804 bp dugc minh hoa trong SEQ ID
NO: 2 1a protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 dugc md hdéa bsi dong cADN
chidu dai diy du thé hién khung doc m& ma hoa cho polypeptit ¢6 267 axit amin, nhu
trong SEQ ID NO: 3, ¢6 s6 khéi phan tir tinh duoc bang khoang 29,99 kD. Théong qua
phan tich SMART cua SEQ ID NO: 3, da phat hién ra sy ¢6 mat ctua mién homeobox
trong trinh ty. Pay la yéu tb lién két ADN, ma tham gia vao su diéu hoa phién mi cia
cac quy trinh phéat trién then chét cua cdy trong. Day 1a protein khoa kéo homeobox-
loxin HAT22 tham gia vao viéc tao ra chiéu dai soi, chiéu cao cay, va’/hoac sinh khoi

cdy trong ting 1én & thuc vat.

Theo mot phuong an, polynucleotit dai 807 bp dugc minh hoa trong SEQ ID
NO: 5 1a protein khoa kéo homeobox-loxin HAT22 dugc ma héa bsi dong cADN
chiu dai ddy du thé hién khung doc mé ma héa cho polypeptit ¢6 268 axit amin, nhu
trong SEQ ID NO: 6, c6 s6 khdi phéan tir tinh duge bang khoang 30,10 kD. Thong qua
phan tich SMART cua SEQ ID NO: 6, di phat hién ra sy ¢6 mat cua mién homeobox
trong trinh ty. Pay la yéu t6 lién két ADN, ma tham gia vao su diéu hoa phién ma cta
cac quy trinh phat trién then chdt cua cay trong. Pay la protein khoa kéo homeobox-
loxin HAT22 tham gia vao viéc tao ra chidu dai soi, chiéu cao cdy, va’/hoac sinh khéi

cdy trong tang lén & thuc vat.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, polynucleotit phan 1ap dugc duge minh hoa
trong SEQ ID NO: 2 ¢6 thé thu duge bang cach khuéch dai PCR cuia viing dugc bao
toan cua gen bang cach str dung ARN tong s6 dugc phan lap tir cay C. olitorius, va
SEQ ID NO: 5 ¢6 thé thu dugc bang cach khuéch dai PCR cua ving duge béo toan cua
gen nay bang cach sir dung ARN tdng sb dugc phan lap tir cdy C. capsularis. Nhu néu
trong phdn md ta trén day, cdy C. olitorius dugc.su dung la gibng 0-4, va C.

capsularis duoc sir dung 12 gidng CVL-1.
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Phuong an khéc cua sang ché dé xut cu tric gen tai té hop bao gdm va/hodc
¢6 chira polynucleotit c6 trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 va/hodc SEQ ID
NO: 4, trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién duge & té bao chii, va ¢6 thé dich ma dé
san xudt chit tvong ddng ctia protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 & céy trong C.
olitorius va C. capsularis. Quy trinh khuéch dai, tach dong va doc trinh tu khéa kéo
homeobox-loxin HAT22 tix ciy C. olitorius va C. capsularis dugc mo ta chi tiét hon &
vi du 2. Theo cac phuong 4n nhét dinh, cAu tric gen tai td hop con cé chira ving trinh
tu m& dau duoc lién két c6 thé didu khién dugc dé ting cudong sy biéu hién ctia khuén
polynucleotit. Sau do, trong su kiém soat phién ma cua trinh tuy mé dau cu thé, sy biéu
hién ciia vung ma hoéa ¢ trong céu trac gen tai td hop c6 chira polynucleotit theo SEQ
ID NO: 2 va/hodc SEQ ID NO: 4 ¢6 thé duge tang cudng, dan dén ning suit cao hon

cua protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22.

Theo mot khia canh cua sang ché, su biéu hién duoc diéu bién 1a su biu hién
hodc hoat tinh tang, vi du su biéu hién qua mirc ctia phan ti axit nucleic ma héa cho
polypeptit khoa kéo homeobox-loxin HAT22, vi du phan tir axit nucleic ma héa cho
SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 5. Phuong phép lam tang su biéu hién cia axit nucleic
hodc gen, hodc san phém gen, da dugc ghi nhén trong tai liéu trong linh vure va céc vi

du duge néu trong phan dinh nghia.

Sang ché ciing dé xuat phuong phap san xuat cdy trong chuyén gen c6 chiéu dai
soi va ning suat dugc tdng cudng so v6i cdy trong doi chirg, bao gdbm va/hodc ¢
chira bugc dua vao va biéu hién & cay trong axit nucleic bat ky ma hoa cho polypeptit

khoa kéo homeobox-loxin HAT22 nhu duoc xac dinh & trén trong ban mo ta nay.

Cu thé hon, sang ché dé xuit phuong phéap san xuét cdy trong chuyén gen c6
nang suét soi dugc ting cudng so voi cay trong d6i ching tréng, ma phuong phéap nay
bao gdbm budc:

(i) dua vao va biéu hién & cay trong hodc té bao thuc vat axit nucleic ma héa
cho polypeptit khoa kéo homeobox-loxin HAT22 hodc céu triuc di truyén bao gdm
va/hodc c6 chtra axit nucleic mad hoéa cho polypeptit khoa kéo homeobox-loxin
HAT22; va

(i) cAy té bao thuc vat trong diéu kién thuc ddy su sinh truéng va su phat trién

té bao sgi.
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Khia canh khéc cia sang ché dé cap dén polynucleotit phan 1ap dugc ma ma
hoa cho protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 va ¢o6 ngudn gdc tir cay trong C.

olitorius, ¢6 chira phén tir axit nucleic dugc chon tir nhém gdm cé:

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

hoac dang bo sung cua ching; va

b) phéan tir axit nucleic bao gdém trinh tu nucleotit ¢6 d twong ddng trinh tu it
nhét 14 95% so v6i trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2, hoic dang ) sung cua

chung.
Theo cac phuong 4n nhat dinh, cay C. olitorius 1a gidng O-4.

