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(57) Sang ché dé cap dén trinh tuy khoi dau cua cay bong, dugc viét tit 1a “p2”, biéu hién

hoat tinh trinh tu khoi dau. Bit ngo la trinh tu khoi dau nay ciing bi anh huong bai ap luc
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Linh vie k§ thuat dwge dé cap

Sang ché d& cép dén sinh hoc phan tir thyc vat va ky thuét di truyén. Cu thé, sang
ché dé cap dén phwong phép phan 1ap va phan tich dic diém cta trinh ty khoi dau cam

ung thu duogc tir cdy bong.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Trinh tu khoi dau chta trinh ty ADN dic hiéu va céc yéu t6 dap tng tao ra vi tri
lién két an toan ban ddu cho ARN polymeraza va protein dugc goi 1 cac yéu td phién
ma tiép nhan ARN polymeraza. Céc yéu t6 phién ma nay c6 céc trinh tu hoat héa hogc
trc ché dic hidu cua nucleotit twong tmg gén v6i trinh ty khéi du dic hiéu va diéu hoa

su bieu hién gen.

Trinh ty khoi ddu duge st dung trong cong nghé sinh hoc ¢ nhiéu loai khac nhau,
phu thudc vao kiéu kidm sodt sw biéu hién gen duge dy dinh. C6 nhiéu trinh ty khoi dau
cua cdy da dugc ghi nhén trong tai liéu. Céc trinh tw khoi dau cua cay nay thuc hién
chtrc nang nhu cong cu hitu hiéu dé biéu hién protein hoic peptit trong cdy hodc té bao
cay chuyén gen hodc theo cach khac dé bat hoat céac gen hodc ho gen. Trinh tu khéi dau
thudng dugc chia thanh cadc nhém c6 tén sau ddy: trinh tur khéi du co dinh, trinh tu khéi
d4u cam tng, trinh tw khéi du diéu khién su phat trién va trinh ty khéi dau dic hiéu

A

mo.

Trinh tu khdi dau co dinh diéu khién sy bi€u hién trong hau hét cdc mo va phan
16n doc 1ap véi cac yeu to moi trudng va phat trién. Do sy biéu hién cua ching thuong
khong dugc diéu hoa bang céc yeu to néi sinh, nén cac trinh tu khéi dau co dinh thuong

c6 thé hoat dong & cac loai khac nhau va tham chi & cac giéi khéc nhau.

Nhiéu trinh tu khéi ddu c6 vai trod trong té bao cay da biét trong tinh trang k¥ thuat
va sin sang dé sir dung trong polynucleotit tai t6 hop dé biéu hién céc gen mong mudn
trong té bao cay chuyén gen.

US5510474 md t& trinh ty khéi ddu ubiquitin cia cdy ngd; US5850018 da mo ta
trinh tu khoi ddu/dAn diu ZMDJI ctia n6 va US 20110167518 dd md ta trinh ty khéi dau
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sark cua cdy ngo.

Trinh ty khoi dau virut c6 thé lay nhiém vao cdy it dugc wu tién dé bién nap céc
loai thuc vat chu, do viéc nhiém cdc virut vao vao cdy co thé gay cAm gen chuyén
(Seemanpillai et al., 2003, Mol Plant Microbe Interact. 16(5): 429-438; Al-KafFef al,
2000, Nat Biotechnol. 18: 995-9).

Trinh tu khéi dAu co dinh thuong duge sit dung hién nay 12 trinh ty khéi dau 35S
hogc trinh tu khoi dau 35S duoc ting cudng (“trinh ty khéi d4u 35S”) ctia virut gy bénh
kham ¢ stup lo (CaMV) cua céc thé phan 1ap CM 1841 (Gardner et al., 1981, Nucleics
acid Research 9, 2871-2887) CabbB-S (Franck et al, 1980, Cell 21, 285-294) va CabbB-
JI (Hull va Howell, 1978, Virology 86, 482-493); trinh ty khoi dau 35S da dugc Odell
et al (1985, Nature 313, 810-812) mo ta.

WO 2007069894 dd md ta hoat tinh cia trinh ty khéi ddu CaMV35S trong cdy
chuyén gen nhay voi ap luc phi sinh hoc, dic biét 1a dp luc nhiét xuét hién khi cay

chuyén gen dugc trdng trén cénh ddng ¢ Tay Ban Nha.

Do d6 van c6 nhu cau phat trién cic trinh ty khéi du co dinh khac nhau ctia cy
dé str dung trong phwong phép sip xép gen, do viéc stt dung mdt vai trinh tw khoi dau

gibng nhau c6 thé din dén bét hoat gen (Yang et al, 2005, Plant Mol Biol. 58: 351-366).

Viéc phan 14p va dic trung hda chirc nang cua trinh tu khoi d4u lién quan dén viéc
ubiquitin hda cua bong va 5S’UTR diéu khién murc biéu hién ting trong mo ré va hoa da
dugc mod ta. uceAl.7 1a trinh tu didu hoa co dinh manh bao gdém trinh ty khéi dau
(uceApro2) va S'UTR ctia no hitu dung ddi vé6i sy bién nap di truyén ctia cay hai 14 mam,
rét ¢4 tiém ning trong viéc didu khién mtc biéu hién cao cia gen chuyén & cdy trdng,
cu thé 13 dbi véi céac tinh trang mong mubn & md hoa va mé ré (Viana et al, 2011, BMC
Biotechnology, 11: 115). Trinh tu khoi dau tir bong diic hiéu v6i cac mdé mau xanh 14
cdy, su hinh thanh chdi hoa (véi hoat tinh thap hon trong cic md sinh dudng), hat va soi

dugce boc 16 trong tinh trang k¥ thuat.

V6i mong muodn tir quan diém quén ly 1a st dung trinh tu khoi dau ¢6 nguén goc
tir thuc vat dé tao ra ciy chuyén gen. Vi thé, cac trinh tu khéi dau co dinh méi ¢6 ngudn
goc thue vat duge yéu cau, diéu hoa sy bi€u hién gen chuyén tich cuc d¢ dap ing véi ap

luc bat loi cia mdi trudng. Trinh tw khai ddu nay sé truc tiép hd tro cho linh vuc cong
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nghé sinh hoc thuc vét dé phat trién ndng suét cdy trong dé dam bao an ninh lwong thuc
toan cAu.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Theo mot khia canh ctia sdng ché, sang ché dé xuét trinh tu khoi dau c6 kha ning
diéu khién hoic didu hoa su biéu hién cua gen quan tim duge lién két c6 didu khién theo
cach co dinh hodc cam ung véi 4p luc, bao gbdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID
NO: 1 hodc trinh tu bd sung cta né; hodc (b) manh ADN cé do tuong df“)ng trinh tu it
nhét 12 90% so v6i doan lién k& bit ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1;
hodc (¢) manh ADN c6 kha néng lai hoa trong didu kién nghiém ngat véi doan lién ké

bét ky cia trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot khia canh cia sang ché, sang ché dé xuét chu trac ADN bao gdm trinh
tu khéi dau c6 kha nang diéu khién hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tAm duoc
lién két c6 didu khién theo cach co dinh hodc cam tmg véi 4p luc, bao gdm: (a) manh
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cua né; hodc (b) manh ADN
c6 dd twong ddng trinh ty it nhét 12 90% so véi doan lién k& bit ky cta trinh ty ADN
nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (c) manh ADN c6 kha néng lai hoa trong didu kién
nghiém ngat vdi doan 1ién k& bt ky cta trinh twr ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 diéu khién véi trinh tu axit nucleic khéc loai.

Theo mot khia canh cua sang ché, sang ché xuét vecto ADN chura ciu tric ADN,
chu tric ADN nay bao goém trinh tu khéi dAu c6 kha nang diéu khién hodc didu hoa su
biéu hién ctia gen quan tim dugc lién két c6 didu khién theo cach co dinh hodc cdm (g
v6i ap luc, bao gdbm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung
ctia nd; hodc (b) manh ADN c¢6 do tuong ddng trinh ty it nhét 1a 90% so v6i doan lién
ké bat ky cua trinh tr ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN c6 kha
nang lai hoéa trong didu kién nghiém ngit véi doan 1ién k& bat ky cta trinh ty ADN nhu
néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 ménh ADN nay dugc lién két c6 diéu khién v6i trinh
tu axit nucleic khac loai.

Theo mdt khia canh ctia sang ché, sang ché d& xuat té bao chu tai t5 hop bao gébm
cAu tric ADN bao gdm trinh tu khoi dAu c6 kha nang diéu khién hodc diéu hoa su biéu
hién ctia gen quan tdm duoc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh hoic cam tmg véi

ap luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu b sung cia
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né; hodc (b) manh ADN c6 d9 twong ddng trinh ty it nhét 1a 90% so v&i doan lién ké bat
ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) mdnh ADN c¢6 kha nang lai
hoa trong diéu kién nghiém ngit véi doan 1ién ké bét ky cua trinh tr ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tw axit

nucleic khac loai, trong d6 t€ bao chu nay c¢6 nguodn goc tir vi khuin, ndm hodc thyce vat.

Theo mot khia canh ciia sang ché, sang ché dé xuét té bao chi tai td hop chira vecto
ADN chira cAu triic ADN, cu trac ADN nay bao gom trinh tu khéi diu c6 kha ning
didu khién hoic didu hoa sy biéu hién cua gen quan tAm duge lién két c6 diéu khién theo
cach co dinh hodc cam Gng véi ép luc, bao gbm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID
NO: 1 hodc trinh tu bd sung cta nd; hodc (b) manh ADN c6 do tuong d@)ng trinh tu it
nhét 12 90% so vé6i doan lién k& bit ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1;
hodc (¢) manh ADN c6 kha nédng lai hoa trong didu kién nghiém ngit véi doan lién ké
bét ky cua trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh ADN nay duoc
lien két c6 didu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai, trong d6 té bao chu nay c6

nguon goc vi khuan hodc nam.

Theo mot khia canh cuia sing ché, sang ché d& xuit cay chuyén gen hoic bo phan
cta né, bao gdm hat, chira trong bd gen cuia nd chu tric ADN bao gdm trinh tur khéi déu
¢6 kha ning diéu khién hodc didu hoa su biéu hién cta gen quan tAm dugc lién két co
diéu khién theo cach co dinh hodc cam tGng véi 4p luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu
néu trong SEQ ID NO: 1 hogc trinh ty bd sung ctia né; hodc (b) manh ADN c6 d twong
ddng trinh ty it nhat 1a 90% so véi doan 1ién k& bit ky cua trinh tu ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1; hoic (c) manh ADN c¢6 khé nédng lai héa trong diéu kién nghiém ngit
v6i doan 1ién ké bt ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh

ADN nay duogc lién két c6 diéu khién vdi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mdt khia canh ciia séng ché, sang ché d& xuét cdy chuyén gen hodc bo phan
clia n6, bao gdm hat, c6 kha ning biéu hién gen quan tdm dugc diéu khién khac loai
bang trinh tw khéi déau c6 kha ning diéu khién hodc diéu hoa sy biéu hién cia gen quan
tam duoc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh hodc cam mg véi ap luc, bao gbm:
(a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cta no; hoic (b)
manh ADN c6 d6 tuong ddng trinh tu it nhit 1a 90% so véi doan lién ké bat ky clia trinh
tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN c6 kha ning lai héa trong
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didu kién nghiém ngit v6i doan lién k& bat ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID
NO: 1.

Theo mdt khia canh cta sang ché, sang ché dé xuét phuong phap tao ra ciy chuyén
gen chira trong bd gen cua nod chu trac ADN bao gdm trinh tu khéi d4u c6 kha nang didu
khién hoic didu hoa su biéu hién cia gen quan tam dugc lién két c6 diéu khién theo cach
co dinh hodc cam tng véi ap luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO:
1 hogc trinh tw bd sung ctia né; hodc (b) manh ADN c¢6 d) twong ddng trinh tur it nhét 1a
90% so vé6i doan lién ké bit ky cta trinh tuy ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc
(¢) manh ADN c6 kha néng lai hoa trong didu kién nghiém ngit v6i doan 1ién k& bat ky
cta trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh ADN nay duoc lién két
c6 didu khién véi trinh tu axit nucleic khéc loai; hodc ¢6 kha ning biéu hién gen quan
tam duoc didu khién khéc loai bing trinh tw khéi dau ¢6 kha nang diéu khién hogc diéu
hoa su biéu hién cua gen quan tim duoc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh hodc
cam ng voéi ap luc, bao gbém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hoc trinh
tu bd sung ctia n6; hodc (b) manh ADN c6 do twong dong trinh t it nhét 13 90% so véi
doan lién ké b4t ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN
c6 kha nang lai héa trong diéu kién nghiém ngit véi doan lién k& bit ky cuia trinh tu
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. phuong phap nay bao gbém: (a) thu duoc (céc) té
bao cdy; (b) thu duogc chu trac ADN bao gbm trinh tu khéi dAu c6 kha ning diéu khién
hodc diéu hoa sy biéu hién cta gen quan tAm dugc lién két c6 diéu khién theo cach co
dinh hodc cam Ung v6i 4p luc, bao gbm: (i) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1
hoc trinh tu bd sung cia né; hoic (ii) manh ADN c6 do tuong ddng trinh tur it nhét 13
90% so v6i doan lién ké bét ky cta trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc
(iii) manh ADN c6 khé ning lai héa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan lién ké bat
ky cuta trinh tu ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong 6 manh ADN nay duoc lién
két ¢ didu khién v6i trinh tur axit nucleic khac loai; hodc té bao chu tai té hop chua
vecto ADN chira cAu tric ADN, cdu trac ADN nay bao gbm trinh tu khéi d4u c6 kha
ning diéu khién hogc diéu hoa sw biéu hién ctia gen quan tam duoc lién két c6 diéu khién
theo cach co dinh hodc cam ung véi 4p luc, bao gbdm: (a) manh ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 hogc trinh ty bd sung cia nd; hodc (b) manh ADN c6 d tuong dong
trinh tu it nhét 13 90% so véi doan 1ién k& bét ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ
ID NO: 1; ho#c (¢) manh ADN c6 kha nang lai hoa trong diéu kién nghiém ngit véi
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doan lién k& bit ky ciia trinh tr ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh ADN
nay duogc lién Kkét co didu khién vé6i trinh tu axit nucleic khac loai, trong d6 té bao chu
ndy c6 ngudn gde vi khudn hodc ndm; (c) bién nap (cac) té bao ciy niy véi cAu trac
ADN nay, hoic té bao chu tai td hop nay d8 thu duge (cac) té bao cdy bién nap; va (d)

lwa chon (céc) t€ bao cay bién nap biéu hién gen quan tdm nay.

Theo mot khia canh ciia sang ché, sang ché dé xuét phuwong phap biéu hién khac
loai gen quan tam dugc didu khién béi trinh ty khoi ddu c6 kha ning diéu khién hoic
didu hoa su biéu hién cia gen quan tim duoc lién két c6 diu khién theo cach cd dinh
hodc cam tng véi ap luc, bao gbém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc
trinh tw bd sung cta né; hodc (b) manh ADN c6 do twong ddng trinh tur it nhét 14 90%
so v6i doan lién k& bét ky cta trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (c)
méanh ADN c¢6 kha néng lai hdéa trong didu kién nghiém ngit v6i doan lién ké bat ky cta
trinh tv ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. phuong phéap nay bao gbém: (a) thu duoc
(céc) té bao cdy; (b) thu dugc cau tric ADN bao gdm trinh ty khoi ddu c6 kha ning didu
khién hodc diéu hoa su biéu hién ctia gen quan tim dugc lién két c6 didu khién theo cach
co dinh hodc cam Ung vdi ap luc, bao gbm: (i) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO:
1 hodc trinh tw bd sung ctia né; hodc (i) manh ADN c6 do tuong ddng trinh tu it nhét 1a
90% so v6i doan lidn k& bat ky cua trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc
(iii) manh ADN c6 kha nang lai héa trong didu kién nghiém ngit véi doan lién ké bt
ky cua trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 méanh ADN nay dugc lién
két co didu khién v6i trinh tu axit nucleic khac loai; hodc té bao chu tai td hop chua
vecto ADN chira cAu trac ADN, cdu tric ADN nay bao gom trinh ty khoi dau c6 kha
ning diéu khién hoic didu hoa sy biéu hién ctia gen quan tdm duogc lién két c6 didu khién
theo cach co dinh hodc cam ung véi &p luc, bao gbm: (a) manh ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung ctia né; hodc (b) manh ADN c¢6 do twong dong
trinh tu it nhit 12 90% so v&i doan 1ién k& bt ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ
ID NO: 1; hodc (¢c) manh ADN c6 kha ning lai hoa trong didu kién nghiém ngit v&i
doan lién k& bat ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh ADN
nay duogc lién két c¢6 diéu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai, trong d6 té bao chu
ndy c6 ngudn gbc vi khuAn hogc nim; (b) bién nap (céc) té bao ciy véi cau tric ADN
nay, hoic té bao chu tai td hop nay dé thu dugc (céc) té bao cay bién nap; va (c) chon

lua (céc) t€ bao cdy bién nap biéu hién khéc loai gen quan tdm nay.
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M®b ta vin tit cAc hinh v&

Céac hinh v& sau day 1a mot phén cua ban mo ta va duogc bao gf‘)m dé minh hoa thém
céc khia canh cta sang ché. Sang ché c6 thé duge hiéu rd hon bang céch tham khio céc
hinh v& két hop véi ph?m mo ta chi tiét cac hinh v& cu thé duge trinh bay trong ban mo
ta nay.

Fig. 1 12 ban bd vecto biéu hién cua pMDC p2, theo mdt phuong 4n clia séng ché.

Fig. 2 12 anh thé hién sy biéu hién GUS dugc diéu khién béi trinh ty khéi dau p2
& Iua gao va bdong, theo mot phuong an cua sang ché.

Fig. 3 1a anh thé hién biéu hién GUS dugc didu khién béi trinh tw khéi dau p2 &
cdy Arabidopsis, theo mot phuong an cua sang ché.

Fig. 4 1a dd thi dinh lugng GUS & lua gao duge didu khién béi trinh tr khéi dau
p2 hodc 35S, theo m¢t phuong 4n cta sang ché.

Fig. 5A-B 14 ban dd vecto ciia pMDC p2Al, va chu trac p2A2 twong g, theo mot
phuong 4n cua sang ché.

Fig. 6A-B 1a anh thé hién kiéu biéu hién GUS héa md & cdy Arabidopsis dugc diéu
khién bai pMDCp2Al, va pMDCp2A2, theo mdt phuong an ctia sang ché.

Fig. 7 12 anh thé hién kiéu biéu hién GUS héa md & bong s kién p2 (CT/pMDCp2-
Exp.2-1B-1, theo m¢t phuong &n cia sang ché.

Fig. 8 14 4anh thé hiénkiéu biéu hién GUS héa md & cdy T3 Arabidopsis p2
pMDCp2-1-4-1-4, theo mot phuong 4n cia sang ché.

Fig. 9 1a dd thi thé hién hoat tinh ciia trinh ty khéi dau p2 & Arabidopsis dudi 4p
luc mudi tai cac thoi diém khéac nhau, theo mdt phuong 4n cia sng ché.

Fig. 10 la anh kiéu bidu hién GUS héa md duge diéu khién béi p2 & cay
Arabidopsis duéi ap lwc mudi tai céc thoi diém khéc nhau, theo mdt phuong 4n cuia sang

e
A

ché.

Fig. 11 1a d thi thé hién sy 4nh huéng ciia hoat tinh trinh tuy khéi dau p2 & ltia gao
dudi ap lue mudi tai cc thoi diém khéc nhau, theo mot phwong 4n cta sang ché.
Fig. 12 1a 4nh thé hién kiu bidu hién GUS hoa md dugc diéu khién bsi p2 & lta

gao dudi 4p luc mudi tai cac thoi diém khac nhau, theo mot phuong én cua sang che.
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Fig. 13 1a @b thi thé hién sy 4nh hudng cia hoat tinh trinh tw khéi dau p2 &
Arabidopsis dudi ap lyc nudce tai cac thoi diém khéc nhau, theo mdt phuong an ctia sing

r
A

ché.