Khia canh khac cia sang ché d& cép dén polynucleotit phan 1ap dugc ma ma
hoa cho protein khéa kéo homeobox-loxin HAT22 va ¢ ngudn goc tir cay trong C.

capsularis, c6 chira phan tir axit nucleic dugc chon tir nhom gém co:

a) phan tir axit nucleic bao gdém trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 5,

hoac dang b6 sung cua ching; va

b) phén tr axit nucleic bao gdm trinh twr nucleotit ¢6 d tuong ddng trinh ty it
nhét 1a 95% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 5, hoac dang bd sung cua
chung.

Theo cac phuong an nhét dinh, cay C. capsularis 1a giébng CVL-1.

Khia canh khac cta sang ché dé cap dén polypeptit khoa kéo homeobox-loxin
HAT22 duoc phan 1ap c¢6 chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO: 3, hodc
manh c6 hoat tinh sinh hoc cia chung, polypeptit nay ¢6 mot hodc nhiéu chirc ning
duoc chon tor nhém gém ¢6 xuc tac cho su khoi dau, su tao thanh, su cai thién, su ting
cudng, va su thay ddi, dé bing cach d6 cai bién chidu dai soi, chiéu cao cay, sinh khéi,
hodc dang két hop bat ky ciia ching & cay trdng C. olitorius.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, cay C. olitorius 1a gibng O-4.

Theo cac phuong an nhét dinh, polypeptit nay c¢6 do tuong ddng trinh ty it nhét
12 95% so v6i trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3.

Khia canh khac cia sing ché dé cap dén protein polypeptit khéa kéo

homeobox-loxin HAT22 dugc phin 14p ¢6 chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
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ID NO: 6, hodc manh c¢6 hoat tinh sinh hoc cua chung, polypeptit nady c6 mot hodc
nhiéu chirc nang duoc chon tir thdm gom c6 xuc tac cho sy khéi dau, su tao thanh, su
cai thién, su ting cudng, va su thay doi, dé bang cach d6 cai bién chicu dai soi, chiéu

cao cdy, sinh khéi, hoic dang két hop bt ky cna ching & cdy trong C. capsularis.
Theo céac phuong an nhit dinh, ciy C. capsularis 1a gidng CVL-1.

Theo cac phuong an nhat dinh, polypeptit nay c6 do tuong ddng trinh ty it nhét
12 95% so vai trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 6.

Khia canh khac ciia sang ché dé cdp dén cau tric gen tai to hgp bao gdm

polynucleotit dugc chon tir nhém gbm co:

a) phan tr axit nucleic bao gbm trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 ho#c

SEQ ID NO: 5, hoac dang bd sung cua ching; va

b) phén tr axit nucleic bao gbm trinh tur nucleotit c6 do tuong ddng trinh tr it
nhét 1a 95% so v&i trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5,
hodc dang bd sung ctia chung; trong d6 polynucleotit c6 thé biéu hién duge & té bao
chii d& sén xuét chit twong dong ciia polypeptit khéa kéo homeobox-loxin HAT22 &

cay trong C. olitorius va C. capsularis.

Theo cc phuong an nhét dinh, cAu triic gen tai t6 hop con c6 chira viing trinh
tu m& dau dugc lién két c6 thé diéu khién duoc véi phan tir axit nucleic néu trong a)
hoac b), trong d6 trinh tu mo dau nay lam tang cuong sy phién ma hodc sy biéu hién
cua polynucleotit.

Khia canh khéc cta sang ché dé cap dén thé bién nap bao gém céu tric gen tai
t8 hop c6 kha nang biéu hién polynucleotit dugc chon tir nhém gdm co:

a) phan tr axit nucleic bao gdm trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc

SEQ ID NO: 5, hodc dang bd sung cua chung; va

b) phén tr axit nucleic bao gém trinh tu nucleotit ¢6 do tuong déng trinh tu it
nhét 12 95% so véi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5,
hodc dang bo sung ctia chiing; trong d6 thé bién nap nay san xuét chét trong dong cia

polypeptit khoa kéo homeobox-loxin HAT22.
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Khia canh khac ctia sang ché dé cdp dén phuong phép san xuat cdy trong hodc
cdy trong chuyén gen bao gom mdt hodc nhiéu dic tinh dugc chon tr nhom gém ¢6
ndng sudt soi, chiéu dai s¢i, va chiéu cao cdy dugc lam tidng, dugc tdng cuong, hodc

dugc cai bién, so vai cay trong doi chiing, phuong phap nay bao gom cac budc:

a) dua vao té bao thyc vat cu tric gen tai t6 hop bao gdm polynucleotit duge
chon tir nhém gdm cé: i) phan tir axit nucleic bao gdm trinh tu nucleotit néu trong
SEQ ID NO: 2 hoidc SEQ ID NO: 5, hodc dang bd sung ctia chiing; va ii) phan tir axit
nucleic bao gdm trinh ty nucleotit c6 d6 twong ddng trinh ty it nhét 1a 95% so véi trinh
tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 5, hodc dang bd sung cua

ching; va

b) biéu hién polypeptit dugc chon tir nhém gbm c6é: i) polypeptit bao gdm trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6, hodc manh cé hoat tinh
sinh hoc cda ching; va ii) polypeptit c6 do twong ddng trinh tu it nhit 1a 95% so véi

trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hodc SEQ ID NO: 6; va

c) cly té bao thuc vat trong didu kién dé thuc dy su sinh truéng va su phat

trién cua cdy trong.

Céc trinh tu duoc dé xuat bdi sang ché cling ¢6 thé dugce sir dung 1am nguyén
liéu chuin bi dé cai bién hodc thiet két hgp ly enzym maéi ¢6 cic ddc tinh ma lam cho

enzym c6 kha nang hoat dong tdt hon trong cac quy trinh khé khin.

Ban md ta nay bao gdbm ndi dung nhu néu trong cac yéu cdu bao ho kém theo,
cling nhu 12 trong phin mo ta trén day. Mic du séng ché nay duoc mé ta & cac phuong
4n uu tién cia ndé & mac do cu thé nhét dinh, can hiéu réng viéc boc 16 cac phuong an
wu tién duoc tao ra chi bang cach ldy vi du va nhidu thay ddi vé chi tiét ciia ciu tric va
dang két hop va su sip xép clia céac phén c6 thé duoc vién dén ma khong nim ngoai

pham vi cia sang ché va yéu cau bao ho.