Fig. 14 1a d thi dinh lvong GUS tir cdc mAu bién nap p2A1 va p2A2 laa gao (1),

theo mét phuwong én cia sang che.

Fig. 15 1a dd thi dinh lugng GUS tir cdc mAu bién nap p2A1 va p2A2 Ida gao (1),

theo mot phuong &n cua sang ché.

Fig. 16 @b thi thé hién kidu biéu hién GUS héa mé & cdy lia gao duge diéu khién
béi pMDCp2, pMDCp2Al, va pMDCp2A2, theo mot phuwong an cua sang ché.
MG ta chi tiét sang ché

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& biét duogc ring sang ché duoc
mo ta trong ban mé ta ndy dugc dy dinh bao gdm cac bién ddi va cai bién khac véi céc
phuong an dugc md ta cu thé. Nén hiéu ring sang ché dugc md ta trong ban md ta nay
bao gdm tat ca cac bién ddi va cai bién nay. Sang ché ciing bao gOm tht ca cac budc, dau
hiéu, ché pham va hop chét dé chi hodc dugc néu trong ban mo ta nay, riéng r& hodc két

hop, va su két hop bét ky va toan bd clia bét ky hodc nhiéu budc hoic dAu hiéu nay.
Dinh nghia

bpé thuén tién, trudc khi md ta chi tiét sang ché, cac thuat nglt dugce sir dung trong
ban mo ta, vi du va yéu cdu bao ho dugc bao gbm trong phan nay. C4c dinh nghia nay
nén dugc doc dong thdi tham khao phén con lai sang ché va duoc hiéu nhu cach hidu
ctia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vie nay. Céc thuat ngit duge st dung trong
ban mo ta nay c6 nghia nhu dugc biét va duoc hiéu v6i nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, tuy nhién, dé thuén tién va déy dad, cac thuat ngit cy thé va nghia cla
ching dugc néu dudi day.

Mao tir “mot” dugce sir dung chi mot hodc nhiéu hon mot (toc 1a it nhéit mot) dbi
tugng nglt phap ciia mao tur.

\
Ayq2°

Thuét ngit “nhi€u” c6 nghia Ia nhiéu hon mot.

Céc thudt ngit “it nhat hai”, “nhiéu hon mot” va “nhiéu” dugc st dung thay doi

cho nhau.
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Céc thuat ngit “bao gdm” va “0dm” duoc str dung trong theo nghia rong, md, co
nghia la cac thanh phﬁn bd sung ¢ thé duoc bao gdm. N6 khong dugce du dinh dé hiéu

1a “chi bao gdm.

Trong ban md ta nay, trir khi ngit canh yéu cAu khéc tir “bao gdm”, va céac bién thé
nhu “chtra” va “gdm c6”, s& dugc hidu dé ngu ¥ bao gdm yéu t6 hoic buéc hoic nhém
cua yéu t6 hodc budc duge néu nhung khong loai trir yéu t6 hoic budc hoic nhém cua
cac yéu td hoic budc khéac bét ky. Thuat ngit “bao gébm” duge ding c6 nghia 1a “bao
gém nhung khong bi gidi han ¢”. “Bao gdm” va “bao gbm nhung khong bi gi6i han ¢”

duoc st dung thay doi cho nhau.

Thuét ngit “trinh tu nucleotit” ¢6 nghia la trinh tu trong d6 nucleotit dugc nim

trong mdt chudi twong doi véi nhau.

Thuét ngir “gen/ADN khéc loai” chi trinh tw ADN c6 ngudn gdc la duge chén vao

bd gen cua thuc vat.

Thudt ngit “polynucleotit” hodc “phén tir polynucleotit” hodc “trinh tu
polynucleotit” dugc st dung trong ban mo ta nay chi ADN hodac ARN mach don hodc
mach kép cua bd gen hodc co ngudn goc tdbng hop, tic 1a polyme cla cac bazo
deoxyribonucleotit hodc ribonucleotit, trong g, dugc doc tur dau 5' (ngugc chiéu) dén
dAu 3' (xudi chiéu).

Thuét ngit “trinh ty nucleotit” theo sang ché chi trinh tu ctia phan ti polynucleotit.

Thuét nglt “trinh tw khéi dAu” theo sang ché chi phan tir polynucleotit & trang thai
nguyén thé hoic khong nguyén thé ctia n6 duge bd tri ngwoc chiéu vé phia déau 5' véi
codon khéi dau dich mi cia khung doc mé (hodc ving ma héa protein) va dugc tham
gia vao sy nhén dién va lién két cia ARN polymeraza II va céc protein khéc (cac yéu tb

phién ma tac dong kiéu trans) dé khoi dau phién ma

“Trinh ty khoi ddu cta cdy” 1a trinh tu khoi d4u nguyén thé hozc khong nguyén
thé ¢6 vai trod trong té bao ciy. Trinh tu khai d4u co dinh ciia cdy c6 vai trd trong hau
hét hodc tit ca cic mo ciia cdy trong sudt qua trinh phat trién cua cdy. Trinh tw khoi dau
cua cay bét ky co thé duoc str dung 1a yéu t6 didu hoa 5° dé didu bién sy biéu hién cia
mot gen cu thé hodc gen dugc lién quan c6 diéu khién. Khi duoc lién két c6 didu khién

vGi phan tir polynucleotit, trinh ty khoi dAu thuong khién cho phan tir polynucleotit dugc

-10-



33246

phién mi theo c4ch twong ty vi sy phién ma clia polynucleotit ma trinh tu khai dau
thuong duoc lién quan.

59

Céc thuat ngit “ma héa” va “tao ma” chi qua trinh ma polynucleotit, thdng qua co
ché phién mi va dich m3, cung cap thong tin tir té bao tir d6 chudi axit amin co thé duge
14p rap thanh polypeptit cu thé. Do su thoai hoa ctia ma di truyén, sy thay dbi bazo nhat

dinh trong trinh ty ADN khong lam thay dbi trinh ty axit amin cua protein.

Thuat ngit “biéu hién” lién quan dén trinh tu gen chi phién ma ctia gen va, khi thich
hop, dich mi cua san pham phién md mARN thu dugc thanh protein. Vi thé, nhu s&
duoc rd rang theo ngit canh, biéu hién ctia protein thu duge tir sy phién ma va dich ma

trinh tu khung doc mé.

Cum tir “su bidu hién duoc bién dbi” khi n6i dén polynucleotit cho biét kiéu biéu
hién trong, vi dy, cdy hodc mo céy chuyén gen, khac véi kidu biéu hién & cay kiéu dai
thudc cing loai. Vi thé, polynucleotit quan tdm duoc bidu hién trong loai t& bao hodc
loai m6 khac véi loai té bao hozc loai mo trong do trinh ty dugc biéu hién trong cdy kiéu
dai, hoiic bing cach biéu hién tai thoi diém khéc véi thoi diém trinh tw dugc biéu hién
trong cdy kiéu dai, hodc bang su dép tmg véi cac chét cam tng khac nhau, nhu hormon
hodc céc tin hiéu mdi trudong, hodc & muc biéu hién khac nhau, so véi su biéu hién duoc
phat hién trong cay kiéu dai. Céc biéu hién thu duge c6 thé tam thoi hodc 6n dinh, co
dinh hodc cam ung. Khi n6i dén polypeptit, “su bidu hién duoc bién ddi” co thé ciing
lién quan dén muc do hoat tinh thay d6i do murc protein thay dbi hoic do su tuong tac
cta polypeptit v6i chét diéu bién ngoai sinh hozc ndi sinh, hodc tir sy twong tac véi cac

yéu t6 hodc do két qua ctia su bién d6i hoa hoc ctia polypeptit.

Céc thuat ngit “axit nucleic ngoai sinh” va “axit nuleic khic loai” dugc sir dung
thay ddi cho nhau va chi axit nucleic, ADN hodc ARN, dugc dua vao trong té bao (hoic
dang nguyén thuy cua té bao) bang su nd luc clia con ngudi. Céc axit nucleic ngoai sinh
ndy c6 thé 1a ban sao ctia mot trinh ty dugc tim thdy trong tw nhién trong té bao ma nod

dugc dua vao, hodc manh cia chung.

Thuat ngit “axit nucleic ndi sinh” chi phén tir axit nucleic, gen, polynucleotit,
ADN, ARN, mARN, hoic cADN ¢ mit trong cy hogc sinh vt dugc thiét ké di truyén.
Trinh tu ndi sinh 1a “nguyén thé” véi, tire 14 ctia chinh cdy hodc sinh vat dugc thiét ké

di truyén.
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Cum tir “trinh tu tvong ddng” chi trinh ty polynucleotit hodc polypeptit twong tu
v6i tb tién chung va sy bao toan trinh ty. Trinh tu twong ddng c6 thé 1a “thé twong ddng
khac loai” néu chiing duoc tach béi sy kién hinh thanh loai, hodc “thé twong ddng cuing
10ai” néu néu chiung dugc tach boi sy kién 1dp lai gen. Cum tir “thé tuong déng chirc
ning” chi trinh tu polynucleotit hodc polypeptit twong tu voi td tién chung va su bao
toan trinh tu va c6 chirc nang giéng hét hoac tuong tuy & mirc do xuc tac, té bao, hoic

sinh vat.

Thuét ngit “cdu trac ADN téi td hop” c6 nghia 1a phan tir dugc tao cAu tric bén
ngoai té bao sdng béng céch lién két ADN tu nhién hodc tbng hop v&i phan tr ADN ¢6

thé sao chép trong té bao sdng.

“Vecto” c6 nghia bét ky 14 axit nucleic ¢6 thé dugc sinh san va/hoic dugc chuyén
gifta sinh vit, té bao hoic thanh phén té bao. Vecto bao gém virut, thuc khuén thé, tién
virut, plasmit, phagemid, transposon va nhiém sic thé nhan tao nhu YACs (nhiém sic
thé nhan tao nAm men), BACs (nhiém sic thé nhan tao vi khuan), va PLACs (nhiém sdc
thé nhan tao cdy), va dang tuong tu, 1a “episom”, ma ty dong tai ban hodc ¢co thé tich
hop vao trong nhiém shc thé ctia t& bao chu. Vecto ciing c6 thé 13 polynucleotit ARN
tran, polynucleotit bao g6m ca ADN va ARN trong cing mdt soi, ADN hodc ARN dugc
lién hop poly-lysin, ADN hodc ARN duoc lién hop peptit, ADN dugc lién hop liposom,
hodc dang tuong tu, v& ban chét khong phai la episom, hodc no6 ¢6 thé 1a sinh vat chtra

mot hogic nhidu céu tric polynucleotit néu trén nhu Agrobacterium hodc vi khudn.

Thuét ngit “vecto tai t6 hop” c6 nghia 1a vecto mang manh ADN la.

“Su bién nap” chi qué trinh nho d6 phan tir ADN tai td hop duoc dua vao trong té
bao chu. Sy bién nap (hoic tai nap, hodc chuyén nhiém), c6 thé dat dugc bang cach bét
ky trong s6 nhilu cach bao gdm dién di, vi tiém, bén gen (hodc phan phdi bing sung ban
hat), hodic bién nap qua trung gian Agrobacterium

Thuét ngit “té bao chu tai t6 hop” c6 nghia 1a té bao chii mang vecto tai to hop

Thuét ngit “cdy chuyén gen” c6 nghia la dugc thiét ké di truyén véi viéc dua vao

theo cach nhan tao mot gen hodc b trinh ty gen vao trong bd gen cua cay

Thuat ngit “p2” chi manh nucleotit ¢6 trinh tw nhur néu trong SEQ ID NO: 1 thé
hién hoat tinh nhu trinh ty khoi dau.
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Thuét ngit “p2A1” chi méanh nucleotit ¢6 trinh tu nhur néu trong SEQ ID NO: 9 thé

hién hoat tinh nhu trinh ty khéi dau.

Thuat ngit “p2A2” chi manh nucleotit ¢6 trinh ty nhur néu trong SEQ ID NO: 10
thé hién hoat tinh nhu trinh tw khoi du.

M0 ta trinh tu:

SEQ ID NO: 1 1a trinh ty nucleotit dai 1956bp cua trinh ty khoi dau co dinh cta
cay (“p2”) tr bong.
TGACCAACTTTCCCCTAAGGTACGAGACTTTCTAAAGTCTCTCATTTCCAGACCCTCT
AAAGCCAATTTTGACCTATTGCTTTGACTCTTCATTTTTCTTGAAATACTAATGTCTG
ATACACTCATGTCTAATATAGGTATAGGGATATAACCTTCCCAGAATCCTCCAAATAT
ATAGGAAAATATAGAAAAAAATTTGAACATCCCCTTGTCAGATACTATGCTCCTTGGA
CCTGGGTGTAGTGTAGTGTAAGGTATGGGTATAGTTAGATATTTCTTTTAAGTTTTTT
CATGTATTTGGAGAATCTTTTGATGTCAGATATCCATATCCATGTCTCAGACACAAGT
GGTGAACATGGTATTTCAACAAAAATGAAGTGTCGCAACAACATTGGTCGGATATATA
TTGGTATCTGACACTCATGGATGAGTTAGAGTTGACATGTTTTAAAGATTATGGGTTT
CACATTACAGACGGAGCTTTGCTCTCTTTTCTTGGTTGATGCTAAATTGGTATTGTGG
TTATTGCGCTAAAGTTAAGATGGTCGGTTTGAATGATGTACAGGCATGTGATATTAAA
GACCCAAAGCAAAACATAGAGTGGACAGTGCCAGAAGGAGGAGGTGGCCCAGGCTATT
CAGTCATGTAGAATATATAAGCTAATCCCCTTTCTTATCATTGCTCGTTGCAAATATA
GTTCTACTTTTGTACTTTACAACAAATACATTATCTTTGAAATAATTGGTAAGTCCCA
TCTTAATTGCTACAAAAATTTAACTTTTTACTATACCAAATGAAAAGAAAGCTTTAAG
GAGTTCATGAAAGTTCATAATCTTGAGTCTTACCCCTGGATTTGCCTTCAATCTCAAG
TAATCAAGGTTTTCCATTTARAATAACTGATTGTTAACGAGTCAATATGACATAGAAG
TCTAGCTAGTTTCTCAAGGCAATCCAGAATGGTAAGCAGCTGTTAGAAATGTTTCGAA
TCAAGCGGTGGCCTCCAACAGGACTAAGGTTARAGGTTTATACCAGAAAACCTCAAAA
TCCAACATCCTCCCTCTTATCTGCGGATTGTGGATAAAGATGGGTCACCTGCTCTALCG
CTATTTTATTGATGAATATACTTTGTTTTCTTCTGCTTTTATGTTAATCATAGTTGTT
TACTTTGTTAGTGAATAAACTGGTTATCATGCAGAGGAACAAAAAAGAAAAGGATAAT
TATATAGCTGAAACCTAATGACGTGTAGTCTGTTAATAGACCACTAATAATTAATATT
TTCAATCTTTGATAACATCAAATAAAAATACCATTTATTCCTTATCTATAAAAAAGGA
CACATTATCATTATCACTTACATGTGAAATTATAATAAACTTTTTTACGTAATATTTT
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AGCAAATCTTACAGCATTTTTGATTGGATTTATTTAAGTATGGTATATATTAATAAAT
ATTTAACCGATAATTATAAAATTTTAAATATTAATTTACTTTAAATTTGACATGTATT
ATCTATATTAATGTACCATAAAATAGGATGCTAAAATATTAATAGTATAAATTATARA
GCGTATTTTACATCAATATAACTAGATATTTACTTAAATAATTATTTGATTAAAATTT
AACAACGTATCCATTATATATGGTCATAATTGTAGAAAGAATAAATAACCATTGCAAT
TGAATATTGCAAAAGATGATTGAAAATGTATGTGGTGTCATAGTGATGAGATACGTTG
ATAATGGGATTGGATTAGGACATCCAARAAGAAAAGCTTCTTTGATTTGCCACAAGTTC
ACATCCCGTGAGACTACAGTTTGGTTGAACAATAATCTCAACACCCGACAGGACCCAA
AGCAAATTCAGGGTTCACGGACTACTCTCCACCAAACTTTTCTCCATTCATTCCTCTA
TAAATAACAATCTCTGGGTAGCTTGCCACATCATAAAAAAAGT

SEQ ID NO: 2 la doan mbi xudi vé6i vi tri Pstl va vi tri CACC d¢é tao ra SEQ ID
NO: 1.

CACCTGCAGTGACCAACTTTCCCCTAAGGTACGAGACTT
SEQ ID NO: 3 1a doan mdi ngugc véi vi tri Sacl dé tao ra SEQ ID NO: 1.
GAGCTCACTTTTTTTATGATGTGGCAAGCTACCCAG

SEQ ID NO: 5 1a trinh ty nucleotit ciia motif CARGNCAT dugc xac dinh trong
trinh ty khoi dau p2.

CCATAAAATAGG

Trinh tu nucleotit ciia motif CARGCW8GAT dugc xac dinh trong trinh tu khoi
dau p2.

ATAAAATAG

SEQ ID NO: 7 14 trinh tu nucleotit ciia motif CTACADIANLELHC dugc xac dinh
trong trinh ty khéi diu p2.

CAAGGCAATC

SEQ ID NO: 8 12 trinh tu nucleotit ciia motif PRECONSCRHSP70A dugc xac
dinh trong trinh tu khéi dau p2.

CCGATAATTATAAAATTTTAAATA

SEQ ID NO: 9 1a méanh khuyét p2A1 ctia trinh ty khoi dau p2.
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TCCCGTGAGACTACAGTTTGGTTGAACAATAATCTCAACACCCGACAGGACCCAAAGC
AAATTCAGGGTTCACGGACTACTCTCCACCAAACTTTTCTCCATTCATTCCTCTATAA
ATAACAATCTCTGGGTAGCTTGCCACATCATAAAAARAGT

SEQ ID NO: 10 1a méanh khuyét p2A2 cta trinh tw khéi dau p2.

TGGTTATCATGCAGAGGAACAAAAAAGAAAAGGATAATTATATAGCTGAAACCTAATG
ACGTGTAGTCTGTTAATAGACCACTAATAATTAATATTTTCAATCTTTGATAACATCA
AATAAAAATACCATTTATTCCTTATCTATAAAAAAGGACACATTATCATTATCACTTA
CATGTGAAATTATAATAAACTTTTTTACGTAATATTTTAGCAAATCTTACAGCATTTT
TGATTGGATTTATTTAAGTATGGTATATATTAATAAATATTTAACCGATAATTATAAA
ATTTTAAATATTAATTTACTTTAAATTTGACATGTATTATCTATATTAATGTACCATA
AAATAGGATGCTAAAATATTAATAGTATAAATTATAAAGCGTATTTTACATCAATATA
ACTAGATATTTACTTAAATAATTATTTGATTAAAATTTAACAACGTATCCATTATATA
TGGTCATAATTGTAGAAAGAATAAATAACCATTGCAATTGAATATTGCAAAAGATGAT
TGAAAATGTATGTGGTGTCATAGTGATGAGATACGTTGATAATGGGATTGGATTAGGA
CATCCAAAAGAAAAGCTTCTTTGATTTGCCACAAGTTCACATCCCGTGAGACTACAGT
TTGGTTGAACAATAATCTCAACACCCGACAGGACCCAAAGCAAATTCAGGGTTCACGG
ACTACTCTCCACCAAACTTTTCTCCATTCATTCCTCTATAAATAACAATCTCTGGGTA
GCTTGCCACATCATAAAAAAAGT

SEQ ID NO: 11 la trinh ty doan mdi xudi dé khuéch dai SEQ ID NO: 9.
TCCCGTGAGACTACAGTTTGG

SEQ ID NO: 12 1 trinh tw doan mdi ngugc dé khuéch dai SEQ ID NO: 9 hodc
SEQ ID NO: 10.

GGTAGCTTGCCACATCATAAAAAAAGT

SEQ ID NO: 13 la trinh ty doan mdi xudi dé khuéch dai SEQ ID NO: 10.
TGGTTATCATGCAGAGGAA

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tw khoi dau c6 kha
nang diéu khién hogc didu hoa sy biéu hién clia gen quan tAm dugce lién két c6 diéu khién
theo cach co dinh hodc cam g véi 4p luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 hoic trinh ty bd sung ciia no; hogc (b) manh ADN c6 do twong dong
trinh tu it nhét 1a 90% so v&i doan lién k& bét ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ
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ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN c6 kha nang lai hoa trong diéu kién nghiém ngit véi
doan lién k& bat ky cua trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén trinh ty khéi dau c6 kha
nang didu khién hogic diéu hoa sy biéu hién ctia gen quan tAm dugc lién két c6 didu khién
theo cach co dinh hodc cam tng vai ap luc, bao gém manh ADN nhu néu trong SEQ ID

NO: 1 hodc trinh tu bd sung cua no.

Theo mdt phuwong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khoi dau c6 kha
nang didu khién hodc diéu hoa su biéu hién ctia gen quan tdm duoc lién két c6 diéu khién
theo cach cam g 4p luc, bao gdm manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh

tu b sung cua no.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché @& cap dén trinh tu khéi dau c6 kha
nang diéu khién hoic didu hoa su biéu hién cua gen quan tAm dugc lién két c6 diéu khién
theo céch co dinh, bao gdm manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hogc trinh tw bd

sung cua no.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché @& cap dén trinh tw khoi dau c6 kha
ning diéu khién hoic diéu hoa sy biéu hién ctia gen quan tdm dugc lién két c6 diéu khién
theo cach co dinh hogic cam tng v&i 4p luc, bao gdm manh ADN c6 d¢ tuong ddng trinh
tu it nhat 90% so v6i doan 1ién k& bat ky cta trinh twy ADN nhu néu trong SEQ ID NO:
1.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché @& cap dén trinh tw khoi dau c6 kha
nang didu khién hoic diéu hoa sy biéu hién cta gen quan tam dugc lién Kkét c6 didu khién
theo c4ch co dinh, bao gdm manh ADN ¢6 do twong ddng trinh ty it nhit 12 90% so véi
doan lién ké bit ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén trinh tu khoi dau c6 kha
nang didu khién hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tam duogc lién két c6 diéu khién
theo cach cam tng 4p luc, bao gdm manh ADN c6 do twong dbng trinh tu it nhat 12 90%
so v6i doan lién ké bit ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong 4n cla sang ché, sang ché dé cdp dén trinh tu khdi dau c6 kha
ning diéu khién hogc diéu hoa sy biéu hién cuia gen quan tim duoc lién ket c6 di€u khién

theo c4ch co dinh hodc cam Ung véi ép luc, bao gbm méanh ADN c6 kha ning lai hoa
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trong didu kién nghiém ngit v6i doan 1ién k& bét ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong

SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tw khéi dau c6 kha
ning diéu khién hogc diéu hoa sy biéu hién ctia gen quan tdm duoc lién ket c6 diéu khién
theo cach co dinh, bao gdom manh ADN c6 kha nang lai héa trong di€u kién nghi€ém ngat

v6i doan 1ién ké bat ky cua trinh tu ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo modt phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap den trinh tw khoi dau c6 kha
ning diéu khién hogc diéu hoa sy biéu hién ctia gen quan tdm duoc lién két c6 diu khién
theo cach cam ung 4p luc, bao gdm manh ADN c6 kha nang lai hoa trong di€u kién

nghiém ngat v4i doan 1ién k& bat ky cta trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong dn cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khéi dau nhu duoc

md ta trong ban mo ta nay, trong d6 4p luc nay 1a ap lyc nude.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén trinh ty khéi dau nhu dugc

md ta trong ban md ta nay, trong d6 4p luc nay 1a dp luc mudi.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh ty khoi dau nhu dugc
md ta trong ban md ta ndy, trong do trinh tu trinh tu khai d4u nay 1a nhu néu trong SEQ

ID NO: 1.

Theo mdt phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khéi dau nhu dugc
md ta trong ban md ta nay, trong do trinh tu trinh tu khoi dau nay 1a nhu néu trong SEQ

ID NO: 9.

Theo mot phuong &n cia sang ché, sang ché dé cap dén trinh tw khoi diu nhu duoc
md ta trong ban mo ta nay, trong do trinh ty trinh tw Khoi dau nay 12 nhu néu trong SEQ

ID NO: 10.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cAu tric ADN bao gdm
trinh tu khéi ddu c6 kha nang diéu khién hoic didu hoa sy biéu hién clia gen quan tdm
dugc lién két c6 didu khién theo cach co dinh hodic cam tng véi ép luc, bao gdm: (a)
manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cia né; hoic (b) méanh
ADN cé6 do tuong ddng trinh tu it nhat 13 90% so v6i doan lién k& bat ky cua trinh tu
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN c6 khé néng lai hoa trong didu
kién nghiém nggt véi doan 1ién k& bt ky cia trinh tut ADN nhu néu trong SEQ ID NO:
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1. trong d6 manh ADN nay dugc li€n két c6 didu khién véi trinh tu axit nucleic khac

loai.

Theo mdt phwong 4n ctia sang ché, sang ché dé cép den cau trac ADN bao gdm
trinh tu khoi dau c6 kha ning diéu khién hodc diéu hoa sy biu hién cua gen quan tam
duoc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh, trinh tu khéi dau nay duge lién két co

diéu khién véi trinh tu axit nucleic khéac loai.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén céu tric ADN bao gbm
trinh tu khéi diu c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa sw biéu hién cla gen quan tim
duoc lién két c6 didu khién theo cach cam ng ap luc, trinh tw khoi d4u nay chira manh
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung ctia no, trong 6 manh ADN

nay duoc lién két ¢6 dicu khién véi trinh ty axit nucleic khéc loai.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén chu tric ADN bao gém
trinh tu khéi ddu c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa su biéu hién ctia gen quan tdm
duoc lign két c6 didu khién theo cach co dinh, trinh tu khéi ddu ndy chira manh ADN
c6 do tuong ddng trinh ty it nhat 1a 90% so voi doan lién k& bat ky cua trinh tw ADN
nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 didu khién véi

trinh ty axit nucleic khéc loai.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén chu trac ADN bao gém
trinh tu khéi dau c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tAm
dwoc lién két ¢6 didu khién theo cach cam tng 4p lyc, trinh tw khéi d4u nay chira manh
ADN c6 db tuong ddng trinh tu it nhét 13 90% so v6i doan lién ké bt ky cua trinh tu
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duoc lién két ¢6 diéu khién
véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén cAu tric ADN bao gdm
trinh tu khéi ddu c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa su biéu hién ciia gen quan tAm
duoc lién két c¢6 didu khién theo cach co dinh, trinh tuy khéi dau nay chita manh ADN
¢ kha ndng lai héa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan lién k& bit ky ctia trinh ty
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong 6 manh ADN nay duoc lién két c6 diéu khién

v6i trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mdt phuong 4n clia séng che, sang ché dé cap deén cau trac ADN bao gom
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trinh tu khéi ddu c6 kha ning didu khién hogic diéu hoa sy biéu hién cla gen quan tdm
duoc lién két c6 diéu khién theo cach cam tmg 4p luc, trinh tu khoi dau nay chtra manh
ADN c6 kha nang lai héa trong didu kién nghiém ngit v6i doan lién ké bat ky cua trinh
tu ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duoc li€n két c6 diéu

khién véi trinh ty axit nucleic khéc loai.

Theo mo{t phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén céu tric ADN nhu duoc

md ta trong ban mo ta nay, trong d6 ap luc nay la ap luc mudi.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé céap dén chu trac ADN nhu dugc

md ta trong ban mo ta nay, trong d6 ap luc nay la ap luc nude.

Theo mo{t phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén chu trac ADN nhu dugc
md ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh tu trinh tu khoi d4u nay 13 nhu néu trong SEQ
ID NO: 1.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d cap dén céu tric ADN nhu dugc
mb ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh tu trinh tu khai d4u nay 1a nhu néu trong SEQ
ID NO: 9.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén céu tric ADN nhu duoc
md ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh ty trinh tu khai dau nay 13 nhu néu trong SEQ
ID NO: 10.

Theo mot phuong én cua sang ché, sang ché d& cap dén vecto ADN chira cdu tric
ADN, cAu triic ADN nay bao gdm trinh tw khoi dAu ¢6 kha nang diéu khién hogc dicu
hoa su biéu hién cua gen quan tdm duoc lién két ¢6 didu khién theo cach co dinh hodc
cam tng voi ap luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh
tu bd sung cia né; hodc (b) manh ADN c¢6 do twong dong trinh tu it nhét 12 90% so véi
doan lién k& bat ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hogc (c) manh ADN
c6 kha nang lai hoa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan lién k& bit ky cta trinh tu
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 diéu khién

véi trinh tu axit nucleic khéc loai.

Theo mét phwong 4n cla séng che, sang ché dé cap den vecto ADN chira cau triic
ADN, chu tric ADN nay bao gdm trinh ty khéi dau c6 kha nang dicu khien hogc dicu

hoa su biéu hién ctia gen quan tdm dugc lién két ¢6 di€u khién theo cach co dinh, bao
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gbém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung ctia nd, trong

dé manh ADN nay dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché & cap dén vecto ADN chua chu tric
ADN, cAu tric ADN nay bao gdm trinh ty khéi dAu c6 kha ning diéu khién hoic didu
hoa su biéu hién cia gen quan tdm dugc lién két c6 didu khién theo cach cam ung ap
luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung cia
no, trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 didu khién vdi trinh tu axit nucleic khac

loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén vecto ADN chira ciu tric
ADN, céu tric ADN nay bao gém trinh ty khéi dAu c6 kha nang diéu khién hodc didu
hoa sy biéu hién cta gen quan tAm dugc lién két c6 didu khién theo cach co dinh, bao
gém manh ADN c6 do tuong ddng trinh tu it nhét 12 90% so v6i doan 1ién ké bét ky ctia
trinh tu ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1. trong d6 minh ADN nay duoc lién két c6

diéu khién vdi trinh tu axit nucleic khéac loai.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché d& cap dén vecto ADN chira ciu triic
ADN, céu tric ADN nay bao gbm trinh tw khéi dAu c6 kha ning diéu khién hoic diéu
hoa su biéu hién ciia gen quan tdm dugc lién két c¢6 dilu khién theo cach cam ung ap
luc, bao gém manh ADN c¢6 do twong ddng trinh ty it nhit 12 90% so vé6i doan lién ké
bét ky ctia trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duogc

lién két c6 diéu khién véi trinh tu axit nucleic khéc loai.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén vecto ADN chira ciu tric
ADN, cAu tric ADN nay bao gdm trinh ty khoi du c6 kha ning didu khién hoic didu
hoa su biéu hién cta gen quan tdm dugc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh, bao
gdbm manh ADN c6 kha nang lai héa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan 1ién k& bat
ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duogc lién
két c6 didu khién v4i trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén vecto ADN chira ciu tric
ADN, céu tric ADN nay bao gém trinh tu khoi dau c6 kha ning diéu khién hoic diéu
hoa su biéu hién cua gen quan tdm dugc lién két c¢6 diéu khién theo cach cam tng ap

luc, bao gém manh ADN c6 kha nédng lai hda trong didu kién nghiém ngit v6i doan lién
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ké& bat ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duoc

lién két co diéu khién véi trinh ty axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong &n cua sdng ché, sang ché @& cap dén vecto ADN nhu dugc md

ta trong ban md ta nay, trong d6 &p luc nay la ap luc mudi.

Theo mot phuong an cla sang ché, sang ché @& cap dén vecto ADN nhu dugc md

ta trong ban md ta nay, trong d6 ap luc nay la ap luc nudc.

Theo mdt phuong an cua sang ché, sang ché @& cap dén vecto ADN nhu duge md
ta trong ban md ta nay, trong d6 trinh tyr trinh tu khoi dau nay 13 nhu néu trong SEQ ID
NO: 1.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cép dén vecto ADN nhu dugc md
t4 trong ban mo ta nay, trong d6 trinh ty trinh tu khai du nay 14 nhu néu trong SEQ ID
NO: 9.

Theo mot phuong an clia sdng ché, sang ché d& cap dén vecto ADN nhu dugc mo
ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh tu trinh tu khoi dau nay 1a nhu néu trong SEQ ID
NO: 10.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gdm cau triic ADN, chu tric ADN nay bao gdm trinh tu khéi dAu c6 kha ning diéu khién
hotc didu hoa sy biéu hién ciia gen quan tdm dugce lién két ¢6 diéu khién theo cach co
dinh hodc cam ung véi ép luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1
hodc trinh tu bd sung cda no; hodc (b) manh ADN c6 do tuong déng trinh tu it nhat 1a
90% so v6i doan 1ién k& bat ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc
(¢) manh ADN c6 kha nang lai héa trong diu kién nghiém ngit v6i doan lién ké bat ky
cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay dugc lién két

¢6 diéu khién vdéi trinh ty axit nucleic khac loai.

Theo m6t phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu t4i t6 hop bao
gdm céu triic ADN, chu triic ADN nay bao gdm trinh ty khéi dAu c6 kha nang diéu khién
hogc diéu hoa sy biéu hién cia gen quan tAm duoc lién két c6 didu khién theo cach co
dinh, bao gém manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung cua no,

trong d6 manh ADN nay dugc li€n két c6 diéu khién véi trinh ty axit nucleic khéc loai.
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Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu ti td hop bao
g6m céu tric ADN, chu trac ADN nay bao gdm trinh ti khéi dAu c6 kha nang didu khién
hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tim dugc lién két c6 didu khién theo cach cam
ung ap luc, bao gdbm méanh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tur bb sung
cia no, trong d6 manh ADN nay dugc lién két ¢6 diéu khién véi trinh tu axit nucleic

khac loai.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gdm céu tric ADN, chu trac ADN nay bao gdm trinh tu khéi dau c6 kha nang didu khién
hozc didu hoa sy biéu hién clia gen quan tdm dugc lién két c6 diéu khién theo cach co
dinh, bao gdm: manh ADN ¢6 dé tuong ddng trinh tu it nht 1a 90% so véi doan lién ké
bét ky ctia trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong do6 manh ADN nay dugc

lién két co6 diéu khién véi trinh ty axit nucleic khac loai.

Theo mdt phuong 4n cla sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu ti t6 hop bao
gdm c4u tric ADN, chu tric ADN nay bao gdm trinh tu khai dau c6 kha ning didu khién
hodc diéu hoa sy biéu hién cia gen quan tim duoc lién két ¢6 diu khién theo cach cam
tng 4p luc, bao gdm: manh ADN c6 do twong dong trinh tu it nhéit 12 90% so v6i doan
lién k& bét ky cua trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay

duoc lién két ¢ diéu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo modt phuong 4n cla sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gdm céu triic ADN, chu tric ADN nay bao gdm trinh tu khéi dAu c6 kha ning diéu khién
hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tdm dugc lién két ¢6 diéu khién theo cach co
dinh, bao gém manh ADN c¢6 kha nang lai héa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan
1ién k& bat ky ctia trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay
duoc lién két co didu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo modt phuong 4n cla sang ché, sang ché dé cap dén té bao chi tai td hop bao
gdm cau triic ADN, chu tric ADN nay bao gdm trinh tu khéi dau c6 kha ning didu khién
hodc diéu hoa su biéu hién ctia gen quan tdm dugc lién két c6 diu khién theo cach cam
g 4p luc, bao gdm manh ADN c6 kha ning lai hoa trong diéu kién nghiém ngat voi
doan lién k& bat ky cta trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 ménh ADN

nay dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tyr axit nucleic khéc loai.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
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gbm céu tric ADN nhu duge md ta trong ban md té nay, trong d6 ap luc nay 1a ap luc
mubi.

Theo mét phuong 4n ctia sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu tai t6 hop bao
gdm céu tric ADN nhu dugc md ta trong ban md ta ndy, trong d6 ap lyc nay 1a ap luc

nudec.

Theo mét phwong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu tai t6 hop bao
gdm chu tric ADN nhu duge mo ta trong ban mo ta nay, trong do6 trinh ty trinh ty khoi

dau nay 1 nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong 4n cla séng ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gbm ciu tric ADN nhu duge md ta trong ban md ta ndy, trong d6 trinh ty trinh tu khoi

dAu nay 1a nhu néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gbm cau tric ADN nhu dugc mo ta trong ban md ta ndy, trong do trinh ty trinh ty khoi

dAu nay 1a nhu néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gdm ciu tric ADN nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong d6 té bao chu tai td hop
ndy c6 ngudn gbc vi khuén.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai t6 hop bao
gbm cau tric ADN nhu duge mo ta trong ban mo ta nay, trong d6 t& bao chu tai td hop

nay la Agrobacterium tumefacien.

Theo mot phuong én cta sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gdm céu trac ADN nhu duge md ta trong ban md ta nay, trong dé té bao chi tai t6 hop
nay la E.coli.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gbm ciu tric ADN nhu dwgc md ta trong ban md ta ndy, trong do té bao chii tai td hop
nay co nguén gbc tir nam.

Theo mdt phuwong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai t5 hop bao
gbm cau tric ADN nhu duge md ta trong ban md ta nay, trong do té bao chu tai td hop

nay c6 nguodn goc thyc vit.
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Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop bao
gbm ciu tric ADN nhu dugc md t4 trong ban md ta nay, trong d6 té bao chu tai td hop
1a té bao cua cdy mot 14 mam.

Theo mot phuong an cia sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu ti td hop bao
gbm ciu tric ADN nhu dugc mo t trong ban mo ta nay, trong dé té bao chu tai td hop
nay 1a té bao cua cy hai 14 mam.

Theo mdt phuong an cia sang ché, sang ché dé cap dén té bao chi tdi t& hop bao
gdm ciu tric ADN nhu duge mo ta trong ban mo ta nay, trong do6 té bao chii tai to hop

nay la lua gao.

Theo mdt phwong 4n ctia sang ché, séng ché d& cap dén té bao chi tai td hop chia
vecto ADN chira céu trac ADN, cdu tric ADN nay bao gdm trinh ty khéi dau c6 kha
ning didu khién hoic diéu hoa sy biéu hién cua gen quan tAm duoc lién két c6 diéu khién
theo cach co dinh hodc cam tng véi ap luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 hogc trinh tu bd sung ctia né; hodc (b) manh ADN c6 do twong dong
trinh tu it nht 12 90% so v6i doan lién ké bat ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ
ID NO: 1; hodc (¢c) manh ADN c6 kha nédng lai hda trong didu kién nghiém ngit véi
doan lién ké bt ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN

ndy dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tur axit nucleic khac loai.