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

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

Cac vi du sau day nham dé minh hoa thém cho séng ché, ma khong dy dinh lam

sang ché bi gii han ¢ cac phuong an cy thé duoc md ta trong ban mo ta nay.
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Vidu 1: Thiét ké va téng hgp doan mdi

Céc doan mdi duoc sir dung trong nghién ctru nay dugc thiét ké tur hé phién ma
dugc didu chinh bang tay va sang ché bi gi6i han & céc phuong 4n cu thé cia C.
olitorius va C. capsularis, b:?mg cach lua chon céc trinh tu béng tay c6 ORF hoan
chinh hodc bang cach str dung co s& dit liéu trong d6 gen twong tu da dugc phén 14p
thanh cong tir cdy trong khac. Phén tich thong tin sinh hoc so sanh cua céc trinh ty
nucleotit thu dugc tir hé phién ma dugc thuc hién b'fmg cach st dung NCBI BLAST,
BLASTP, RPS-BLAST, BLASTX va PSI-BLAST dé nhan dién chét twong dong cta
gen lién quan va dé nhan dién thich hop dbi voi gen. Sy sip thiang hang trinh tu
nucleotit duoc thuc hién b?mg clustalW phién ban 1,82 bit ctt khi nao céc trinh tu
phtrc hop duge tim thiy tir “bé gen”. Sau d6, su sap thang hang dugc hi¢u chinh. Doan
mdi dic hiéu gen (ca xudi va ngugc) duge chon loc béng tay hodc thong qua cong cu

cong Doan mdi 3 va doan mdi duogc tong hop tuy chinh.

TAt ca cac oligonucleotit duge st dung trong nghién ctru nay dugc tong hop va
duge tinh ché HPLC béi nha cung cdp va dugc mua cia hang Integrated DNA
Technologies (IDT). Dung dich dy trit khoang 100 pmol dugc diéu ché trong ddH20
da duogc thanh trung va dugce luu trit & nhiét do khodng -20°C, trong cac ph?m phan

udce de st dung.

Cac trinh tw oligonucleotit dwoc dung lam doan mdi dé PCR

Téndoan mdi  SEQID NO Trinh tu oligonucleotit San phim dugc
khuéch dai tir
cADN

COLHLZ F 1 TCTTGCTCGCTACCAACATT
883

COLHLZ R 1 GCACTGTTCCTATGGCCTCA

CCAHLZF 4 ACCCATTTCCTTGTTTCCTCCTT

926
CCAHLZ R 4 GCACTGTTCCTATGGCCTCAT

Vi du 2: Khuéch dai, tich dong va doc trinh tu ctia khéa kéo homeobox-loxin HAT22

tr C. olitorius va C. capsularis
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ARN tdng s6 dugc phan lap tir hat ba ngay tudi sinh truéng trén moi truong MS
nhu da duoc md ta tir trude bdi Chomezynski P va Sacchi N, phuong phap mot buée
dé phan lap ARN bang cach chiét axit guanidinium thioxyanat-phenol-clorofom. (Anal
Biochem 1987, 162: 156-159). Chét luong hodc tinh toan ven cia ARN duoc kiém tra
bang séc ky trén gel agaroza va dugce dinh lugng bang cach stir dung Thermo Scientific
Nano Drop 2000 theo quy trinh ti€u chudn. Mach thtr nhit cADN dugc tong hop bang
cach sir dung transcriptaza ngugce SuperScript I11 (Invitrogen) theo huéng dan cua nha
san xudt. Gen dugc khuéch dai tir cADN béng PCR béng cach st dung doan mdi dic
hiéu gen. Phan Gmg PCR (50 pl) ¢6 chira 1 pl cADN, 20 pmol cta mdi doan moi, 5 pl
10X chit dém PCR, 5 pl hdn hop 2,5 mMdNTP va 1,0 don vi ADN polymeraza
PfuTaq. PCR duogc tién hanh trong Thermal Cycler (Applied Biosystems) bang cach
st dung cac diéu kién sau: 1am bién tinh ban dau trong thoi gian khoang 5 phut & nhiét
d6 xAp xi 95°C sau d6 1a 35 chu ky bién tinh & nhiét d6 x4p xi 95°C trong thoi gian
khoang 30 gidy, 0 & nhiét 4o x4p xi 58°C trong thoi gian khoang 30 gidy va kéo dai &
nhiét do xép xi 72°C trong thoi gian khoang 1 phut, v6i sy kéo dai cubi cung & nhiét
do xép xi 72°C trong thoi gian khoang 7 phut. San phim PCR dugc phén tich bang gel
agaroza 1% bang cich st dung 1X chit dém TAE va san pham khuéch dai dugc rira
giai tir gel bang cach st dung b kit chiét gel QTAGEN theo huéng din ctia nha san
xut. San phidm PCR d tinh sach dugc ndi vao bd kit tdch dong pCR®8/GW/TOPO®
TA (Invitrogen) va duoc bién nap vio té bao E. coli c6 di kha ning (Invitrogen).
Plasmit dugc phan 1ap tur cac khuén lac gia dinh bang cach str dung bd kit QIAprip
Spin Miniprep (QIAGEN) sau khi chidu tia san xuit cdy trdng tir hat gia sinh truéng
trén moi treong MS nhu da dugc mo ta tir trude bdi Choe, doan mdi dic hiéu gen va

plasmit duong tinh duoc dua di doc trinh tu.
Vi du 3: Phan tich trinh tu

Trinh tu nucleotit va trinh tu axit amin lan luot duoc phén tich béng cac chuong
trinh BLASTN va BLASTP. Céc trinh tu dugc bao céo tir cdy trong khac dugc sip
thing hang bang ClustalW. Phén tich phat sinh loai dugc tién hanh bang cach sir dung
Neighbour Joining (NJ).