Theo mdt phuong én cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop chira
vecto ADN chtra cAu tric ADN, céu tric ADN ndy bao gém trinh ty khéi dau c6 kha
nang didu khién hodc didu hoa sy biéu hién ctia gen quan tim dugc lién két c6 didu khién
theo cach co dinh, bao gém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu
bd sung ctia no, trong d6 ménh ADN nay dugc lién két c6 didu khién véi trinh tu axit

nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu téi t6 hop chira
vecto ADN chira cAu tric ADN, cdu tric ADN nay bao gdm trinh ty khéi dau c6 kha
ning diéu khién hogc didu hoa su biéu hién ctia gen quan tAm dugc lién két c6 diéu khién
theo cach cam tng ap luc, bao gbm: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc
trinh tu bd sung ciia nd, trong d6 méanh ADN nay dugc lién két c6 didu khién véi trinh

tu axit nucleic khac loai.
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Theo mdt phuong an cua sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu tai td hop chua
vecto ADN chira céu tric ADN, cdu traic ADN nay bao gdm trinh ty khéi dau c6 kha
ning didu khién hoic diéu hoa sy biéu hién ctia gen quan tAm dugc lién két c6 didu khién
theo cach co dinh, bao gdm manh ADN c6 do twong ddng trinh tu it nhét 12 90% so v&i
doan lién ké bt ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN

nay dugc lién két ¢ dieu khién véi trinh ty axit nucleic khéc loai.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén t& bao chu tai tb hop chira
vecto ADN chira cdu tric ADN, c4u trac ADN nay bao gdm trinh ty khoi dau c6 kha
ning diéu khién hozic didu hoa sy biéu hién ctia gen quan tdm duoc lién két c6 diéu khién
theo cach cam ing 4p luc, bao gém manh ADN c¢6 d9 twong ddng trinh ty it nhat 12 90%
so voi doan lién ké bat ky cua trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6

manh ADN nay duoc lién két c6 didu khién vdi trinh tu axit nucleic khéc loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d? cap dén té bao chu tai td hop chira
vecto ADN chira cdu tric ADN, cu tric ADN ny bao gdém trinh tu khéi dau c6 kha
nang didu khién hozic didu hoa su biéu hién ciia gen quan tdm dugce lién két c6 didu khién
theo cach co dinh, bao gdm manh ADN c6 kha ning lai hoa trong diéu kién nghiém ngit
v6i doan lién ké bit ky cia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1, trong d6 manh
ADN nay dugc lién két c6 diéu khién v4i trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong én cua sang ché, sang ché dé cap dén t& bao chu tai t6 hop chira
vecto ADN chtta cdu tric ADN, cdu tric ADN nay bao gbm trinh tu khéi dau c6 kha
nang didu khién hoic diéu hoa su biéu hién ctia gen quan tim dugc lién két c6 didu khién
theo cach cam tng ap luc, bao gdbm manh ADN c6 kha ning lai héa trong didu kién
nghiém ngit véi doan 1ién k& bat ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1,

trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 didu khién véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, séang ché & cap dén té bao chu tai td hop chta

vecto ADN nhu duge mé ta trong ban md ta nay, trong d6 p luc nay 1a ap luc mudi.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén t& bao chu tai t6 hop chira

vecto ADN nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay, trong d6 ap lyc nay 1a 4p luc nude.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, sang ché d& cap dén té bao chu tai tb hop chira

vecto ADN nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh ty trinh tu khoi déu nay
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1a nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop chira
vecto ADN nhu dugc mo ta trong ban mo ta ndy, trong d6 trinh tu trinh tu khoi dau nay
1a nhu néu trong SEQ ID NO: 9.

' Theo mét phuong &n cua séng ché, sang ché d& cap dén té bao chi tai t6 hop chira
vecto ADN nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong do trinh tu trinh tw kho1 dau nay

1a nhu néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché @& cap dén té bao chu téi t6 hop chtra
vecto ADN nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong do té bao tai td hop nay c6 ngudn

goc vi khuan.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chi tai t6 hop chira
vecto ADN nhu dugc mé ta trong ban mo ta nay, trong do té bao tai td hop nay 14 té bao

E.coli.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén té bao chu tai td hop chtra
vecto ADN nhu dugc md ta trong ban mo ta nay, trong do té bao tai t hop nay 1a té bao

Agrobacterium tumefacien.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén t& bao chu tai t6 hop chira
vecto ADN nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong do 1€ bao tai td hop nay c6 ngudn

gbc tir nam.

Theo mot phuong an cia sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hodc bd
phén cda nd, bao gbm hat, bao gbm trong bd gen clia no, céu trac ADN bao gdém trinh
tu khéi dau c6 kha ning diéu khién hoiic diéu hoa su biéu hién ciia gen quan tdm duge
lién két c6 didu khién theo cach co dinh hodc cam tng v6i 4p luc, bao gém: (a) manh
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung ctia n6; hodc (b) manh ADN
¢6 do twong ddng trinh tu it nhét 12 90% so vé6i doan lién ké bat ky ciia trinh ty ADN
nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (¢) manh ADN c6 khé néng lai héa trong diéu kién
nghiém ngit v6i doan lién k& bit ky cla trinh ty ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1,

trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 didu khién vdi trinh ty axit nucleic khac loai.

Theo mdt phwong 4n cua sdng ché, sang ché dé cdp dén cdy chuyén gen hodc bo

phan cua nd, bao gdm hat, bao gbm trong bd gen clia nod, chu trac ADN bao gbém trinh
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tu khai ddu c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa su biéu hién cta gen quan tdm duogc
lién két c6 diéu khién theo cach co dinh, bao gém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ
ID NO: 1 hoc trinh ty bd sung cia né, trong d6 manh ADN nay dugc lién két c6 diéu

khién véi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cua nd, bao gdm hat, bao gdm trong bd gen cta né, céu tric ADN bao gdm trinh
tu khoi dAu c6 kha ning didu khién hogc didu hoa su biéu hién cta gen quan tAm dugc
lién két c6 diéu khién theo céch cam tng ap luc, bao gdm: (a) manh ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1 hoic trinh tu bd sung ctia né, trong d6 manh ADN nay dugc lién két co

diéu khién vdi trinh tu axit nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cta nd, bao gbm hat, bao gdm trong bo gén ctia n6, cdu tric ADN bao gdm trinh
tu khéi dau c6 kha ning diéu khién hoic didu hoa sy biéu hién cia gen quan tAm duogc
lién két ¢6 didu khién theo cach co dinh, bao gdbm manh ADN c6 dd twong ddng trinh
tu it nhét 12 90% so v&i doan lién ké bat ky ctia trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID
NO: 1. trong d6 manh ADN nay dugc lién két c6 didu khién vdi trinh tu axit nucleic

khac loai.

Theo mdt phuong &n cia sang ché, sang ché & cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cua nd, bao gbm hat, bao gdm trong bd gen clia no, céu trac ADN bao gbm trinh
tu khéi dau c6 kha ning diéu khién hozc didu hoa sy biéu hién cia gen quan tAm dugc
lién két c6 diéu khién theo cach cam tng 4p luc, bao gdm manh ADN c¢6 do twong dong
trinh tu {t nhat 1a 90% so v6i doan lién ké bit ky cta trinh tr ADN nhu néu trong SEQ
ID NO: 1, trong &6 manh ADN nay dugc lién két c6 diéu khién véi trinh tw axit nucleic

khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché @& cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cda nd, bao gdm hat, bao gbm trong bd gen clia no, céu tric ADN bao gbém trinh
tu khéi dau c6 kha ning diéu khién hodc diéu hoa sy biéu hién cia gen quan tAm dugc
lién két ¢6 didu khién theo céch co dinh, bao gdm manh ADN c6 kh ning lai hoa trong
diéu kién nghiém ngit véi doan lién ké bit ky cta trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID
NO: 1, trong d6 manh ADN nay dugc lién két c6 didu khién vdi trinh tur axit nucleic

khac loai.
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Theo mdt phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bd
phén cda nd, bao gSm hat, bao gém trong bo gen cua no, cAu trac ADN bao gém trinh
tw khéi dAu c6 kha ning diéu khién hodc diéu hoa su biéu hién cia gen quan tdm dugce
lién két ¢6 didu khién theo cach cam tng 4p luc, bao gdm manh ADN c6 kha ning lai
hoa trong diéu kién nghiém ngit v4i doan 1ién k& bét ky cua trinh tg ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1, trong d6 manh ADN nay duoc lién két c6 diéu khién véi trinh ty axit

nucleic khac loai.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bd
phan ctia nd, bao gdbm hat, c¢6 kha ning bidu hién gen quan tdm dugc diéu khién khac
loai bang trinh tu khéi ddu c6 kha niang didu khién hogc diéu hoa sy biéu hién cta gen
quan tAm dugc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh hodc cadm tng véi ap lyc, bao
gém: (a) manh ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh tu bd sung cua nd; hodc
(b) manh ADN c6 d¢ twong ddng trinh ty it nht 1a 90% so véi doan lién ké bat ky ctia
trinh tw ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1; hodc (c) manh ADN c6 kha nang lai hoa
trong diéu kién nghiém ngit véi doan lién k& bt ky cua trinh tw ADN nhu néu trong
SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cdy chuyén gen hoic bd
phén cta no, bao gﬁ“)m hat, ¢c6 kha ning biéu hién gen quan tam dugc didu khién khac
loai bing trinh tu khéi ddu c6 kha ning diéu khién hodc diéu hoa sy biéu hién cua gen
quan tdm dugc lién két c6 didu khién theo cach co dinh, bao gém manh ADN nhu néu

trong SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty bd sung ciia né.

Theo mot phuong &n cta sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hodc b
phén cta no, bao gém hat, c6 kha nang biéuvhién gen quan tam dugc diéu khién khac
loai bang trinh ty khéi dau c6 kha ning didu khién hodc diéu hoa sy biéu hién cia gen
quan tdm duoc lién két c6 diéu khién theo cach cam tmg &p luc, bao gdm manh ADN
nhu néu trong SEQ ID NO: 1 hoic trinh tw bd sung cta no.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hozc bo
phén cta no, bao gdm hat, c¢6 kha ning biéu hién gen quan tdm dugc diéu khién khac
loai bing trinh tw khéi dAu c6 kha ning diéu khién hogc diéu hoa sy biu hién cia gen

quan tdm duogc lién két ¢6 diéu khién theo cach co dinh, bao gém manh ADN c6 do
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tuong dc‘Sng trinh ty it nhat 12 90% so v6i doan lién ké bét ky cua trinh ty ADN nhu néu

trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén cay chuyén gen hoic bd
phén cta nd, bao gém hat, c6 kha nang biéu hién gen quan tam dugc diéu khién khac
loai bang trinh tyr khoi dAu c6 kha nang didu khién hozic didu hoa sy bidu hién ctia gen
quan tdm dugc lién két ¢6 diéu khién theo cach cam tng &p luc, bao gdbm manh ADN
c6 do tuong déng trinh tu it nhét 12 90% so v6i doan lién k& bét ky cda trinh ty ADN
nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bd
phén cda nd, bao gbm hat, c6 kha ning biéu hién gen quan tAm dugc diéu khién khac
loai bing trinh tw khéi ddu c6 kha ning didu khién hogc didu hoa sw biéu hién cta gen
quan tdm dugc lién két c6 diéu khién theo cach co dinh, bao gém manh ADN c6 kha
nang lai hoa trong diéu kién nghiém ngit véi doan lién ké bat ky cia trinh ty ADN nhu

néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong &n cia sang ché, sang ché d& cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cua no, bao gbm hat, c6 kha ning bidu hién gen quan tdm duge didu khién khéc
loai béng trinh tu khoi dau c6 kha nang didu khién hoic diéu hoa su biéu hién cia gen
quan tdm dugc lién két ¢6 didu khién theo c4ch cam tmg 4p luc, bao gdm manh ADN
c6 kha nédng lai hoa trong diéu kién nghiém ngit v6i doan lién k& bét ky cua trinh tur
ADN nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cua nd, bao gbm hat nhur duge mod ta trong ban md ta nay, trong d6 4p luc nay 1a
ap luc nudc.

Theo mot phuong an cla sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bd
phan ciia nd, bao gdm hat nhur dwge md ta trong ban mo ta ndy, trong d6 ap luc nay la
ap luc mudi.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hoic bo
phén cua nd, bao gdm hat nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh tu trinh

tu khoi dau nay 1a nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phwong 4n cla sang ché, sang ché dé cap dén cdy chuyen gen hodc bd
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phén ctia nd, bao gdm hat nhu duge md ta trong ban mo ta nay, trong d6 trinh ty trinh

tu khoi ddu nay 1a nhu néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mdt phuong an cua sang ché, sang ché d& cap dén cay chuyén gen hoic bd
phan ctia né, bao gdm hat nhu duge md ta trong bén mo ta nay, trong d6 trinh tw trinh

tu khoi ddu nay 14 nhu néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, sang ché dé céap dén cay chuyén gen hoic bd
phan ctia n6, bao gdm hat nhw duge md ta trong ban md ta nay, trong d6 cdy chuyén gen

nay hodc bd phan ctia chung, bao gbm hat 13 cady mot 14 mam.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sang ché d& cap dén cay chuyén gen hoic bd
phén ctia no, bao gdm hat nhu dwgc md ta trong ban mo té ndy, trong do6 cy chuyén gen

nay hodc bd phan cia ching, bao gdm hat 13 cdy hai 14 mam.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén cay chuyén gen hozc bd
phén cia no, bao gdm hat nhu dwgc md ta trong ban mo ta nay, trong do cy chuyén gen

nay hodc bd phan ctia chung, bao gbm hat 13 Iua gao.

Theo mot phuong 4n cua séng ché, sang ché d& cap dén cay chuyén gen hoic bd
phén cua no, bao gbm hat nhu dugc md ta trong ban mo té ndy, trong do céy chuyén gen

nay hodc b phan cia ching, bao gdm hat 13 Arabidopsis thaliana.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu duogc mb ta trong ban md ta nay, phwong phap nay bao gdm cac budc:
(a) thu duoc (cac) té bao cay; (b) thu dugc c4u trac ADN nhu dugc mo ta trong ban md
ta nay; hodc té bao chu téi td hop chita vecto ADN nhu duge md ta trong ban mo ta nay;
(¢) bién nap (c4c) té bao cay nay véi chu tric ADN nay; hoic té bao chu téi té hop nay;

va (d) lwa chon (céc) t& bao cdy bién nap biéu hién gen quan tam.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra céy
chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban md ta nay, phwong phap ndy bao gbm céc bude:
(a) thu dugc (céc) té bao cdy; (b) thu duge cAu traic ADN nhu dugc md ta trong ban mo
ta nay; (c) bién nap (céc) té bao cdy nay véi céu tric ADN ndy va (d) lya chon (c4c) té

bao cay bi€n nap biéu hién gen quan tam.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra cay

chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban mo ta ndy, phwong phap ndy bao gdm céc bude:
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(a) thu duogc (cac) té bao cdy; (b) thu dugce té bao chu tai t6 hop chira vecto ADN nhu
duoc md ta trong ban mo ta nay; (c) bién nap (c4c) té bao cdy nay véi té bao chu tai tb

hop nay; va (d) lua chon (cac) té bao cdy bién nap biéu hién gen quan tim nay.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cdy
chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong d6 (cic) té bao cdy nay la cay

mot 14 mam.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu duge md ta trong ban md ta nay, trong d6 (cac) té bao cdy nay la cay
hai 14 mam.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cdy
chuyén gen nhu dugc md ta trong ban md ta ndy, trong do6 (cac) té bao cay nay la lta

gao.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cdy
chuyén gen nhur dwgc md ta trong ban md ta nay, trong dé trinh tu trinh tw khoi dau nay

la nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhur dwgc md ta trong ban md ta nay, trong d6 trinh tu trinh tu khoi dAu nay

1a nhu néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhur dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong do trinh tu trinh tu kKhéi dau nay

1a nhu néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu dugc md ta trong ban mo ta ndy, trong do su biéu hién gen quan tim
nay 1a dic hiéu ré.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu dugc md ta trong ban moé ta nay, trong do su biéu hién gen quan tim

nay 1a co dinh.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban md ta nay, trong do su biéu hién gen quan tim

ndy dugc diéu hoa dé dap ung véi p luc mudi hodc nude.
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Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché @& cap dén phuong phap tao ra ciy
chuyén gen nhu dugc mod ta trong ban md ta nay, trong d6 sy biéu hién gen quan tdm

ndy dugc diéu hoa dé dap tng véi dp luc muoi.

Theo mdt phuong 4n cia séng ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhu dugc md ta trong ban md ta nay, trong do sy biéu hién gen quan tdm

nay dugc diéu hoa dé dap tng v6i ap luc nude.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép tao ra cay
chuyén gen nhur dugc mo ta trong ban md ta nay, trong dé su biéu hién gen quan tim

ndy dugc diéu hoa dé dap ung véi dp luc muodi va nude.

Theo mdt phuong én cla sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cy
chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban md ta nay, trong do su bién nap dugc thuc hién
bang phuong phép dugc chon tr nhém bao gdm phuong phap bién nap qua trung gian
Agrobacterium, phuong phép sing bén hat, phuong phép bién nap in-planta, phuong
phap bién nap qua trung gian liposom, phuong phap bién nap té bao tran, phuong phéap
vi tiém, va phuong phép vi tiém.

Theo mdt phuong an cua sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra cy
chuyén gen nhu dugc mo ta trong ban mo ta nay, trong do6 su bién nap 12 bién nap qua

trung gian Agorbacterium.

Theo mdt phuong an cla sang ché, sang ché dé cap dén phwong phap biéu hién
khac loai gen quan tdm duogc didu khién béi trinh tu khéi dau nhu duge mb ta trong ban
mod ta nay, phuong phép nay bao gdm céc bude: (a) thu duge chu trac ADN nhu duoc
md ta trong ban md ta nay; hodc té bao chu tai té hop nhu dugc mo ta trong bén md ta
nay; (b) bién nap (céc) té bao cay v6i cdu tric ADN nay, hodc té bao chu tai td hop nay
dé thu duogc (cac) té bao cay bién nap; va (c) chon lya (céc) té bao cay bién nap biéu

hién khac loai gen quan tam nay.

Theo mot phuong 4n ciia sang ché, séng ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khac loai gen quan tm dugc diéu khién boi trinh ty khoi diu nhu duge mo ta trong ban
mo ta nay, phuong phap nay bao gdm céc bude: (a) thu duge ciu tric ADN nhu dugc
mo ta trong ban mo ta nay; (b) bién nap (cac) té bao cdy véi chu tric ADN nay; va (c)

chon lua (cac) té bao céy bién nap biéu hién khéc loai gen quan tim nay.
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Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché d& cap dén phwong phép biéu hién
khac loai gen quan tdm dugc didu khién boi trinh tu khéi dau nhu duge mo ta trong ban
md ta ndy, phuong phap nay bao gdm cac budc: (a) té bao chu tai td hop nhu duge md
ta trong ban mo ta nay; (b) bién nap (cac) té bao cay voi té bao chu tai td hop nay dé thu
duoc (céc) té bao cay bién nap; va (c) chon lua (cac) té bao cay bién nap biéu hién khac

loai gen quan tam nay.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khac loai gen quan tdm duoc didu khién b1 trinh tu khéi dau nhu duge mo ta trong ban

md ta nay, trong do (céac) t€ bao cay nay la té bao cdy mot 14 mém.

Theo mdt phuong an cla sang ché, sang ché @& cap dén phuong phép biéu hién
khéc loai gen quan tdm duoc didu khién boi trinh tu khéi dau nhu duge md ta trong ban

md ta nay, trong do (céc) té bao cdy nay 1a cay hai 14 mam.

Theo mdt phuong an cla sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khéac loai gen quan tdm duoc didu khién béi trinh tu khéi diu nhu duge mod ta trong ban

md ta ndy, trong d6 (cac) té bao cdy nay 1a lua gao.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén phuong phap biéu hién
khéc loai gen quan tdm dugc didu khién béi trinh tu khoi ddu nhu dugc mo ta trong ban

mo ta nay, trong do trinh tu trinh tu khéi dau nay la nhu néu trong SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén phuong phép biéu hién
khac loai gen quan tdm duogc didu khién boi trinh tu khéi ddu nhu duge md ta trong ban

mo ta nay, trong do trinh tu trinh ty khoi d4u nay 13 nhu néu trong SEQ ID NO: 9.