Vi du 4: X4y dyng con dudng sinh téng hop soi
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Vai trd hién thi xay dung lai con duong chuyén héa ty dong cia khéa kéo
homeobox-loxin HAT22 trong su sinh téng hop soi dugc xay dung bﬁmg cach xac dinh
cic ddng dang thich hop tlr protein duoc dy doan C. olitorus va C. capsularis so v6i
hé gen Arbidopsis. Phan tng enzym dugc xtc tac bang khoéa kéo homeobox-loxin
HAT?22 dugc ma hoa & trong hé gen C. olitorus va C. capsularis dugc xay dung bing
cach stir dung cac phan tmg enzym c6 san trong co s& dit liéu Resnet-Plant 3.0 dbi véi

Pathway Studio ciing nhu 13 tir co s& dit li€u con duong chuyén hoa.
Tai lién tham khao dugc vién din

Tat ca cac bang sang ché M, cac don sang cheé dd cong bd My, va cac don

PCT da cong bd duogc vién dan trong ban mo ta ndy chi nhdm muc dich tham khao.
Dang tuong duong

Mic di mot sd phuong an cua sang ché da duoc mo ta va dugc minh hoa trong
ban mo ta nay, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc s& d&€ dang hinh dung ra
nhiéu phuong tién va/hodc cAu tric khac dé thuc hién cic chirc nang va/hoic thu duoc
két qua va/hodc mdt hodc nhiéu vu diém duoc mé ta trong ban mo ta nay, va modi su
thay ddi va/hodc cai bién nay dugc cho la thudc pham vi cua sang ché. Chi can st
dung cac thi nghiém thong thuong, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc vin c6
thé nhan dién, hoic c6 kha ning xac dinh nhiéu dang tuong duong ddi véi cac phuong
4n cu thé cia sang ché dugc md ta trong ban md ta nay. Do do, can hiéu rang cac
phuong 4n néu trén dugce thé hién chi nham 1am vi du v4, nim trong pham vi ctia cac
yéu ciu bao ho kém theo va céc dang twong duong cua ching; sing ché c6 thé duogc

thuc hién theo cac khac véi cach duge duge mo ta va duge yéu cau bao ho cu the.
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Cdc trinh tie SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO:6

SEQ ID NO o1

CHIEU DAI - 1296 bp

LOAI : ADN

TEN DAU HIEU/CHIA KHOA . Intron, exon bao gébm UTR 5’ 150 bp va UTR 3° 150
bp

SINH VAT : Céy day, C. olitorius

CACCCCCCTAATTAACACTCCTTCCTCTCATTTCCTCTCTAAGAATTTTTTTTTAAAAAAAATTACAACCCTTTT
CCTTGTTTCCTCCTTAGCATCAACATTTTCTTGCTCGCTACCAACATTTTCTCAGGTTTGAAGTTTGAAACTACC
ATGGGTTTTGATGATATTTGTAACACTGGCCTTGGTCTTGGACTAGGCTGCCTTGTGAAGCAAGAAAAGTATTCG
CAGTCTGATCATCAGCAGCAAAAGAAGAAGAAATTGTTCTTGAAAGATGATCAGTTTTTCCCATCTCTTACTTTA
GGTCCATCAGATGACATATACCAATTATCTCCTGCTAATAAAATTCATGGGGAATCAACTGATTTGCACCAACAA
CAACAAGCCTCTTCTATAAGTGGAGTATCTTCATTTTCTAACTCTAGTGTCAAGAAGGAGAAAGATATTTGTGGT
GAAGAGGTAGAATTGGAAAGAATGTCTTCAAGGGTCAGTGATGAAGATGATGAAGGCAGCCCCAGGAAGAAACTT
CGGCTTAGCAAAGAACAAGCTGCCATTTTAGAAGACAGCTTCAAAGAACACAGCACTCTCAATCCTGTAAATCAT
CTTCCCTTGTCCTTTTAATATGTTATTTCATGTTTTATATACAATTTTATTGCATATAATCTTAATATTTACTTG
TTTCTATTGTTAACAGAAACAGAAGCAGGCTTTAGCAGAACATCTGAATCTTAGGCCACGGCAAGTGGAAGTATG
GTTCCAAAACAGGAGAGCCAGGTTAATTTTCCTTTCAATTTTGACCCTATATTCATAGCTTGGCCTTATATGAGT
TTATTCCCTTACTTTGGATTCTCTTTTTGARACAACAGGACAAAGCTGAAACAGACTGAAGTAGATTGTGAGTTA
CTGAAGARERTGTTGTGAGACATTAACAGAAGAGAACAAACGGTTGCAGAAGGAACTGCAGGAGCTTARATCATTG
ADATTGACAGCATCTTATTATATGCAGCTGCCGGCGGCCACCCTCACCATGTGCCCTTCCTGTGAGAGGGTTGCC
GGCGCCGGTGAAGGTCCTTCCAGTACAAGCCCTTTTACAATTGGACAGAAATCTCACTTCTTCAACCCCTTCALCT
CACCCATCTGCAGCATGCTAGGCAACTTGTTGATGAGGCCATAGGAACAGTGCTATATTTTTGTTCTAGGCTTTA
TTTATGTATGTCAAAATTATATATATGATCAGTATGGAGTAATTAAATCTTAAAGTATAAGTAGGCTAATATCTT
TATATTTCTTGTATAAATTAA

SEQ ID NO 02

CHIEU DAI : 804 bp

LOAI : ADN

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

VI TRI (1) .....(804)

ATGGGTTTTGATGATATTTGTAACACTGGCCTTGGTCTTGGACTAGGCTGCCTTGTGAAGCAAGAAAAGTATTCG
CAGTCTGATCATCAGCAGCAAAAGAAGAAGARATTGTTCTTGAAAGATGATCAGTTTTTCCCATCTCTTACTTTA
GGTCCATCAGATGACATATACCAATTATCTCCTGCTAATAAAATTCATGGGGAATCAACTGATTTGCACCAACAA
CAACAAGCCTCTTCTATAAGTGGAGTATCTTCATTTTCTAACTCTAGTGTCAAGAAGGAGAAAGATATTTGTGGT
GRAAGAGGTAGAATTGGAAAGAATGTCTTCAAGGGTCAGTGATGAAGATGATGAAGGCAGCCCCAGGAAGAAACTT
CGGCTTAGCAAAGAACAAGCTGCCATTTTAGAAGACAGCTTCAAAGAACACAGCACTCTCAATCCTARACAGAAG
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CAGGCTTTAGCAGAACATCTGAATCTTAGGCCACGGCAAGTGGAAGTATGGTTCCAAAACAGGAGAGCCAGGACA
AAGCTGAAACAGACTGAAGTAGATTGTGAGTTACTGAAGARATGTTGTGCGAGACATTAACAGAAGAGAACAAACGG
TTGCAGAAGGAACTGCAGGAGCTTAAATCATTGARAATTGACAGCATCTTATTATATGCAGCTGCCGGCGGCCALC
CTCACCATGTGCCCTTCCTGTGAGAGGGTTGCCGGCGCCGGTGAAGGTCCTTCCAGTACAAGCCCTTTTACAATT
GGACAGAAATCTCACTTCTTCAACCCCTTCACTCACCCATCTGCAGCATGCTAG