Theo mdt phuong an cla sang ché, sang ché @& cap dén phuong phap biéu hién
khac loai gen quan tim dugc diéu khién béi trinh ty khéi dau nhu dugc mo ta trong ban
mo ta nay, trong do trinh ty trinh ty khéi d4u nay 1a nhu néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mdt phuong 4n cla sang ché, sang ché d& cap dén phuong phap biéu hién
khac loai gen quan tdm dugc didu khién boi trinh tu khai ddu nhu duge mb ta trong ban
md ta nay, trong d6 su biéu hién gen quan tAm nay 1a co dinh.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, sang ché @& cap dén phuong phap biéu hién
khéac loai gen quan tdm dugc didu khién béi trinh tu khéi ddu nhu duge md ta trong ban

md ta nay, trong d6 sy biéu hién gen quan tdm nay dugc di€u hoa bang ap luc nude.
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Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khéac loai gen quan tdm duogc didu khién b6i trinh ty khéi diu nhu duge mo ta trong ban

mo ta ndy, trong d6 sy biéu hién gen quan tdm nay dugc dicu hoa bang ap luc mudi.

Theo mo6t phuong 4n cua sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khac loai gen quan tdm duogc diéu khién béi trinh tu khéi d4u nhu dugc mo ta trong ban
mo ta nay, trong do6 su biéu hién gen quan tim nay dugc didu hoa bing 4p lwc nude va
mubi.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, sang ché d& cap dén phwong phép biéu hién
khéc loai gen quan tdm dugc diéu khién béi trinh ty khéi diu nhu duge mo ta trong ban
md ta nay, trong do su bién nap nay dugc thuc hién bang phuong phap duoc chon tur
nhém bao gdm phuong phap bién nap qua trung gian Agrobacterium, phuwong phép sting
bén hat, phuong phap bién nap in-planta, phuong phap bién nap qua trung gian liposom,

phuong phép bién nap té bao trn, phuong phép vi tiém, va phuong phép vi tiém.

Theo mot phuong an cua sang ché, sang ché d& cap dén phuong phép biéu hién
khac loai gen quan tdm dugc didu khién béi trinh tu khéi dau nhu duge mo ta trong ban
mo ta nay, trong d6 phuong phap bién nap 13 phuong phap bién nap qua trung gian

Agrobacterium.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khoi dau nhu dugc
md ta trong ban mo ta ndy, trong do trinh tu khoi d4u nay hitu dung trong biéu hién khéac
loai gen quan tdm trong cay chuyén gen theo cich co dinh.

Theo mo{t phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khoi dau nhu dugc
md ta trong ban mo ta nady, trong do trinh tu khoi dAu nay hiru dung trong biéu hién khéc
loai gen quan tdm trong cay chuyén gen dé dap g véi ap luc mubi.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh ty khoi ddu nhu duge
md ta trong ban md ta nay, trong do trinh tu khoi dau nay hitu dung trong biéu hién khéc
loai gen quan tdm trong cay chuyén gen dé d4p tmg véi &p luc nude.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khoi dau nhu duge
md ta trong ban mo ta ndy, trong do trinh tu khoi du nay hitu dung trong biéu hién khac
loai gen quan tdm trong cay chuyén gen dé dap tng v6i ap luc nude va mudi.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, sang ché dé cap dén trinh ty khoi diu nhu duoc
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md ta trong ban md ta nay, trong do6 hoat tinh trinh tw kKhoi dau nay dic hidu ré dé dap

ing véi ap luc nudce.

Theo mot phuong &n cia sang ché, sang ché dé cap dén trinh tu khéi dau nhu duge
mo ta trong ban md ta nay dé sir dung trong vigc tao ra cay chuyén gen biéu hién khéc

loai gen quan tam dugc diéu khién béi trinh tw khéi dau nay.

Theo mdt phuong 4n cuia sang ché, sang ché dé cap den cau trac ADN nhu dugc
md ta trong ban mb ta ndy dé s dung trong viéc tao ra cdy chuyen gen bicu hién khac

loai gen quan tAm dugc didu khién boi trinh tw khoi dau nay.

Theo mot phuong &n cua sang ché, sang ché dé cap dén vecto ADN nhu duge md
ta trong ban mo ta nay dé str dung trong viéc tao ra ciy chuyén gen biéu hién khéc loai
gen quan tm dugc diéu khién boi trinh tu khéi dau nay.

Theo mdt phuong an cta sang ché, sang ché dé cap dén t& bao chu tai t6 hop nhu
duoc md ta trong ban mo ta nay dé str dung trong viéc tao ra céy chuyén gens biéu hién
khac loai gen quan tdm dugc diéu khién boi trinh tu khéi diu nay.

[00218] Mic di déi tugng dwoc md ta theo céch twong ddi chi tiét trong cdc
phuong 4n wu tién cia ching, nhung cac phuong an khac cling ¢6 thé duge bao gdbm
trong sang ché.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& duoc minh hoa bang céac vi du thyc hién, dugc du dinh dé minh hoa
viée thuc hién sang ché va khong duge du dinh dé ngu ¥ gi6i han bét ky pham vi clia
sang ché.

Vidu 1: Vit liéu cay va diéu kién ting trudng

Gidng lta dong bd me Mahyco cu thé 1a IR 58025 B dugc st dung va hat dugc
bao quan & 28°C. N6 1a dong IIRI va c6 ban cong khai trén thi truong tr 1990. Sang ché
cling c6 thé duogc thuc hién voi giéng lta khac c6 ban rong rai trén thi truong.

Arabidopsis thaliana, Kiéu sinh thai: cac hat Columbia (col-0) dugc sir dung dé
tao ra cay. Hat dugc bao quan ¢ 25°C. Hat thu dugc theo nhém va nguén géc dia ly cua

hat 13 & M§/Columbia.

Vi du 2: Phén 1ap ADN
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Trinh ty b6 mau do Gossypium hirsutum ID Ghi.10553, 1.S1_s_atgbIDN760229
thu duoc tir thir nghiém PLEXdb (co s& dit liu biéu hién & thuc vat PLEXdb) trong tra
ctru gen dugc cam ung badi ap luc dé phén 14p trinh ty khoi dau. Trinh ty mARN duy
do4n va trinh ty khoi ddu gia dinh ctia ngan hang gen néu trén ID gbIDN760229 dugce

7
A

lay tur cottongen.org/gb/gbrowse/JGI_22 1 Dgenome va

www.cottongen.org/data/download/genome_JGI through CLC Genomics Workbench.

Ving khong dich ma 5> (UTR) dugc phéan 14p tir gen LTP (Lipid-transfer protein
— protein chuyén lipit)/SSP (protein dy trit trong hat- p) Gossypium hirsutum dugc ma
hoa 1a p2 (SEQ ID NO: 1). Boan mdi xudi ¢6 trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID
NO: 2 va doan mdi nguoc c6 trinh ty nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO: 3 duoc thiét
ké dé khuéch dai trinh tu khai dAu p2 tir bong. Diéu kién PCR duoc st dung dé khuéch

dai dugc néu trong bang 1,

Béang 1
Budc PCR Nhiét 46 (°C) | Thoi gian (gidy) | SO chuky
Bién tinh ban dau 95 300 1
Bién tinh 94 30 35
Ghép 55 30
Kéo dai 72 120
Kéo dai cubi cling 72 600

Vi du 3: Tao cau trac vecto d¢ bién nap ¢ cay

K§ thuat tach dong Gateway dé tach dong dinh huéng dugce sir dung dé tach dong
trinh tu khéi ddu p2, Vecto cho pENTR™/D-TOPO do invitrogenTM cung cap duge st
dung dé thu dugc dong tiép nhan trinh ty Khéi ddu p2, (S6 Catalog: K2400-20
pENTR™/D-TOPO® Cloning Kit, véi E. coli ¢6 kha nang bién dbi héa hoc One Shot®
TOP 10).

San phdm PCR dugc khuéch dai (SEQ ID NO: 1. 9 hodc 10) duge tich dong trong
vecto gateway cho PENTR/ D-TOPO va dugc tai td hop trong vecto biéu hién gateway
p MDC164,

Diéu kién phéan tng tich dong TOPO® dugc sir dung dugc néu dudi day:

p2 PCR rira giai: 2pl ( 20ng/pl)
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Dung dich mubi: 0,5u1

pENTR/D-TOPO: 0,5 pl (15-20 ng/ul plasmit duge dudi thing)

Tong: 3 pl

Qué trinh bién nap trong té bao E. Coli ¢6 kha nang bién ddi hoa hoc Top 10 one
shot® dugc thuc hién theo hudng din nguoi st dung.

Phén (g tai t5 hop LR dugc thuc hién bang cach sir dung dong tiép nhan pENTR
p2 va vecto nhan/biéu hién gateway pMDCI164. (ngudn pMDC 164: ABRC-
abrc.osu.edu va S& Catalog: 11791-020 cho hén hgp Gateway® LR Clonaza® II
Enzym).

Phén tng tai t6 hop LR:

pENTR p2: 1pl (50ng/pl)

LR clonaza : 1pl

PMDC 164: 1.5ul (350 ng/ul)

Téng: 3,5 pl

Vecto biéu hién pMDC p2 (Fig. 1), pMDCp2Al (Fig. 5 A), hodc pMDCp2A2 (Fig.
5B) dugc lay tir Agrobacterium ching EHA 105 (san c6 theo nhém) bang céach sir dung
phuong phap dong lanh rd dong dé bién nap & cay. Trong mdi truong hop, khoang 1pg
plasmit duge bd sung vao 100 pl té bao kha bién EHA105. Sau do, t€ bao duge lam
d6ng lanh trong ni to 16ng trong 5 phut va duge rd dong & 37°C trong 10 phit. Iml moi
truong LB broth duge bd sung va duge @ trong thoi gian tir 2 dén 4 gio & 28°C. Sau do,
khoang 200 pl chét céy vi khuén duoc trai trén dia chon loc duge lam Am truge va duge
1 & 28°C trong 2 ngay.

Vi du 4: Bién nap vao Agrobacterium

Bién nap Arabidopsis: Bién nap thong qua Agrobacterium cua Arabidopsis
thaliana (Columbia-0) dugc thuc hién bang cach str dung phwong phép nhing chim hoa
nhu duoc mo ta trong Das et al., 2011 v6i cai bién nho (Das et al., 2011, Advances in
Bioscience and Biotechnology, 2, 59-67).

Trdng ciy Arabidopsis: hat Arabidopsis dugc gitt trong 3 ngay ¢ 4°C dé pha v&

trang thai ngu. Hat da xuln hoa dugc xép 16p trén soilrite, trong cdc chét déo. Céc cbe
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nady dugc tudi nudce dinh ky va dugce U trong budng sinh trudng hodc trong phong nudi
chy & 25°C trong didu kién 16 gioy sang / 8 gidr tdi dén khi giai doan phat hoa hodc hoa

dén. Céc phat hoa so cip dugc cét d& thu duge chdi thir cap.

Chuén bi nudi cdy Agrobacterium: hai ngdy trudce khi chuin bi bét dau nudi cdy,
Agrobacterium ching EHA 105 mang pMDC164 p2-GUS st dung trong phuong phap
nhung chim hoa dugc cdy vach trén thach LB chuta chon loc khang sinh va duoc u &
28°C (cloramphenicol 10mg/l va kanamyxin 50mg/l). Ngay trudc khi nhung chim hoa,
chét cdy Agrobacterium dugce nudi duge 14y khéi dia, dugc tao huyén phu trong moi

truong chit dé ching 3 va - 1,0 OD & 600nm (pha tinh) duge st dung dé gdy nhiém.

Nhung chim hoa: ciy & giai doan nay chdi duoc 14y va dugce nhiing vao trong chét
ciy Agrobacterium bang cach ddo ngugc trong thoi gian tir 40 dén 50 gidy va lic gitra
mdi 1an ddo. Sau khi nhiing chim hoa, cdy dugc giit thing dung trong khay dugc day
bang tui polyten qua dém & 25°C trong t6i. Ngay tiép theo, cay da bi nhiém dugc giit &
tu thé dimg thing va duogc G & 25°C trong 16 gio sang /8 gio tdi trong phong nudi cy

cho dén khi thu hoach hat.

Sang loc thé bién nap duong tinh: hat Arabidopsis To dugc gift trong 3 ngay ¢ nhiét
d6 4°C d& pha v& trang thai ngu. Hat di xuan hoa dwgc khir tring béng 1,5% natri
hypoclorit trong 1 phtt sau d6 dugc rua bang D/W trong 5 1an va duoc duge xép 16p
trén 0,5X MS khong chira sucroza va chtra I0mg/l Hygromyxin, duge it & 25°C trong 16
gi0 sang /8 gid t81 trong phong nudi cy.

Hiéu qua bién nap bang khoang 1% (khong tép trung vao hiéu qua bién nap)

Thanh phan mai trudng dugc st dung duge néu dudi day:

Chét d& ching 3 — mubi MS: 0,5X, vitamin BS: IX, Glucoza :5%, BAP: 0,004M,
Tween-20: 0,075% do pH 5,7; 2] moi truong LB -10g trypton, Sg chat chiét ndm men,
10g NaCl trong méi lit, Thach: 0,8% do pH 7,0,

Bién nap & laa gao: Phuong phép bién nap & lGa gao qua trung gian Agrobacterium
duoc thyuc hién bang phuong phap nhu duge md ta trong tai li¢u cua Hiei et al, 2006,
Plant Cell, Tissue and Organ Culture. Qua trinh bién nap duoc thuc hién bing cach bién
d6i @6i chut phuong phap nay. Dé bién nap o lta gao qua trung gian Agrobacterium

dong bd me Mahyco PMS34-25B duogc sir dung.

-38-



33246

Phdi chua trudng thanh méi duge phén 14p tr cdy duge trdng trong nha kinh, sau
tir 10 dén 12 ngay sau khi n& hoa dugc 0 v6i 4. tumefaciens EHA105 pMDC164 p2, Ba
ngay trude khi gy nhiém Agrobacterium chung EHA 105 mang pMDC164 p2::GUS
duoc céy vach trén thach LB chtta khang sinh chon loc va duge 0 ¢ 28°C
(Cloramphenicol 10mg/l va Kanamyxin 50mg/l). Ngay trude khi nhim chit ciy
Agrobacterium da sinh truéng dugc duge 14y khoi dia, dugc tao huyén pht trong trong

moi trudng nhiém AA va— 1,0 OD ¢ 600nm (pha 6n dinh) dugc st dung dé 1ay nhiém.

Khtr trung hat: Hat dugc tach vo bang tay va duge khit tring trong etanol 70%
trong 30 gidy va trong dung dich natri hypoclorit 1,5% trong 5 phit. Hat chua truong
thanh duoc rira vai 1an trong nudc tiét tring, va phoi chua trudng thanh co chiéu dai tir
1,0 dén 1,5mm duoc thu gom duéi kinh hién vi vi phau 18p thé. 5ul chét cdy
Agrobacterium duoc tao huyén phu duge nhé giot 1én trén thudn cua phoi chua trudng
thanh méi dugc phan 1ap dugc u trong 15 phut sau d6 dugc nudi cdy ddng thoi trén moi

truong NBAs trong thoi gian tir 4 dén 6 ngay trong t&i & 25°C.

Budc nghi: Sau khi nudi cly ddng thoi, cac chdi d3 kéo dai duoc 14y ra khéi phoi
chua trudng thanh bing dao md va phdi chua trudng thanh duge nudi cdy trén moi
truong NBM chira 250 mg/1 xefotaxim va 100 mg/l carbenixilin véi mat thuan trong 5
ngay.

Bude chon loc: Sau buéc nghi phdi chua truéng thanh duge chuyén sang moi
trudng chon loc NBM chira 250 mg/1 xefotaxim va 50 mg 1/L hygromyxin trong 2 tuin
sau d6 chon loc 1an hai trong hai tudn trén NBM méi chira mdi trudng 250 mg/l

xefotaxim va 50 mg/l hygromyxin.

Budce trude tai sinh: M6 seo chiic chan khang hygromyxin thu dugc tir thuan duoc
chuyén sang mdi trudng trudce tai sinh NBPR chira 40 mg/1 hygromyxin va 250 mg/l va
xefotaxim duoc nudi ciy trong 10 ngay.

Budce tai sinh: Mo seo tang sinh nhanh chéng véi cac diém mau xanh 14 cdy dugc
nudi cdy trén modi truong tai sinh RNM chira 30 mg/l hy gromyxin va 250 mg/l
xefotaxim.

Tao ré: Cay non dugc tai sinh dugc nudi céy trén moi truong tao r& MSN 1,5 chira

30 mg/l hygromyxin.
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Trong tat ca cac budc sau day, chét cdy duge 1 & 28°C dudi 16 giv sang va 8 gio

tdi. Cay cting cap trong chiu d4t va duogce ting trudng dén trudng thanh trong nha kinh.
Céc thanh phan ctia mdi trudng

MBoi truong gy nhiém AA: mudi AA va axit amin (Toriyama va Hinata, 1985),
vitamin B5, 0,5 g/l, axit casamino loai bd vitamin (Vitamin Assay Casamino Acids), 20g/1

sucroza, 10 g/1 D-Glucoza, 0,1 mM axetosyringon, pH 5,2.

NBM: Mubi chinh N6, mudi phu B5 va vitamin, 0,5 g/1 axit casamino loai bo
vitamin, 0,5 g/1 L-prolin, 0,3 g/IL-glutamin, 20 g/1 D-maltoza, 36 g/ID-mannitol, 2
mg/1 2,4-D, 1 mg/1 NAA, 0,2 mg /I BA, 5 g/1 Gelrite, pH 5,8.

NBPR: Mudi chinh N6, mudi phu B5 va vitamin, 0,5 g/l axit casamino loai bd
vitamin, 0,5 g/l L-prolin, 0,3 g/l L-glutamin, 30 g/l D-maltoza, 2 mg/l 2,4-D, 1 mg/l 1
NAA, 1 mg/l BA, 7 g/l Gelrite, pH 5,8.

RNM: Mudi chinh N6,mubi phu B5 va vitamin, 0,3 g /L axit casamino loai bo
vitamin, 0,3 g /L L-prolin, 0,3 g /L L-glutamin, 30 g /L. D-maltoza, 1 mg /L NAA, 3 mg
/L BA, 4 g /L agaroza Typ I, pH 5,8.

MSN 1,5: N@)ng dd 100% cua mudi chinh MS, mubi phu MS, vitamin MS va
100mg/l myo-inocitol , MS Cacla, MS iron, (Murashige va Skoog, 1962), 30g /L
sucroza, 1,5mg/Il NAA , 3g/ L phytagel , pH 5,8.

Téam cay doc 1ap dugce tai sinh va ba cdy duge chon dé phan tich. Hiéu qua bién
nap la 30%.

Bién nap & cdy bong:

Cay bong dugc dung dé bién nap Coker 310FR ((Gossypium hirsutum). Qua trinh
bién nap & bong: Bién nap & cdy bong qua trung gian Agrobacterium duoc thuc hién
bang phwong phép nhu phwong phép dugc Chaudhary et al. 2003 va Kumar et al. 1998
mod ta vo1 mot sb bién dbi.

Kht tring bé mit hat: hat trudng thanh da loai bo tim 16ng duoc khir tring bang
etanol 100% trong 2 phut sau d6 xt ly bang thuy ngén clorua 0,1% trong 5 phut.

U hat: Hat truéng thanh dugc khir tring bé mit duge che kin va duogc 0 trén moi

truong nudi cdy SIM trong chai va dugc i ¢ 28°C trong ba dén trong 5 ngay.
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Mbi trudng nudi cy SIM: mudi MS va vitamin, 3% sucroza, pH 5,8. 0,8% thach.

Chuén bi chit cdy Agrobacterium: Agrobacterium ching EHA105 pMDCp2 dugc
cdy vach tir dung dich gbc glyxerol trén mdi truong LB ran dugc bd sung 10mg/1
Cloramphenicol va 50mg/l kanamyxin va dugc nudi trong 48 g ¢ 28°C. Thé huyén
phu duogc chuén bi trong mdi truong LB 16ng dugc bd sung 10mg/1 Cloramphenicol va
50mg/1 kanamyxine va dugc nudi qua dém 6 28°C. Gia tri O.D. thu duoc (khoang 2,0 &
chiéu dai budc séong 600nm) duge pha lodng 20 1An trong moi trudng nudi cdy CTMI
long (sao cho O.D. cubi ciing dat gid tri khoang 0,1). Thé huyén phii Agrobacterium da

pha loang dugc sir dung dé bién nap.
Lay nhiém:

Doan tru du6i 14 mam dai 0,5cm tir cay gibng con 5 ngay tudi dugc st dung lam
manh cy dé 1ay nhiém. Méanh cdy dugc ngim trong thé huyén phii Agrobacterium trong
20 phat, dugce che kin va dugce nudi chy ddng thoi trong 3 ngay ¢ 22°C trén mdi trudng
nudi cdy CTMI dugc bd sung 100pM axetosyringon va dugc ddy bang 16p gidy loc

Whatman #1 dé 1am giam sy phat trién qua mic ciia Agrobacterium.

Sau khi nudi cdy dong thoi manh cdy dugc rira trong moi trudong nudi cdy CTM1
16ng duoc bd sung 250mg/1 carbenixilin, dugc che kin va dugc chuyén 5 manh céy trong
mdi dia petri thity tinh chtra 70-80ml mdi truong nudi cdy CTM1 duge bd sung 10mg/1
hygromyxin va 250mg/l augmentin, MES 500mg/l. C4c manh chy dugc U trong thoi

gian tir 5 dén 6 tudn & 28°C trong mot dén éng.

Mo seo d& v tir 3 manh cdy riéng ré duge phu trong mdi dia petri thiy tinh chira
70-80ml moéi trudng nudi cdy CTM2 dugc bd sung 7,5mg/l hygromyxin va 100mg/1
augmentin. M seo dugc u & 28°C trong mot den dng trong 7 dén 8 tudn

M0 seo sinh phoi da phat trién tét duge nudi cdy chuyén trén 50ml moi trudng nudi
cdy CTM2 duge bd sung 7,5mg/l hygromyxin va 250mg/1 carbenixilin, dugc u trong 2
tuan & 28°C trong mot dén bng.

Viéc cdy chuyén thuong xuyén mo seo sinh phoi (mdi 14n 15 ngay) trén 50ml moi
trudng nudi cdy CTM3 dugc u & 28°C trong ba dén bng, cac dia nudi cdy chuyén cudi

cung s& dugc duy tri trong 15 ngay nira dé du trit va cling chon cac phoi da dai ra. Céc
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phéi cling dugc nudi cdy chuyén trén moi trudng twong tu (cac phodi nay mam sang mbi
truong nudi ciy ran MSB ndng do %).
Mdi trudng nudi cay:

CTM1 (16ng): Mubi MS va vitamin Bs, Glucoza 3% (trong lwong/thé tich), 0,Img/1
2,4 D(sigma) va 0,5mg/1 kinetin (Sigma), pH 5,9 (trong méi truong nay glucoza khong
duoc tiét trung bang cach loc).

CTM1: Mubi MS va vitamin Bs, Glucoza 3% (trong lwong/thé tich), 0,lmg/1 2,4
D(sigma) va 0,5mg/1 kinetin (Sigma), 0,2% phytagel (Sigma), pH 5.9,

CTM2: Mubi MS va vitamin Bs, Glucoza 3% (trong lwgng/thé tich), 0,2% phytagel
(Sigma), pH 5,9,

CTM3: Mudi MS (1,9g/1 KNO3 bd sung) va vitamin Bs, glucoza 3% (trong
lwong/thé tich), 0,2% phytagel (Sigma), pH 5,9,

MSB ndng d6 % (rén): Mubi MS ndng do Y, vitamin Bs, sucroza 1,5% (trong
lwong/thé tich), pH 5,9, 0,2% (trong lwong/thé tich) phytagel (sigma),

MSB néng d6 % (16ng): Mubi MS néng d6 ¥, vitamin Bs, sucroza 1,5% (trong
luong/thé tich), pH 5,9.

Trong cac mdi truong nudi cdy CTM1, CTM2 va CTMS3, thé tich cubi cung 1a 11
mdi trudng nudi cdy khong chira glucoza duoc diéu chinh dén 880ml va dugc hip thanh
Uﬁng.(Hucoza(30g)duqchbatm1ﬂongﬁHthlnuéccéusaochothéﬁbhcuéicﬁngdat
dén 120ml duoc loc khir trung va duge bd sung vao moi trudng nudi cdy &m duogc hép
thanh trung.

Bit ky khi nao augmentin dugc st dung trong mdi truong nudi cdy, n6 dugc tron
trong néng do yéu cAu véi dung dich glucoza, dd pH duoc didu chinh dén 5,9, n6 duogc
loc khtr tring va sau dén dugc bd sung vao mdi truong nudi chy 4m duoc hép thanh
trung.

Tir bién nap trén cay bong mot cdy bong doc 1ap duge tao ra va duge chon loc. Rét
it manh cdy dugc st dung dé bién nap.

Vi du 5: Thit nghiém GUS

Su bidu hién GUS én dinh cta trinh ty khoi dau p2 (SEQ ID NO: 1) dugce thuc
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hién & lta gao va bong. M6 duoc cho vao chit dém GUS qua dém sau d6 dugc tdy trang

trong rugu va kiém tra sy biéu hién.

Ché phim dém GUS cho 100ml dugc néu dudi déy;

Chét dém kali phosphat (0,2M): 50ml

Triton X-100 (0,1%): 10ml

Kali ferixyanua (S0mM): 2ml

Kali feroxyanua (50mM): 2ml

Metanol: 20ml

X-Gluc (50mg/ml): 1ml

D/W: 15ml

Fig. 2 12 anh thé hién su biéu hién GUS dugc diéu khién boi trinh ty khoi dau p2
& lia gao va bong. Nhu dugc thé hién trong Fig. 2, sy biéu hién GUS 6n dinh v& mit
chét luong & cay laa p2 pMDC p2-4 va pMDC p2-8 c6 thé quan sat dugce & cac mo khac
nhau nhu 14, ré, hat, may duéi va 14 bic trén & lua gao. O bong, su biéu hién GUS 6n
dinh & ciy boéng p2 CT/pMDC p2-1B ¢6 thé quan sat dugc & md 14 va mo ré.

Fig. 3 12 4nh thé hién sy bidu hién GUS hoa mé én dinh vé chit lugng & cay T1 p2
Arabidopsis pMDC p2-I-1, quan sat dugc su biéu hién cu thé 13 trong r& manh hon so
v6i md 14 va md than. Fig. 8 thé hién su biéu hién GUS & cay T3,

Nhu duoc thé hién trong Fig. 2, Fig. 3, va Fig. 8, ¢o thé suy ra rang trinh tu khoi
dau p2 (SEQ ID NO: 1) diéu khién biéu hién ctia GUS theo cach co dinh va khong déc
hiéu md, méc du su biéu hién trong ré dudng nhu 13 cao hon trong cdc md khic. Su dinh
luong vé hoat tinh GUS dugc thyc hién bang thir nghiém huynh quang dugc md ta trong
Jefferson et al., 1987 (Jefferson et al., 1987, EMBOJ., 6, 3901-3907) va Gallagher, 1992
(Gallagher, S.R. (1992) Academic Press, Inc., New York, pp. 47-59).

Chét chiét mé cay: 100mg md 14 duge nghién trong 200u1 chét dém chiét trong
éng vi ly tAm. Sau d6, m6 14 dugce ly tdm & tdc d6 12000vong/phut trong 15 phut & 40°C
@& 1oai bd vun té bao. Dich ndi dugc chuyén sang bng méi.

Thir nghiém MUG: 20pul chét ddng nhét (khoang ug protein) dugc tron véi 80 ul
chat dém thir nghiém GUS. Hdn hop dugce cudn xody va dugc t & 37°C trong 30 phit
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va 60 phut trong bdn nude. 211 mdi hdn hgp phan Gng va cua mdi chét chudn MU duge
tron v6i 475u1 chat dém ngimg phéan tng. 200u1 trong hdn hop thu dugc tir bude trén
dugc nap theo cach ldp lai hai 14n trong dia vi chuén va sy phat huynh quang dugc xac
dinh, kich thich & 365nm va phét xa & 444nm).

Tinh toan hoat tinh GUS:

pmol MU/pg protein/phut = (pmol MU/ giéng)/0,5 pg protein x phut thir nghiém

Thanh phan cta chit dém:

Chét dém chiét: 50mM NaP04 pH 7,0, 10mM EDTA, 0,1% Triton X-100, 0,1%
natri lauryl sarcosin, 10mM B-mercaptoetanol. Dugc bdo quan ¢ 40°C

Chét dém thtt nghiém GUS: 2mM chét dém chiét MUG (10ml hén hop dung dich
thir nghiém MUG 8,8mg trong chét dém chiét) dugc chuidn bi méi ngay trudce khi st
dung.

Dung dich gbc hidu chinh MU dam déc: trén 9,9 mg trong 50ml D/W dé diéu ché
1mM dung dich gbc MU. D¢ pha loang 1:10 dugc chudn bi dé thu dugc 100pM dung
dich gbc MU va do pha loang 1:50 dé thu duoc 20 pM dung dich gbe.

pé 1ap duong cong chuén, cac do pha loang sau ddy duoc st dung: 0, 4, 8, 12, 20,
40, 100, 250, va 500 pmol MU.

Chét dém ngimg phan Gng: 200mM Na,COs3 d6 pH 11,2 (21,2 gm/L).

Thir nghiém dugc thuc hién trén md 14 chuyén gen. Bang 2 thé hién két qua dinh

lugng GUS MU cdy lia gao p2- 8A (mo 14).

Béang 2
< - Nong do —
i pmolgiéne | 10 Lt | chuin
1 Kiéu dai 0,26184 1,7456 0,2635
2 | GUS tréng 3,1583 21,0553 4,57
3 | p2:GUS 452,28 3015.2 120,01
4 |35S:GUS 750 5000 117,87

Cung v6i 2 dong vo tinh cia cdy p2-8 (p2-8A va p2-8B) cac cay p2-4 va p2-6 tu
lta gao va mot dong tir bong CT/pMDC p2-1B (la PCR duong tinh vé su c6 mit cla
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trinh ty khéi ddu p2 va dinh tinh héa mdé GUS duong tinh) dugc sang loc vé su biéu hién

GUS dinh luong.

Trong s6 ba cay lia gao p2-8 thé hién su biéu hién t6t nhét va cay bong cling thé

hién gié tri dinh lugng GUS gan véi cay p2-8,

Gié tri dinh lugng theo pmol MU/pg protein/phut: Kiéu dai (1,7456), GUS tréng
(21,0553), cdy la gao - p2-8A (3015,2), p2-4B (185.33), p2-6B( 61,97), cdy bong - p2-
IB (2484,5) va 35S::GUS (5000).

Fig. 4 1a db thi ctia s6 liéu nhu dugc néu trong bang 2. T bang 2, va Fig. 4, ¢ thé
suy ra ring trinh ty khéi ddu p2 (SEQ ID NO: 1) ¢6 thé diéu khién sw biéu hién cia GUS
1&n dén 60% so v6i mirc bidu hién GUS duoc didu khién béi trinh tw khéi dau co dinh

35S.

Vi du 6: Phén tich trinh tu khoi dAu bang co sé dit licu yéu t6 ADN diéu hoa tac dong
kiéu cis & cdy (PLACE)

Phan tich PLACE cung cép thong tin vé yéu tb diéu hoa Cis c6 mit trong trinh tur
khoi ddu p2. Cac motif tham gia vao dép tmg ap luc phi sinh hoc, vi tri gén két yéu t6
phién ma, tinh ddc hiéu md c¢6 mat trong trinh ty khoi dau p2 duge nghién cru thong
qua phan tich khuyét dé dat dugc hoat tinh mong mudn cua trinh tu khéi dau.

Phén tich ménh trinh tw khoi ddu p2 (SEQ ID NO: 1) bang cach sir dung co s& dix
liéu PLACE nhén biét cac motif dap ting &p luc va dac hiéu md khéac nhau trong trinh
tu trinh tu khéi dau p2, [Higo K et al., 1999, Nucleics acid Res.; 27(1):297-300; Omodele
et al., 2010, Computational Biology va Chemistry 34, 268-283]. Bang 3 dud¢i déy la
danh sach cac motif dugc xac dinh trong trinh ty khoi dau p2.

Bang 3: Danh sach céc motif x4c dinh dugc trong trinh ty khéi dau p2.

Bang 3
S . . .
x Motif Trinh tu Chtrc nang
mau

1. | -300 ELEMENT TGCAAAAG | S¥ phan giai protein dy tri
trong hat - bi€u hi¢n ndi nhii

2. | ABRELATERDI1 ACGTG Tao su khir nudce

ACGTABOX TACGTA G#n két bZIP TF
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SS Motif Trinh ty Chirc nang
mau
4. | ACGTATERDI ACGT Tao sy khit nuée
Biéu hién alpha-amylaza
5. | AMYBOX2 TATCCAT Amy3D khi thidu dudng
AGCAGC
6. | ANAERO2CONSENSUS Con dudng 1én men
7 | ARFAT TGTCTC Y; tri gén két cho yéu to dap
ng auxin
yéu 6 gin lgét ARRI hoat
8. | ARRIAT AGATT déng nhu yéu to hoat hoa
phién ma
9. | ASFIMOTIFCAMV TGACG Yéu tb dap ung phong vé
10. | BIHD10S TGTCA Yeu 10 phién ma tham gia
vao dap ing khang bénh
11. | BOXIINTPATPB ATAGAA Khoi ddu phién ma
Chét hoat héa phién mi cla
12. | BOXLCOREDCPAL ACCTTCC gen phenylalanin ammoniac
lyaza
13. | CAATBOX1 CAAT Tao tinh dac hiéu mo
Su biéu hién cta gen dic
14. | CACTFTPPCALI TACT,CACT hiéu thit 14 trong ciy C4
Diéu hoa su biéu hién cia
15. | CARGNCAT SEQ ID NO: 5 gen md héa enzym tham gia
vao su chuyén héa giberelin.
Su chon loc vi tri ggﬁn két cho
16. | CARGCWS8GAT SEQ ID NO: 6 protein AGL15 mién MADS
cua cay
Yéu t6 phién mai lién quan
AACAATCT § ia Vva
17. | CCAIATLHCBI ¢ den myb tham gia vao su
diéu hoa sac to thuc vat cua
gen Lheb ctia Arabidopsis
18. | CCAATBOXI1 CCAAT Tao tinh déc hi¢u mo
19. | CIACADIANLELHC SEQIDNO:7 | Biéu hién mot 1an mot ngay
L&i cia CuRE (yéu t6 dap
20. | CURECORECR GTAC Umg dong) tham gia vao déap
ing oxy
71 | DOFCOREZM \AAG Yéu t6 phién ma tham gia

vao su chuyén hoa cacbon
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50 Motif Trinh tu Chirc ning
mau
ACACAAG/ Dic hiéu md
22. | DPBFCOREDCDC3 AGCAGCCG
CAAGTG/ Dic hiéu mo
CATGTG/CAA
23. | EBOXBNNAPA ATG/
CAGCTG/CACC
TG/CAATTG
GACTTTC/ Vi tri gin két cia yéu td
24. | EECCRCAHI GATTTGC/ phién ma Myb
GATTTGC
25. | ELRECOREPCRPI TTGACC Yéu to dép ung chat kich
khang thuc vat
26. | GATABOX GATA Dic hiéu mb
GATAAT/GAA
AAT/ dung chiu mudi
27. | GTICONSENUS '
GATAAA/GAA | va tuong tac phét sinh bénh
AAA
dung(ﬂnurnuéivétuongtéc
28. | GTICORE GGTTAA phat sinh bénh
29. | GTIGMSCAM4 GAAAAA dung chjumuoi =
, va tuong tac phét sinh bénh
30. | GTGANTG10 GTGA Biéu hién dic hiéu hat phan
Tin hi€u yéu td phién ma
31. | HDZIP2ATATHB2 TAATAATTA |trong sy hinh thanh hinh
dang cay
Nguoc huéng trinh tu bao
32. | IBOXCORE GATAA toan cua gen dugc dicu hoa
béi &nh séng
33. | INRNTPSADB CTCATTTC Yéu t6 khoi dau
T . .
34. | LECPLEACS2 TAAAATA Dip tmg phong v¢
35. | MYBSTI, TAACCA Yéu té dap ung su khir nuée
TGT
36. | MYCATERDI CATGIG Tao tinh dic hiéu mo
CAAGTG/CAT e i n
37. | MYCCONSENSUSAT GTIG/CAGCTG Tao tinh dac hi€éu mo
38. | NODCON1GM AAAGAT Dic hidu nbt sdn
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50 Motif Trinh tu Chtre ning

mau

39. | NODCON2GM CTCTT Dic hiéu ndt sin

40. | NTBBF1ARROLB, ACTTTA Dic hiéu md

41 | OSEIROOTNODULE AAAGAT Yéu t6 ddc hiéu co quan

42. | PIBS GAATATAC Dap tng thiéu phosphat

43. | POLASIGI AATAAA Z;; hi¢u poly (A) ddc hiéu

44. | POLLENILELATS2, AGAAA hoat hoa dic hiéu hat phén

ACTCAT yéu té dap tmg giam ndng do

45. | PREATPRODH tham thiu

46. | PRECONSCRHSP70A | SEQIDNO:g | Lo 10 ddp ung lap the hoat
dong nhu trinh ty ting cudng

47. | RAVIAAT CAACA Dic hiéu md
Biéu hién gen ma hoa

48. | RBCSCONSENSUS AATCCAA ribuloza-1,5-bisphosphat
carboxylaza

49, | ROOTMOTIFTAPOX1 | ATATT Dic hiéu md

50. | RYREPEATBNNAPA CATGCA Biéu hién dic hiéu hat

51. | SIFBOXSORPSI1L21 ATGGTA Ma hoa protein ribosom

52. | SIFSORPL21 ATGGTATT fﬁj hda protein ribosom lap

53. | SEF4AMOTIFGMTS ATTTTTG Protein du trit trong hat

54. | SORLIPIAT GCCAC Dic hiéu mb
Diéu vkhién su didu hﬁba su

55. | SURE2STPAT21 AATACTAAT | chuyén héa va phat trién ctia
gen protein luu trix

56. | SURECOREATSULTRI11 | GAGAC Daép tng thiéu hut luu huynh

57. | TAAAGSTKST1 TAAAG Su bieu hién gen ddc hicu te
bao bao vé

58. | TATABOX2 TATAAAT Su khéi ddu chinh x4c

TTAAT khoi dau chinh x4

50 | TATABOX3 TA Su khaoi dau chinh xéc

60. | TATABOXS5 TTATTT Su khéi ddu chinh xac

61. | TATABOXOSPAL TATTTAA yéu t6 gan két ADN

62. | TATCCAOSAMY TATCCA Diéu hoa dudng va hormon
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50 Motif Trinh tu Chtre nang
mau
63, TATCCAYMOTIFOSRA TATCCAT Uc ché duong
MY3D
Chat didu bién qué trinh
ACTTTG X
64. | TBOXATGAPB phién ma dugc hoat hoa bang
anh sang
65. | TGACGTVMAMY TGACGT Biéu hién dic hiéu hat
66. | WBOXATNPRI TTTGACC Yeu (0 phién ma tham gia
vao cac ap luc tr moi trudng
TGACT yéu t& dap tng su tGc ché
67. | WBOXHVISO1 duong
68. | WBOXNTERF3 TGACC/TGACT | bap ting phong vé
h. Ao
69. | WRKY7108S TGAC dung ehju muoi =~
vatuong tac phat sinh bénh

Vi du 7: Phan tich khuyét trinh tw khoi dau p2

Pé mo ta dic diém hoat tinh trinh tu khoi diu p2, phan tich khuyét duge thyc hién.
2 cAu trie khuyét khac nhau dugc tao ra, cu thé 13, p2A1 (SEQ ID NO: 9), va p2A2 (SEQ
ID NO: 10). Hai trinh tu khoi du khuyét duge tach dong trong vecto biéu hién pMDC,
thu duoc tir Agrobacterium chung EHA 105 (EHA pMDC p2 Al va EHA pMDC p2 A2)

dé bién nap & cdy. Trinh ty trinh ty khoéi d4u va nhanh chéng xac dinh dugc bang cach

giai trinh ty.