SEQ ID NO 23

CHIEU DAI : 267

LOAI : PRT

SINH VAT - Cay day, C. olitorius

MGFDDICNTGLGLGLGCLVKQEKYSQSDHQQQKKKKLFLKDDQFFPSLTLGPSDDIYQLSPANKIHGESTDLHQQQQASSISG
VSSFSNSSVKKEKDICGEEVELERMSSRVSDEDDEGSPRKKLRLSKEQAATLEDSFKEHSTLNPKQKQALAEHLNLRPRQVEV
WEFQONRRARTKLKQTEVDCELLKKCCETLTEENKRLOKELQELKSLKLTASYYMQLPAATLTMCPSCERVAGAGEGPSSTSPET
IGQKSHFFNPETHPSAAC

SEQ ID NO 24

CHIEU DAI : 1337 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

CTCAAACAAGTTCCTAATTAACACTCCTTCCTCTCATTTCCTCTCTAAGAAAARAAAAAAATACAACCCATTTCCTT
GTTTCCTCCTTAGCATCAAGATTAATTTTCTTGCTAGCTACCAACATTTTTCTAGGTTTGAAGTTTGAAACTACC
ATGGGTTTTGATGATATTTGTAACACTGGCCTTAATCTTGGACTCGGATGCCTTGTGAAGCAAGAARAGTATTCG
CCGTCCGATCATCAGCAGCAAAAGAAGAAGARAATTGTTGTTGAAAGATGATCAGTTTTTCCCATCTCTTACTTTA
GGTCCATCAGATGACATATACCAATTATCTGCTGCTAATAAATTAGCTCATGGGGAATCAATTGATTTGCACCAA
CAACAACAAGCCTCTTCTATCAGTGGAGTATCTTCATTTTCTAACTCTAGTGTCAAGAAGGAGARAAGATATTTGT
GGTGAAGAGGTAGAATTGGAGAGAATGTCTTCAAGGGTCAGTGATGAAGATGATGAAGGCAGCCCCAGGAAGARAA
CTTCGGCTTAGCARAGAACAAGCTGCCATTTTAGAAGACAGCTTCAAAGAACACAGCACTCTCAATCCTGTAAAT
CATCTTCTAATTAATTCCCTTGTCTTTTTCTATATCATTTCATGTTTTATATTAATTTTATTGCACATAATCTTA
ATATTTACTTGTTTCTCATGTTAACAGAAACAGAAGCAGGCTTTAGCAGAACATCTGAATCTTAGGCCACGGCAA
GTGGAAGTATGGTTCCAARACAGGAGAGCCAGGTTAATTTTCCTTTCAATTTTGACCATATATTATATACATAGC
TTGGCCTTGTATGATTTTATATTATTCTCTTACTTTGGATTCTCTTTTTGAAACAACAGGACAAAGCTGAAACAG
ACTGAAGTAGATTGTGAGTTACTGAAGAAATGTTGTGAGACATTAACAGAAGAGAACARACGGTTGCAGAAGGAA
CTGCAGGAGCTTARATCATTGAAATTGACAACATCTTATTATATGCAGCTGCCGGCTGCCACCCTCACCATGTGC
CCTTCCTGTGAGAGGGTTGCCGGCACCGGTGAAGGCCCTTCCAGTACAAGCCCTTTTACAATTGGACAGAAATCT
CACTTCTTCAACCCCTTCACTCACCCATCAGCCGCATGCTAGGCAACTTGTTGATGAGGCCATAGGAACAGTGCT
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ATTTTTGTTCTAGGCTTTTTATTTATGTCAAATATATATATGATCAGTATGGAGTAATTAAATCCTGAAGTATTA
TAAGTAGGCTAATATCTTTATATTTCTTGTATAAATTAAGAT

SEQ ID NO :5

CHIEU DAI : 807

LOAI : ADN

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

VI TR{ (1) ..... (807)

ATGGGTTTTGATGATATTTGTAACACTGGCCTTAATCTTGGACTCGGATGCCTTGTGAAGCAAGAAAAGTATTCGCCGTCCGA
TCATCAGCAGCAAAAGAAGAAGAAATTGTTGTTGAAAGATGATCAGTTTTTCCCATCTCT TACTTTAGGT CCATCAGATGACA
TATACCAATTATCTGCTGCTAATAAATTAGCTCATGGGGAATCAATTGATTTGCACCAACAACAACAAGCCTCTTCTATCAGT
GGAGTATCTTCATTTTCTAACTCTAGTGTCAAGAAGGAGAAAGATATTTGTGGTGAAGAGGTAGAATTGGAGAGAATGTCTTC
AAGGGTCAGTGATGAAGATGATGAAGGCAGCCCCAGGAAGARACTTCGGCTTAGCAAAGAACAAGCTGCCATTTTAGAAGACA
GCTTCAAAGAACACAGCACTCTCAATCCTAAACAGAAGCAGGCTTTAGCAGAACATCTGAATCTTAGGCCACGGCAAGTGGAA
GTATGGTTCCAAAACAGGAGAGCCAGGACAAAGCTGAAACAGACTGAAGTAGATTGTGAGTTACTGAAGAAATGTTGTGAGAC
ATTAACAGAAGAGAACAAACGGTTGCAGAAGGAACTGCAGGAGCTTAAATCATTGAAATTGACAACATCTTATTATATGCAGC
TGCCGGCTGCCACCCTCACCATGTGCCCTTCCTGTGAGAGGGTTGCCGGCACCGGTGAAGGCCCTTCCAGTACAAGCCCTTTT
ACAATTGGACAGAAATCTCACTTCTTCAACCCCTTCACTCACCCATCAGCCGCATGCTAG