Didu kién PCR duoc str dung dé tao ra manh p2A1 duge néu dudi ddy trong bang

4, bd mdi xudi va mdi nguoc dugc st dung dé khuéch dai SEQ ID NO: 9 1a nhu néu

trong SEQ ID NO: 11, va SEQ ID NO: 12 tuong ung.

Bang 4
Budc PCR Nhiét do (°C) Thoi gian (gidy) S6 chu ky
Bién tinh ban dau 95 300 1
Bién tinh 94 30 40
Ghép 51 30
Kéo dai 72 20
Kéo dai cubi ciing 72 600
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Didu kién PCR dugce st dung dé tao ra manh p2A2 duge néu dudi day trong bang

5. B mdi xudi va mdi nguge dugc sir dung dé khuéch dai SEQ ID NO: 10 1a nhu néu

trong SEQ ID NO: 13, va SEQ ID NO: 14 tuong Gng.

Bang 5
Buéc PCR Nhiét d6 (°C) | Thoi gian (gidy) S6 chu ky
Bién tinh ban déu 95 300 1
Bién tinh 94 30 40
Ghép 50 30
Kéo dai 72 60
Kéo dai cubi cing 72 600

Bang 6 dudi day 1a két qua phan tich motif didu hoa cis (PLACE) ctia manh khuyét

p2Al.
Béang 6
S6 | Tényéutd | Vitrd | Trinh ty tin | Chirc ning
Sr. | hoac vi tri hiéu
1 | GTGANT | 5(+) GTGA | bic hiéu hat phin
G10
2 | SURECOR| 7(+) | GAGAC |Lgicua yéutd dap Gmg luu huynh
EATSULT
R11
3 | CAATBO | 27 (+) CAAT T}rinh tu chiu trach nhi€ém vé hoat tinh khai
X1 dau dac I}iéu md cla gen legumin dau ha
lan & thuodc 14
4 | POLASIG | 28 (+) | AATAAT | Tin hi¢u polyA cua cdy
3
5 | RAVIAA | 36 (+) | CAACA | Gan két trinh ty lién tng clia yéu t6 phién
T ma Arabidopsis, RAV1/ Muc biéu hién ctia
RAV1 kh4 cao trong 14 va than hoa hong
6 | DPBFCOR | 38 (+) | ACACNN | Nhém ),/éu :[6 phién mé& bZIP m&i, DPBF-1
EDCDC3 G va 2 (yeu to gan ket trinh ty khoi dau De3-
1 va 2) lién k&t trinh tu 161; Duoc tim thay
trong ca rot (D.c.) trinh ty khédi dau Dc3; su
biéu hién C}’la Dc3 thuong dac hig¢u phoi, va
cling c6 thé dugc cam Ung bdi ABA
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7 | LTRECOR | 42 (+) | CCGAC |Lsi cua yéu t6 dap tng nhiét do thap
EATCORI1 (LTRE) ctia gen corlSa trong Arabidopsis
5 /mot ph?m cua doan 1dp lai C (doan ldp lai
C), TGGCCGAC, l3p lai hai 1an trong trinh
tu khoi dau corl3a.
8 | PRECONS | 42 (+) | SCGAYN | Trinh tu lién ing cta PRE (yéu t dép tng
CRHSP70 RNNNNN |lap thé) trong trinh ty khéi diu cha
A NNNNNN | HSP70A trong Chlamydomonas; Tham gia
NNNNHD | vao su cam tng gen HSP70A béi MgProto
va 4nh sang.
9 | DOFCOR | 54(+) | AAAG |Vi tri 16i cdn dé gin két protein Dof &
EZM ngd/bdn cADNA mai héa cic protein Dof,
Dofl, Dof2, Dof3 va PBF, dugc phan 1ap
tir ngd; PBF 1a protein Dof ddc hi¢u ndi nhti
lién két v6i hop prolamin
10 | CACTFTP | 78 (+) | YACT | md-dun biéu hién & thit 14 1/ duge tim thay
PCA1l trong yéu td diéu hoa cis trong ving xa cia
phosphoenolpyruvat carboxylaza (ppcAl)
ctia cdy hai 14 mam C4
11 | MYBPLA | 85 (+) | MACCWA | Vi tri gén két MYB ctia cdy
NT MC
12 | INRNTPS | 102 | YTCANT |yéu t khéi ddu (Inr) dugc tim thy trong
ADB +) YY trinh tu khoi ddu psaDb thube 14 khong c6
hop TATA,; Sy phién ma dap ing v6i dnh
sang cta psaDb phu thudc vao Inr, nhugn
| khong phu thude vao hop TATA;
13 | TATABO 112 | TATAAAT | “hdop TATA”; hop TATA dugc tim thy
X2 (+) trong vung nguoc hudng 5' cla gen legA
dau ha lan; sporamin A cua khoai lang; hop
TATA dugc tim thiy trong trinh tu khéi
dau beta-phaseolin(Grace et al.); trinh tu va
su gidn cach cua yéu t& hop TATA quan
trong cho sy khoi ddu chinh xéc.
14 | CCAIATL | 119 | AAMAAT | vi tri gin két CCAL; protein CCA1 (myb-
HCBI1 (+) CT yéu t6 phién mai lién quan dén) tuong tac
véi hai doan 1ap khong hoan héo cua
AAMAATCT trong gen Lhcb1*3 cua
Arabidopsis thaliana Lién quan dén su didu
hoa béi séc td thuc vat.
15 | CAATBO 121 CAAT | trinh tu lién tng trinh tu khoi ddu CAAT”
X1 (+) dugc tim thdy trong gen legA cta dau ha

lan; CAAT; legA; hat; dau ha lan (Pisum
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sativum) Shirsat A, Wilford N, Croy R,
Boulter D

Trinh tuy chiu trdch nhiém cho hoat tinh
khé&i ddu dic hiéu mo ctia gen legumin dau
ha lan & thude 14

16 | SORLIP1 138 GCCAC | Mot trong “céc trinh tur biéu hién qua mirc
AT +) trong trinh ty khoi dau duge cam Ung baoi

anh sang (SORLIPs) trong Arabidopsis
17 | DOFCOR 152 | AAAG | Vitri15i cin d& gan két protein Dof ¢ ngd
EZM +) (Z.m.); protein Dof 1a protein gin két

ADN, c6 thé chi véi mot ngén tay kém, va
doc ddo voi cay

Bang 7 duéi day thé hién két qua phan tich motif diéu hoa cis (PLACE) clia manh

khuyét p2A2.
S6 | Tenyéutd | Vitri | Trinh tu tin Chtrc néng
Sr. | hodc vi tri hiéu
1 | RYREPEA | &(+) CATGCA | “Poan 1gp RY” duoc tim thdy trong hop
TBNNAP RY/G (phtrc hgp chtra hai doan ldp RY va
A hop G) clia gen napA trong Brassica
napus (Bn.); Dugc phét hién trong
khoang -78 va -50; CAn dé biéu hién dic
hiéu hat;
2 | DOFCOR | 24(+), AAAG | Vi trf 15i cAn @& gin két protein Dof &
EZM 29(+), ngd/Bén ¢cADN mi héa céc protein Dof,
149(+), Dofl, Dof2, Dof3 va PBF, dugc phan lap
384(+), tir ngd; PBF 1a protein Dof dic hiéu ndi
480(+), nhii lién két v6i hop prolamin
514(+),
587(+),
592(+),
626(+),
675(+),
773 (+)
POLLENI | 26(+), AGAAA | Mbt trong hai yéu t6 diéu hoa phu thude
LELATS2 | 478(+), ddng thoi chiu trach nhiém hat phén hoat
589(+) hoa dic hiéu cua gen (L.e.) lat52 & ca chua
4 | MYBST1 | 32(+) GGATA | Motif 15i cta vi tri gin két MybStl (thé

twong ddong MYB khoai tdy); dong
MybStl cDNA dugc phan lap bang cach
sir dung mién A cua khoi ddu CaMV 35S
lam mau do (Baranowskij et al. 1994)
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GATABO
X

33(+),
107(+),
279(+),
411(+),
552 (+)
560(+)

GATA

“Hop GATA”; motif GATA trong trinh tu
khoi ddu CaMV 358S; Lién két véi ASF-2;
Ba doan lap hop GATA dugc tim thiy
trong trinh tu khéi du ctia Cay thude 14
canh (P.h.) protein lién két diép luc t a/b,
gen Cab22; Can dé biéu hién & muc cao,
duoc didu hoa nho anh séng, va dic hiéu
md; Puoc bao toan trong trinh tu khéi dau
cta tit ca gen Cab LHCII kiéu I;

GT1CONS
ENUS

33(+),
279(+),
524(+),
560(+)

GRWAA

vi tri gén két GT-1 lién tng trong nhiéu
gen duoc didu hoa boi anh sang, vi du,
RBCS tir nhidu loai, PHYA tir yén mach
va laa gao, RCA va PETA rau bina, va
CHS15 dau; R=A/G; W=A/T; D¢ bién
soan, cac yéu té GT va nhan t6 lién quan,
xem Villain et al. (1996); GT-1 ¢6 thé lam
bn dinh phtrc hop TFIIA-TBP-DNA (Hop
TATA); Co ché hoat héa ciia GT-1 c6 thé
dat dugc thong qua sy tuong tac truc tlep
guIa TFIIA va GT-1; viéc gin két yéu to
giong GT-1 véi PR—la

Trinh tu khéi ddu tac dong dén muc do su
biéu hién gen cam mg bdi SA.

IBOXCOR
E

33(+),
107(+),
279(+),
560(+)

GATAA

“Hop I’; “Hop - I’; Ngugce hudng trinh ty
béo toan cia gen dugc diéu hoa boi dnh
sang cua ca cdy mot 1a mam va cdy hai 1a
mam;

ASFIMOT
[FCAMV

57(+)

TGACG

“vi tri gén két ASF-1” trong trinh tu khéi
diu CaMV 35S; ASF-1 lién két v6i hai
Motif TGACG; (AS1); Duge tim thiy
trong vi tri gén két HBP-1 ciia gen histon
H3 laa mi; Motif TGACG duoc tim thdy
trong nhiéu trinh tu khéi du va tham gia
vao su hoat hoa dich ma cua nhiéu gen
bing auxin va/hoic axit salixylic

TGACGT
VMAMY

57(+)

TGACGT

“motif TGACGT “ dugc tim thiy trong
trinh tu khoi ddua Ipha-Amylaza (Amy)
Vigna mungo (V.m.); Puoc nam gitra -
128 va -123; Can dé biéu hién muc cao
alpha-Amylaza trong 14 mam cta hat da
nay mam;

10

WRKY71
OS

57(+),
318 (+)

TGAC

“Loi cua TGAC chira hop W cua, vi du,
trinh ty khoi ddu Amy32b ; Vi tri gén két
cia WRKY71 laa gao, chét Grc ché phién
ma cia con dudng truyén tin hiéu
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giberelin; protein WRKY mui téy lién két
dac hiéu voi TGAC chua yeu t6 hop W
trong nhém 10 lién quan dén sy phat sinh
bénh (PR-10) genes (Eulgem et al., 1999)

11 | ABRELAT | 59(+) | ACGTG | Trinh tu gidng ABRE (tir -199 dén -195)
ERD1 can dé sy biéu hién dugc cam tng béi su
ua vang cua erd1 (dép rng sém véi su mat
nudc) & Arabidopsis;
12 | ACGTAT | 59(+), ACGT | trinh tw ACGT (tir -155 dén -152) can cho
ERD1 201(+), su dé biéu hién dugc cam Gng boi sy va
449(+), vang cda erdl (dép ung sém voi su mat
555(+) nudc) & Arabidopsis
13 | MYBCOR | 68(+) | CNGTTR | Vi tri gén két cho tat ca MYB dong vét va
E it nhit hai protein MYB thuc vat la
ATMYB1 va ATMYB2, déu dugc phan
lap tir Arabidopsis; ATMYB2 tham gia
vao viéc didu hoa gen dap tng véi 4p luc
nuéc & Arabidopsis; protein MYB
(MYB.Ph3) cay thube 14 canh tham gia
vao viéc didu hoa qua trinh sinh téng hop
flavonoit (Solano et al.)
14 | CACTFTP | 80(+), YACT | Mo-dun biéu hién & thit 14 1/ duge tim
PCAl 69(+), thiy trong yéu t6 diéu hoa cis trong ving
307(+), xa cua phosphoenolpyruvat carboxylaza
17(+), (ppcAl) cta cay hai 14 mam C4
699(+)
15 | HDZIP2A | 83(+) | TAATMA | Vi tri gin két cta gen hop can bing
TATHB2 TTA Arabidopsis (A.T.) (ATHB- 2) duogc tim
thay trong trinh tu khoi diu cia né; Puoc
nam gitta -72 va -80; Tuong tu voéi trinh
tu lién tng lién két HD-ZIP-2; ATHB-2
duoc didu hoa bang tin hiéu 4nh sang ma
¢6 chuc nang nhu yéu t6 ty didu hoa
nghich cua gen cta n6; M=C/A;
16 | POLASIG | 84(+), | AATAAT | “Tin higu polyA thuc vat”; Trinh tw lién
3 423(+), ung cho cay.
649(+)
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17 | REMOTIF | 92(+), | ATATT |Motif dugc phat hién ca trong trinh tu
TAPOX1 | 206(+), khéi dau cia rolD; Elmayan T, Tepfer M
259(+), Danh gia ¢ thudc 14 vé tinh dic hiéu co
269(+), quan va do bén ctia trinh tw khéi dau rolD,
298(+), mién A cua trinh tu khoi ddu 35S va trinh
333(+), tu khoi diu 355872 Transgenic Res 4:388-
364(+), 396 (1995)
412(+),
506(+)
18 | INRNTPS | 97(+), | YTCANT | Yéu té Inr (yéu t6 khéi dau)” dugc tim
ADB 723(+) YY thy trong trinh tu khoi dau psaDb thube
14 khong chtta hop TATA; su phién ma
dép Ung v6i anh sang cua psaDb phu
thudc vao Inr, khong phu thudc vao hop
TATA.
19 | CAATBO | 99(+), CAAT Céc trinh tu chiu trach nhiém hoat tinh
X1 400(+), khoi dau dic hiéu mé cua gen legumin
499(+), d4au ha lan & thubc 14
648(+),
742 (+)
20 | POLASIG | 117(+), | AATAAA | “Tin hiéu PolyA”; tin hi€u poly A duoc
1 188(+), tim thiy trong gen legA cua dau ha lan,
264(+), alpha-amylaza lga gao; -10 dén -30 trong
484 (+) trudng hop gen cua dong vat. Céac yéu to
nguoc chiéu gin d6 (NUE) trong
Arabidopsis (Loke et al. 2005)
21 | EBOXBN | 175(+), | CANNTG | Hop E cta gen du trit protein napA cua
NAPA 499(+) Brassica napus
22 | MYCONS | 175(+), | CANNTG | vi tri nhan dién MYC duoc tim théy trong
ENSUSAT | 499(+) trinh ty khéi dau cua gen dap ing sy mét
nuGe-rd22 va nhidu gen khic &
Arabidopsis; Vi tri gén két cia trinh tu
nhén dién ATMYC2/ MYC trong trinh tu
khéi ddu CBF3; Vi tri gén két cna ICE1
(tac nhan gy cam tUng su biéu hién CBF
1) diéu hoa sy phién mid cua gen
CBF/DREB1 trong didu kién lanh &
Arabidopsis; ICE1 (Chinnusamy et al.,
2004) ;)
23 | GTGANT | 178(+), GTGA | “motif GTGA” dwoc tim thdy trong trinh
G10 545(+) tu khoi ddu cta thube 14 (N.t.) gen hat

phin mudn g10 thé hién su thé twong
dong vai pectat lyaza va 1a the tuong dong
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gia dinh cua gen ca chua lat56; duoc nam
gifta -96 va -93

24

ACGTAB
(0),¢

200 (+)

TACGTA

“Hop A” theo danh phap ciia yéu td
ACGT cua Foster et al. (FASEB J 8:192-
200 (1994)); mdt trong cac yéu tb ACGT;

Pugc tim thiy trong gen ocs; vi tri gén két
RITA-1 (Izawa et al. 1994); “motif G” bdi
Toyofuku et al. (1998); motif G va motif
TATCCAY (motif GATA 1a trinh ty dbi
nghia clia no; chiu trach nhiém uc ché
duong (Toyofuku et al. 1998)

25

SEF4AMOT
IFGMT7S

228 (+)

“vitri gén két SEF4”; trinh ty lién (img d4u
nanh (G.m.) dugc tim thiy trong ving
ngugc hudéng 5' (-199) cua gen beta-
conglyxinin (7S globulin) (Gmgl7,1);
“Lién két v6i SEF4 (yéu té phdi dau nanh
4)”; R=A/G; dau nanh; hat; protein luu
gitt; 7S; globulin; beta-conglyxinin;

26

ARRIAT

233(+),
238(+),
433(+),
519(+),
567(+),
572(+),
602 (+)

NGATT

“yéu t§ gin két ARR” dugc tim thay trong
Arabidopsis; ARR1 14 chét diéu hoa déap
tng; N=G/A/C/T; AGATT dugc tim thdy
trong trinh tu khoi diu cia lua gao gen
haemoglobin-2 (NSHB) khong cdng sinh
(Ross et al., 2004)

27

TATABO
X5

242(+),
428(+)

TTATTT

“Hop TATA”; Hop TATA duoc tim thiy
trong vung ngugc hudéng 5° cua gen
glutamin synthetaza ddu ha lan (Pisum
sativum); yéu t& TATA chirc ning bing
phén tich in vivo

28

TATABO
XOSPAL

243(+),
270(+)

TATTTAA

Vi trf gén két cho OsTBP2, dugc tim thdy
trong trinh ty khai dau cia gen pal lta gao
md hoa phenylalanin amoniac-lyaza;
OsTFIIB kich thich hoat tinh lién két va
ubn cong ADN ciia OsTBP2 va su phién
md qua trung gian OsTBP2 dugc ting
cudng hiép dong tir trinh ty khéi du pal

29

S1FBOXS
ORPSIL21

252(+)

ATGGTA

“Hop S1F” duogc bdo toan trong ca cac
gen RPS1 va RPL21 rau bina (S.0.) mi
héa protein ribosom lap thé S1 va L21,
tuong Gng; Yéu td &m; Co thé dong vai tro
trong viéc diéu hoa giam hoat tinh trinh tu
khéi ddu RPS1 va

RPL21 (Lagrange et al., 1993);
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30

TATABO
X3

260(+),
299(+),
334(+),

365(+)

TATTAAT

“Hop TATA”; Hop TATA dugc tim thiy
trong vung nguoc hudéng 5° cua gen
sporamin A khoai lang

31

PRECONS
CRHSP70
A

2779+),

663(+)

SCGAYN
RNNNNN
NNNNNN
NNNNHD

Trinh tu lién tng cuaPRE (yéu t6 dap ung
lap thé) trong trinh tw khéi diu cia
HSP70A trong Chlamydomonas; Tham
gia vao sy cdm ung gen HSP70A bd1 ca
MgProto va anh séng.