SEQ ID NO 6

CHIEU DAIT 1 268

LOAI : PRT

SINH VAT : Cay day, C. capsularis

MGFDDICNTGLNLGLGCLVKQEKYSPSDHQQQKKKKLLLKDDQFFPSLTLGPSDDIYQLSAANKLAHGESIDLHQQQQASSTS
GVSSFSNSSVKKEKDICGEEVELERMSSRVSDEDDEGSPRKKLRLSKEQAAILEDSFKEHSTLNPKQKQALAEHLNLRPRQVE
VWEFQNRRARTKLKQTEVDCELLKKCCETLTEENKRLQKELQELKSLKLTTSYYMQOLPAATLTMCPSCERVAGTGEGPSSTSPF
TIGQKSHFFNPEFTHPSAAC
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YEU CAU BAO HO

1. Polynucleotit bao gdm cADN c6 do tuong ddng trinh tu it nhét 13 95% so v&i trinh
tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2 hodc 5, trong d6 polynucleotit ndy ma hoa
protein HAT22 kho4 kéo homeobox-loxin.

2. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 cADN c6 do twong déng trinh ty it nhat 1a 98%
so v4i trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 2.

3. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 cADN c¢6 do twong dong trinh tu it nhat 1a 98%
so voi trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO: 5.

4. Chu trac gen tai t6 hop bao gdm polynucleotit theo diém 1, trong d6 polynucleotit
c6 thé bidu hién duoc & té bao chi dé san xuét polypeptit HAT22 khoa kéo homeobox-

loxin & Corchorus olitorius va Corchorus capsularis.

5. CAu tric gen tai td hop theo diém 4, con bao gdm ving trinh ty m& diu duge lién
két co thé diéu khién duoc véi phan tir axit nucleic duge néu trong a) hodc b), trong dé

trinh ty mé dau nay lam ting cuong sy phién ma hodc bicu hién cta polynucleotit.

6. Thé bién nap chira cu tric gen tai t8 hop theo diém 4, trong d6 thé bién nap nay c6
kha nang biéu hién polynucleotit va thé bién nap nay tao ra polypeptit HAT22 khoa

kéo homeobox-loxin.

7. Phuong phap san xuét ciy trdng chuyén gen, phuong phap nay bao gdm cac buée:
a) dua vao té bao thuc vat chu trac gen tai t6 hop theo diém 4;

b) biéu hién polypeptit c6 d twong dong trinh tyr it nhat 1a 95% so véi trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO: 3 hoac SEQ ID NO: 6; va
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c) ciy té bao thuc vat trong cac didu kién dé thuc diy su sinh truéng va phat

trién cla cay trong.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 polypeptit nay c6 do tuong ddng trinh tu it nhét

1a 98% so v6i trinh ty axit amin nay.

9. Phuong phép theo diém 7, trong d6 polypeptit nay ¢ do tuong ddng trinh ty it nhat

14 99% so vai trinh tu axit amin nay.

10. Cau trtc biéu hién bao gdbm polynucleotit theo di€m 1, trong d6 polynucleotit nay
duoc lién két cé thé dieéu khién dugc vai phén tir axit nucleic dieu hoa cé chira céc tin
hiéu diéu hoa phién ma hodc dich ma, hodc ca hai, kiém soat su biéu hién cua

polynucleotit trong t& bao chil.

11. Chét duoc phan lap tir thé bién nap theo diém 6, trong d6 chét nay bao gdém

polynucleotit.
12. Hat tir thé bién nap theo diém 6, trong d6 hat nay bao gdm polynucleotit.

13. Phuong phép gy ra, khoi tao, cai thién hodc ting cuong su phat trién cta soi thuc
vat va chilu cao ctia thuc vat & ciy day, phuong phap nay bao gdm budc dua vao cay

day polynucleotit phan 1ap duoc theo diém 1.

14. Polynucleotit theo diém 1, trong d6 cADN néu trén c6 do tuong déng trinh tu 1a
100% so voi trinh ty nucleotit nay.

15. Phuong phap theo diém 7, trong d6 polypeptit ndy c¢6 do tuong déng trinh tw 1a

100% so voi axit amin nay.
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Corchorus_capsularis

Arabidopsis_thaliana
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Fig. 1
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DANH MUC TRINH TU

<110> BANGLADESH JUTE RESEARCH INSTITUTE

<120> POLYNUCLEOTIT MA HOA PROTEIN KHOA KEO HOMEOBOX-LOXIN
HAT22 (PROTEIN HD-ZIP 22) CO NGUON GOC TU HAI LOAI CAY Corchorus
olitorius VA Corchorus capsularis VA PHUONG PHAP SAN XUAT CAY TRONG
CHUYEN GEN BIEU HIEN POLYNUCLEOTIT NAY

<130> JGX-009.25

<140> PCT/US2014/066772
<141>2014-11-21

<150> 61/908,444
<151>2013-11-25

<160> 10

<170> PatentIn phién ban 3.5
<210>1

<211> 1296

<212>ADN

<213> Corchorus olitorius

<400> 1
caccccccta attaacactc cttectetea tttectetct aagaattttt ttttaaaaaa 60

aattacaacc cttttccttg tttcctectt ageatcaaca ttttettget cgetaccaac 120
attttctcag gtttgaagtt tgaaactacc atgggttttg atgatatttg taacactgge 180
cttggtcttg gactaggcetg ccttgtgaag caagaaaagt attcgeagte tgatcatcag 240
cagcaaaaga agaagaaatt gttcttgaaa gatgatcagt ttttcccatce tettacttta 300
ggtccatcag atgacatata ccaattatct cctgctaata aaattcatgg ggaatcaact 360
gatttgcacc aacaacaaca agectettet ataagtggag tatcttcatt tictaactet 420

agtgtcaaga aggagaaaga tatttgtggt gaagaggtag aattggaaag aatgtctica 480
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agggtcagtg atgaagatga tgaaggcage cccaggaaga aacticgget tagcaaagaa 540
caagctgceca ttttagaaga cagettcaaa gaacacagcea ctctcaatee tgtaaatcat 600
cttecettgt cettttaata tgttatttca tgttttatat acaattttat tgcatataat 660

cttaatattt acttgtttct attgttaaca gaaacagaag caggctttag cagaacatct 720
gaatcttagg ccacggcaag tggaagtatg gttccaaaac aggagagceca ggttaatttt 780
cctttcaatt ttgaccctat attcatagcet tggecttata tgagtttatt cecttacttt 840
ggattctett titgaaacaa caggacaaag ctgaaacaga ctgaagtaga ttgtgagtta 900
ctgaagaaat gttgtgagac attaacagaa gagaacaaac ggttgcagaa ggaactgeag 960
gagcttaaat cattgaaatt gacagcatct tattatatge agetgeegge ggecaccete 1020
accatgtgcee cttectgtga gagggttgee ggegeeggtg aaggtectte cagtacaage 1080
ccttttacaa ttggacagaa atctcactte ttcaaccect tcactcacce atctgeagea 1140
tgctaggceaa cttgttgatg aggccatagg aacagtgcta tatttttgtt ctaggcettta 1200
tttalgtatg tcaaaattat atatatgatc agtatggagt aattaaatct taaagtataa 1260
gtaggctaat atctttatat ttcttgtata aattaa 1296

<210>2

<211> 804

<212>ADN

<213> Corchorus olitorius

<400> 2
atgggttttg atgatatttg taacactgge cttggtcttg gactaggcetg cctigtgaag 60

caagaaaagt attcgcagtc tgatcatcag cagcaaaaga agaagaaatt gttcttgaaa 120
gatgatcagt ttttcccatc tettacttta ggtccatcag atgacatata ccaattatet 180
cctgctaata aaattcatgg ggaatcaact gatttgcacce aacaacaaca agecetcttct 240
ataagtggag tatcttcatt ttctaactct agtgtcaaga aggagaaaga tatttgtggt 300
gaagaggtag aattggaaag aatgtcttca agggtcagtg atgaagatga tgaaggeage 360

cccaggaaga aacttcggct tagcaaagaa caagcetgeca ttttagaaga cagcttcaaa 420
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gaacacagca ctctcaatce taaacagaag caggctttag cagaacatct gaatcttagg 480
ccacggcaag tggaagtatg gttccaaaac aggagagceca ggacaaagcet gaaacagact 540
gaagtagatt gtgagttact gaagaaatgt tgtgagacat taacagaaga gaacaaacgg 600
ttgcagaagg aactgcagga gcettaaatca ttgaaattga cagcatctta ttatatgcag 660
ctgceggegg ccaccecteac catgtgecct tectgtgaga gggttgeegg cgeeggtgaa 720
ggtcctteca gtacaagecc ttttacaatt ggacagaaat ctcacttett caacccctte 780
actcacccat ctgcagcatg ctag 804

<210>3

<211> 267

<212> PRT
<213> Corchorus olitorius

<400> 3
Met Gly Phe Asp Asp Ile Cys Asn Thr Gly Leu Gly Leu Gly Leu Gly
1 5 10 15

Cys Leu Val Lys Gln Glu Lys Tyr Ser Gln Ser Asp His Gln Gln Gln
20 25 30

Lys Lys Lys Lys Leu Phe Leu Lys Asp Asp Gln Phe Phe Pro Ser Leu
35 40 45

Thr Leu Gly Pro Ser Asp Asp Ile Tyr Gln Leu Ser Pro Ala Asn Lys
50 55 60

Ile His Gly Glu Ser Thr Asp Leu His Gln Gln Gln Gln Ala Ser Ser
65 70 75 80

Ile Ser Gly Val Ser Ser Phe Ser Asn Ser Ser Val Lys Lys Glu Lys
85 90 95

Asp Ile Cys Gly Glu Glu Val Glu Leu Glu Arg Met Ser Ser Arg Val
100 105 110
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Ser Asp Glu Asp Asp Glu Gly Ser Pro Arg Lys Lys Leu Arg Leu Ser
115 120 125

Lys Glu GIn Ala Ala Ile Leu Glu Asp Ser Phe Lys Glu His Ser Thr
130 135 140

Leu Asn Pro Lys Gln Lys Gln Ala Leu Ala Glu His Leu Asn Leu Arg
145 150 155 160

Pro Arg Gln Val Glu Val Trp Phe Gln Asn Arg Arg Ala Arg Thr Lys
165 170 175

Leu Lys GIn Thr Glu Val Asp Cys Glu Leu Leu Lys Lys Cys Cys Glu
180 185 190

Thr Leu Thr Glu Glu Asn Lys Arg Leu GIn Lys Glu Leu Gln Glu Leu
195 200 205

Lys Ser Leu Lys Leu Thr Ala Ser Tyr Tyr Met Gln Leu Pro Ala Ala
210 215 220

Thr Leu Thr Met Cys Pro Ser Cys Glu Arg Val Ala Gly Ala Gly Glu
225 230 235 240

Gly Pro Ser Ser Thr Ser Pro Phe Thr Ile Gly Gln Lys Ser His Phe
245 250 255

Phe Asn Pro Phe Thr His Pro Ser Ala Ala Cys
260 265

<210> 4

<211> 1317

<212> ADN

<213> Corchorus capsularis

<400> 4
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ctcaaacaag ttcctaatta acactcctte ctetcattte ctctctaaga aaaaaaaaat 60
acaacccatt tcettgttte ctecttagea tcaagattaa ttttettget agetaccaac 120
atttttctag gtttgaagtt tgaaactacc atgggttttg atgatatttg taacactgge 180
cttaatcttg gactcggatg ccttgtgaag caagaaaagt attcgecgte cgatcatcag 240
cagcaaaaga agaagaaatt gttgttgaaa gatgatcagt ttttcccatc tettacttta 300
ggtccatcag atgacatata ccaattatct getgetaata aattagetca tggggaatca 360
attgatttgc accaacaaca acaagectct tctatcagtg gagtatctte attttctaac 420
tctagtgtca agaaggagaa agatatttgt ggtgaagagg tagaattgga gagaatgtct 480
tcaagggtca gtgatgaaga tgatgaagge agecccagga agaaacttcg gettagcaaa 540
gaacaagctg ccattttaga agacagcttc aaagaacaca geactctcaa teetgtaaat 600
catcttctaa ttaattcect tgtctttttc tatatcattt catgttttat attaatttta 660

ttgcacataa tcttaatatt tacttgtttc tcatgttaac agaaacagaa geaggettta 720
gcagaacatc tgaatcttag gccacggceaa gtggaagtat ggttccaaaa caggagagece 780
aggitaattt tcctttcaat tttgaccata tattatatac atagettgge cttgtatgat 840
tttatattat tctcttactt tggattctct ttttgaaaca acaggacaaa getgaaacag 900
actgaagtag attgtgagtt actgaagaaa tgttgtgaga cattaacaga agagaacaaa 960
cggttgcaga aggaactgea ggagettaaa tcattgaaat tgacaacatc ttattatatg 1020
cagctgeegg ctgecaccct caccatgtge cettectgtg agagggttge cggeaceggt 1080
gaaggccctt ccagtacaag cccttttaca attggacaga aatctcactt cticaaccee 1140
ttcactcacc catcagecge atgetaggcea acttgttgat gaggecatag gaacagtget 1200
atttttgtte taggcttttt atttatgtca aatatatata tgatcagtat ggagtaatta 1260
aatcctgaag tattataagt aggctaatat ctttatattt cttgtataaa ttaagat 1317
<210>5

<211> 807
<212> ADN
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<213> Corchorus capsularis

<400> 5
atgggttttg atgatatttg taacactggce cttaatcttg gactcggatg ccttgtgaag 60

caagaaaagt attcgccgte cgatcatcag cagcaaaaga agaagaaatt gttgttgaaa 120
gatgatcagt ttttcccatc tettacttta ggtccatcag atgacatata ccaattatct 180
gctgcetaata aattagctca tggggaatca attgatttge accaacaaca acaagectet 240
tctatcagtg gagtatctte attttctaac tctagtgtca agaaggagaa agatatttgt 300
ggtgaagagg tagaattgga gagaatgtct tcaagggtca gtgatgaaga tgatgaagge 360
agccccagga agaaacttcg gettagcaaa gaacaagetg ccattttaga agacagette 420
aaagaacaca gcactctcaa tcctaaacag aagcaggctt tagcagaaca tetgaatett 480
aggccacgge aagtggaagt atggttccaa aacaggagag ccaggacaaa getgaaacag 540
actgaagtag attgtgagtt actgaagaaa tgttgtgaga cattaacaga agagaacaaa 600
cggttgcaga aggaactgea ggagcttaaa tcattgaaat tgacaacatc ttattatatg 660
cagctgeegg ctgecaccect caccatgtge cettectgtg agagggttge cggeaceggt 720
gaaggccclt ccagtacaag cccttttaca attggacaga aatctcactt cttcaaccee 780
ttcactcacc catcagcecge atgetag 807

<210> 6

<211> 268

<212>PRT
<213> Corchorus capsularis

<400> 6
Met Gly Phe Asp Asp Ile Cys Asn Thr Gly Leu Asn Leu Gly Leu Gly
1 5 10 15

Cys Leu Val Lys GIn Glu Lys Tyr Ser Pro Ser Asp His Gln Gln GIn
20 25 30

Lys Lys Lys Lys Leu Leu Leu Lys Asp Asp Gln Phe Phe Pro Ser Leu
35 40 45
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Thr Leu Gly Pro Ser Asp Asp Ile Tyr Gln Leu Ser Ala Ala Asn Lys
50 55 60

Leu Ala His Gly Glu Ser Ile Asp Leu His Gln Gln Gln GIn Ala Ser
65 70 75 80

Ser Ile Ser Gly Val Ser Ser Phe Ser Asn Ser Ser Val Lys Lys Glu
85 90 95

Lys Asp Ile Cys Gly Glu Glu Val Glu Leu Glu Arg Met Ser Ser Arg
100 105 110

Val Ser Asp Glu Asp Asp Glu Gly Ser Pro Arg Lys Lys Leu Arg Leu
115 120 125

Ser Lys Glu GlIn Ala Ala Ile Leu Glu Asp Ser Phe Lys Glu His Ser
130 135 140

Thr Leu Asn Pro Lys Gln Lys Gln Ala Leu Ala Glu His Leu Asn Leu
145 150 155 160

Arg Pro Arg Gln Val Glu Val Trp Phe Gln Asn Arg Arg Ala Arg Thr
165 170 175

Lys Leu Lys Gln Thr Glu Val Asp Cys Glu Leu Leu Lys Lys Cys Cys
180 185 190

Glu Thr Leu Thr Glu Glu Asn Lys Arg Leu Gln Lys Glu Leu GIn Glu
195 200 205

Leu Lys Ser Leu Lys Leu Thr Thr Ser Tyr Tyr Met GIn Leu Pro Ala
210 215 220

Ala Thr Leu Thr Met Cys Pro Ser Cys Glu Arg Val Ala Gly Thr Gly
225 230 235 240
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Glu Gly Pro Ser Ser Thr Ser Pro Phe Thr Ile Gly Gln Lys Ser His
245 250 255

Phe Phe Asn Pro Phe Thr His Pro Ser Ala Ala Cys
260 265

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> MBJ ta trinh tuy nhan tao: doan moi tong hop

<400> 7
tcttgetege taccaacatt 20

<210> 8

<211>20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> MO t4 trinh ty nhan tao: doan moi tong hgp

<400> 8
gcactgttce tatggectca 20

<210>9

<211>23

<212>ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220> o
<223>M0 ta trinh tu nhén tao:doan moi tong hop

<400>9
acccatttcc ttgtttecte ctt 23

<210> 10
<211>21
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<212>ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223>MB0 ta trinh tu nhéan tao: doan moi tong hop

<400> 10
gcactgttcc tatggectca t

21