32

NTBBFIA
RROLB

308(+)

ACTTTA

Vi trf gin két NtBBFI(protein Dof tir
thudc 1a) trong gen rolB Agrobacterium
rhizogenes (A.r.); Pugc tim thdy trong
mién diéu hoa B (-341to -306); Can cho su
biéu hién dic hiu mé va cam ng auxin;
rolB; Dof; auxin; mién B; r&; chdi; mo
phéan sinh; mach;

33

WBOXAT
NPR1

317(+)

TTGAC

“Hop W” dugce tim thdy trong trinh tu
khoi ddu cta gen NPRI1 Arabidopsis
thaliana (At.) ; Pugc nam gitta +70 va
+79 lién tiép; Chung dugc nhan dién dic
hiéu boi Protein gan két AND WRKY
dugc cam Ung boi axit salixylic (SA);

34

CURECO
RECR

341(+)

GTAC

GTAC la 15i cia CuRE (yéu t6 dap ung
ddng) duoc tim thiy trong cic gen Cyc6
va Cpxl trong Chlamydomonas; cling
tham gia vao dap Umg oxy cua cic gen
nay;

35

CARGNC
AT

344(+)

CCWWW
WWWW
WGG

Motif CArG khong tiéu chudn (CC-Wx8-
GG) dugc tim thiy trong ving trinh tu
khéi diu ctia DTAL (AtGA20x6); Yéu tb
cis thich hop dé dap ung véi AGLIS
(glong AGAMOUS 15) in vivo / protein
mién MADS phoi glong AGAMOUS 15
truc tiép diéu hoa su biéu hién ciia gen ma
héa enzym tham gia vao su chuyén hoa
giberelin.

Plant Cell 16:1206-1219 (2004

36

CARGCW
8GAT

345(+)

CWWWW
WWWWG

Bién thé ctia motif CArG véi 16i giau A/T
dai hon; Vi trf gén két cho AGL15 (gidng
AGAMOUS 15); W=A/T; CArG;
AGL15; AGAMOUS; MADS;
Arabidopsis thaliana Tang W, Perry SE.
Binding site selection for plant MADS
domain protein AGL15: an in vitro and in
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vivo. J Biol Chem.278:28154-28159

(2003)

37

LECPLEA
CS2

360(+)

TAAAAT
AT

Yéu t6 161 trong yéu t6 cis lién két LeCp
(Cys proteaza ca chua) (tr -715 to -675)
trong gen LeAcs2; Xxystein proteaza;
etylen; xylanaza; ACS; Lycopersicon
esculentum (ca chua) Matarasso N,
Schuster S, Avni A.

Xystein proteaza cia cdy c6 chirc nang
kép 1am yéu t6 didu hoa cla sy biéu hién
gen axit l-aminoxyclopropan-1-
carboxylic synthaza. Plant Cell. 17: 1205-
1216. (2005)

38

TATABO
X2

374(+),
733(+)

TATAAA

“Hop TATA”; Hop TATA dugc tim thdy
trong vung nguoc hudng 5° cia legA dau
ha lan; sporamin A cua khoai lang; Hop
TATA duoc tim thdy trong trinh ty khdi
dAu beta-phaseolin (Grace et al.); trinh tur
va khoang cach cua yéu t6 hop TATA
quan trong cho khéi ddu chinh x4c.

39

TAAAGS
TKST1

383(+)

TAAAG

motif TAAAG dugc tim thiy trong trinh
tr khoi ddu cia gen KST1 Solanum
tuberosum (S.t.); Vi trf dich cho biéu hién
gen didc hiéu t& bao bao vé kiém soat
protein StDofl tic dong trans; gen KST1
ma hoa kénh dong vao K+ ciia té bao bao
\(

40

AMYBOX

452(+)

TATCCAT

2. ¢

“hop amylaza”; “yéu t6 amylaza”; Trinh
tu bao toan dwoc tim thdy trong ving
nguoc hudéng 5° cua gen alpha-amylaza
cia lda gao, lda mi, lda mach; “hdp
amylaza” (Huang et al. 1990); “yéu to
amylaza” (Hwang et al., 1998); ba yéu td
cis cin d& biéu hién alpha-amylaza
Amy3D lta gao khi thiéu duong Plant
Mol Biol 36:331-341 (1998)

41

TATCCA
YMOTIFO
SRAMY3
D

452(+)

TATCCA
Y

“motif TATCCAY” dugc tim thiy trong
laa gao (O.s.) RAmy3D alpha-amylaza
trinh ty khéi dau; Y=T/C; motif GATA la
trinh tw d6i nghia cta nd; motif
TATCCAY va motif G chiu trdch nhiém
trc ché duong (Toyofuku et al. 1998);

42

TATCCA
OSAMY

452(+)

TATCCA

Yéu t6 “TATCCA” dugc tim thiy trong
trinh ty khoi dau alpha-amylaza cua lua
gao (0.s.) & vi tri ca.90 dén 50bp ngugc
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hudng cia vi tri khéi dau phién ma; Vi tri
gin két cia OsMYBSI, OsMYBS2 va
OsMYBS3 diéu tiét sy diéu hoa dudng va
hormon ctia sy biéu hién gen alpha-
amylaza;

43

MYBIAT

490(+)

WAACCA

vi tri nhan dién MYB dugc tim théy trong
trinh tu khéi ddu cta gen dap Ung su mét
nuéc rd22 va nhidu gen khic &
Arabidopsis; W=A/T;

44

300ELEM
ENT

510(+)

TGHAAA

Nguoc huéng cia trinh ty khéi dau tir gen
B-hordein cta lia mach va gen alpha-
gliadin, gamma-gliadin, va glutenin trong
lwong phén tir thap ctia la mi

45

NODCON
1GM

514(+)

AAAGAT

MOot trong hai trinh tu lién tng nodulin gia
dinh (NODCON2GM);nodulin Glycine
max (dau nanh) Sandal NN, Bojsen K,
Marcker KA.A ho nho cua gen dac hiéu
ndt sin tir dau nanh. Nucleic Acids Res.
15:1507-1519 (1987).

46

OSEIROO
TNODUL
E

514(+)

AAAGAT

M0ot trong cédc motif trinh ty lién Ung ctua
yéu t6 dic hidu co quan (OSE) dic trung
cla trinh tu khéi ddu dugc hoat hoa trong
té bao bi nhim cua ndt ré

47

BIHD10OS

538(+)

TGTCA

Vi tri gén két cia OsBIHDI1, yéu t6 phién
ma homeodomain cua lda gao BELL;
HD; homeodomain; Oryza sativa (lua
gao) Luo H, Song F, Goodman RM,
Zheng Z. Piéu hoa ting OsBIHDI1, gen
md hoa yéu t& phién mid BELL
homeodomain cta lua gao, trong dap tng
khang bénh. Plant Biol (Stuttg). 7: 459-
468 (2005).

48

EECCRCA
HI

603 (+)

GANTTN

“EEC”; motif lién tmg ctia hai yéu t6 trinh
tw tang cudng, EE-1 va EE-2, déu duoc
tim thdy trong ving trinh tu khéi déu cia
Chlamydomonas Cah1

(ma héa carbonic anhydraza quanh té bao
chit ); Vi tri gén két ciia yéu t6 phién ma
Myb LCRI1 (xem Yoshioka et al, 2004);
N=A/G/C/T;

49

SORLIP1
AT

608(+)
759(+)

GCCAC

Mot trong “céc trinh tu bidu hién qua murc
trong trinh tu khéi dau duge cdm g bdi
anh sang (SORLIPs) & Arabidopsis
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50 | SURECOR | 628(+) GAGAC | Li ciayéu t dap tmg luu huynh (SURE)
EATSULT dugc tim thiy trong trinh ty khoi dau cia
RI11 SULTRI;1 gen van chuyén sulfat i luc
cao & Arabidopsis
51 | RAVIAA | 657(+) | CAACA | Trinh tu lién tng gén két ctia yéu t6 phién
T ma Arabidopsis, RAV1/Mtc biéu hién
cia RAV1 kha cao trong 14 va than thé
hoa thi.
52 | DPBFCOR | 659(+) | ACACNN | Nhém yéu t6 phién ma bZIP méi, trinh tu
EDCDC3 G 15i gin két DPBF-1 va 2 (yéu t6 gin két
trinh tu khoi dau Dc3 1 va 2); Puge tim
thdy trong ca rdt (D.c.) trinh tw khoi dau
Dc3; su biéu hién Dc3 thudng dic hiéu
phoi, va cling ¢6 thé duoc cam tng boi
ABA.
53 | LTRECOR | 663(+) | CCGAC |L&i cia d6 yéu t& dap tng nhiét thip
EATCORI (LTRE) cua gen corl5a & Arabidopsis
5 /mot phén cua doan ldp C (doan ldp C),
TGGCCGAC, lap lai hai lan trong trinh tu
khéi dau corl3a.
54 | MYBPLA | 706 (+) | MACCWA | vi tri gan két MYB cua cay
NT MC
55 | CCAIATL | 740(+) | AAMAAT | vi tri gén két CCA1; protein CCA1 (yéu
HCB1 CT t6 phién ma lién quan dén myb. tuong tac
v6i hai doan 13p khong hoan héo cua
AAMAATCT trong gen Lhcb1*3 cua
Arabidopsis thaliana duoc lién quan dén
su diéu hoa boi séc td thuc vat.

Vi du 8: Bién nap cAu trac khuyét trong cdy trong mé hinh

Dé xac dinh hoat tinh cua hai ciu triic khuyét, pMDCAL, va pMDCA2, nhu dugc

md ta chi tiét & phan khac trong ban mé ta nay, thé bién nap pMDC p2Al1-1, pMDC

p2A2- 1 dwong tinh thu duge va dugc khing dinh bing PCR ciing nhu thitt nghiém hoa
mo6 GUS trong ca Arabidopsis (Fig. 6A, B), va lua gao (Fig. 16).

Su dinh lwong hoat tinh GUS trong miu 14 Iia bién nap (Fig. 16) cho thdy ring

hoat tinh trinh tu khéi ddu caa p2A1 hodc p2A2 thdp hon khoang 2-3 1an hoat tinh cua
trinh tu khoi ddu p2 hoan chinh (Fig. 14, va Fig. 15). Bang 8 va bang 9 dudi day thé
hién két qua dudi dang dd thi Fig. 14, va Fig. 15 tuong tng.
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Bang 8
Két qua thir nghiém MUG
M3 cay pMOI MU /pg | pMOIMU /pg | Trung binh Sai s6 chudn
protein/phut protein/phut
Déi ching EP 1,69 3,9 2,795 1,105
CaMV35S 25153,37 30980,18 28066,775 2913,405
p2A1-Exp.2-8B 987,76 1310,55 1149,155 161,395
p2A1-Exp.1-7B 694,69 948,23 821,46 126,77
p2A2-Exp.1-5A 581,49 790,14 685,815 104,325
p2A2-Exp.1-6B 3159,02 4307,244783 | 3733,132392 | 574,1123915
p2-8B-7-4 16074 2147,694913 | 1877,547456 | 270,1474565
p2-8A-15-9 3279,52 4287,926852 | 3783,723426 | 504,203426
Bang 9
Két qua thir nghiém MUG
Ma cay pMOI MU /pg | pMOIMU /pg | Trung binh SE
protein/phut protein/phut
Ddi ching EP 1324,06 2251,2 1787,63 463,57
Cay CaMV35S-T1 63433,07 82376,78 72904,925 | 9471,855
p2A1-Exp.2-8B 5772,9 8100,87 6936,885 1163,985
p2A1-Exp.1-7B 21325.24 29711,92 25518,58 4193,34
p2A2-Exp.1-5A 8335 10869,04 9602,02 1267,02
p2A2-Exp.1-6B 5848,89 7890,37 6869,63 1020,74
p2-8B-7-4 3577,43 4915.02 4246,225 668,795
p2-8A-15-9 59131,81 81472,72 70302,265 | 11170,455

Céc s lidu nay nhu da duoc thao luan & trén dé xuat ring trinh tw khoi dau p2 day

du c6 thé bao gdm trinh ty ndm ngugc chiéu vé phia céc cau tric khuyét, ho tro su bicu

hién cia gen quan tdm dugc lién két c6 diéu khién véi trinh ty khéi dau nay.

Vi du 9: Hoat tinh trinh tw khoi ddu p2 trong diéu kién 4p luc

Khi da x4c dinh dugc ring trinh tu khoi dau p2, va cac céu truc khuyét c6 thé didu

khién biéu hién ctia gen quan tim, GUS trong truong hop nay, dugc kiém tra v& trinh tu

khoi ddu c6 biéu hién hoat tinh khac nhau bét ky khi cé mit tAc nhan gy ap luc nhu

mudi, nude, hodc nhiét dd (néng/lanh) hay khong.

Trong hai ciy Arabidopsis chuyén gen khéc nhau mang trinh tu khéi dau p2 dugc
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lien két c6 didu khién v6i GUS, cdy giai doan ra hoa (48 ngay tudi), hodc chuyén gen
la gao duoc gay ap lue mubi (NaCl) ndng d6 150mM trong 2 gid va 5 gid twong tng.
Nhu dugc thé hién trong Fig. 9, trong Arabidopsis chuyén gen, su biéu hién GUS ting
1-2 1an khi tiép xtc v6i 4p luc mudi. Fig. 10 thé hién nhuém GUS héa mo dinh tinh &
cdy Arabidopsis dudi ap luc mudi. O cay laa gao chuyén gen, tir Fig. 11 va Fig. 12 ¢6
th8 thdy duoc rang 1a khoang su biéu hién GUS ting 1,3 14n theo thoi gian.

Arabidopsis chuyén gen mang trinh tu khoi dAu p2 ciing dugc cho tiép xic véi ap
luc nude bang cach khong tudi nuée cho ciy 45 ngay tudi. Trai nguoc v6i két qua thu
duoc trong thir nghiém 4p luc mudi, quan sat thdy rang ap lyc nudc dan dén viéc giam
murc GUS trong 14 dugc 14y méu sau 3, va 11 ngay (Fig. 13), nho d6 sy biéu hién chi bi
han ché & ré.

Cay lta gao chuyén gen mang trinh tur khéi du p2 duoc tiép xtic voi ap luc nhiét
d6 lanh (4°C trong 2 gi®). Su biéu hién GUS khong thay dbi. Cay ciing dugc tiép xtc
riéng r& véi ap luc nhiét (42°C trong 4 gid). Tuwong ty nhu 4p lyc lanh, thdm chi ca ap
Iyc nhiét, mtrc d bidu hién GUS khéng thay dbi.

Tém lai 1a cac sb liéu nay cho thdy ring trinh ty khéi dau tir bong, thé hién hoat
tinh co dinh & cac loai md khac nhau. Hon nita, trinh ty khéi dau nay ciing c¢6 vai trd &
céc cdy khac, nhu lta gao, va Arabidopsis. Hon nita, trinh ty khéi dau cling thé hién dap
ung khéc nhau véi 4p luc mudi, va 4p lyc nude, nhung khong bi dnh hudng béi nhiét
do6. Phan tich khuyét trong chu trac c6 thdy rang trong trinh tu khéi déu c6 céc yéu td
tham gia vao viéc ting cuong hoat tinh trinh tu khéi dau. Viéce dic trung hoa trinh tu
khoi dau nay cho phép str dung trinh tu khéi dAu dé tao ra cdy chuyén gen véi su biéu
hién khac loai cua gen quan tdm duogc lién két c6 diéu khién, ma sy biéu hién ciané co

thé trong md cdy, hodc cu thé 1a ré dé dép tmg v6i ap luc nude.
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YEU CAU BAO HO

1. Clu truc ADN chira trinh tu khoi dau c¢6 kha nédng diéu khién su bi€u hién ctia gen
khac loai can quan tdm dugc lién ket dicu khién duoc, trinh ty khoi dau nay duge chon

tir nhém bao gdm:
(a) ADN c¢6 trinh ty ADN nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 1; va

(b) ADN c¢6 trinh ty ADN nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9 hodc
SEQ ID NO:10,

trong do trinh tu khoi dau nay duoc lién két didu khién duogc véi doan gen khac loai.
2. Vecto ADN chira cdu trac ADN theo diém 1.

3. Té bao chu tai t& hop chta ciu trac ADN theo diém 1, trong d6 t€ bao chu nay c6

nguodn goc vi khuan, nam hodc thuc vét.

4. Té bao chu tai t6 hop chita vecto ADN theo diém 2, trong d6 té bao chi nay c6 ngudn

goc vi khuan hodc nam.

5. Thuc vat chuyén gen hodc mot b phén ctia nd, bao gom hat, ma trong bd gen cta nod
chtra, cau trac ADN chtra trinh tu khoi dau ¢6 kha nang di€u khién sy biéu hién cua gen
khéac loai can quan tdm dugc li€n két dicu khién, trinh tv khéi dau nay dugce chon tir

nhém bao gom:
(a) ADN c06 trinh ty ADN nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 1; va

(b) ADN c¢6 trinh ty ADN nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9 hodc
SEQ ID NO:10,

trong d6 trinh ty khéi ddu nay duoc lién két diéu khién dugc v6i doan gen khéc loai.

6. Thuc vat chuyén gen theo diém 5, trong d6 thuc vat nay 1a cdy mot 14 mam hoic hai
14 mam.

7. Phuong phép tao ra thuc vat chuyén gen, trong d6 phuwong phap nay bao gbm céc
budc:

a) thu té bao thuc vat;

b) thu cAu tric ADN chira trinh ty khéi ddu ¢6 kha nang didu khién sy biéu hién cta gen

khac loai can quan tdm dugc lién két dicu khién duogc, trong d6 trinh tu khdi dau nay
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duoc chon tir nhom bao gém:
(i) ADN c6 trinh ty ADN nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 1; va

(ii) ADN c6 trinh tw ADN nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9 hogc
SEQ ID NO:10, trong d6 trinh ty khéi dAu nay lién két diéu khién dugc véi doan gen

khac loai;

C) bién nap té bao thuc vat nay véi c4u tric ADN cua bude (b) dé thu duoc té bao thuc

vat da bién nap; va
d) chon té bao thuc vat da bién nap biéu hién gen can quan tam.
8. Phuong phép theo didm 7, trong d6 su biéu hién ciia gen can quan tdm 1a co dinh.

9. Phuong phép theo didm 7, trong d6 sy biéu hién ctia gen can quan tdm dugc didu hoa

twong ung voi ap luc mudi hodc nude.

10. Phuong phép theo diém 7, trong d6 sy biéu hién cia gen can quan tdm 13 ddc hiéu

ré trong cac diéu kién 4p luc nude.

11. Phuong phép theo diém 7, trong d6 budc bién nap nay dugce thyc hién bang phuong
phap dugc chon tir nhém bao gbm phuong phap bén gen, phwong phap vi tiém va

phuong phap Vi tiém.

12. Phuong phap tao ra thuc vét chuyén gen, trong d6 phuong phéap nay bao gdm cac

budc:
a) thu dugc té bao thuc vat;

b) thu dugc cAu triic ADN chtra trinh tu khéi ddu c6 kha ning didu khién su biéu hién
cta gen khac loai cin quan tAm duoc lién két didu khién dugc, trinh tu khéi dau nay

duoc chon tir nhom bao gém:
(i) ADN c6 trinh ty ADN nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 1; va

(ii) ADN c6 trinh tw ADN nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9 hodc
SEQ ID NO:10, trong d6 trinh tw khéi ddu nay dugc lién két diéu khién dugc véi

doan gen khéc loai;
¢) bién nap té bao chtt vé6i cAu tric ADN cua bude (b) dé thu duoc té bao chi tai td hop;

d) bién nap té bao thuc vat ndy véi t& bao chu tai td hop ciia budce (c) @8 thu duoc té bao
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thuc vat bién nap; va
e) chon té bao thuc vat da bién nap biéu hién gen can quan tam.
13. Phuong phép theo diém 12, trong d6 sy biéu hién clia gen can quan tAm 1a co dinh.

14. Phuong phép theo diém 12, trong d6 sy biéu hién cia gen can quan tim dugc didu
hoa twong tng v6i ap luc mudi hodc nuéec.

16. Phuong phép theo diém 12, trong d6 su biéu hién cia gen can quan tAm 1a dic hiéu
ré trong céc diéu kién ap luc nude.

16. Phuong phép theo diém 12, trong d6 bude bién nap nay dugc thyc hién bang phuong
phap dugc chon tir nhém bao gdm phuong phép bién nap thong qua Agrobacterium va

phuong phap bién nap in-planta.
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M13-rev 13155...13175 |
LacO 13127...13149
lac 13093...13122

2140..329 gus A

hpt 12121...11096

LB 10780...10805
T~

2224...2200 AttB2

phICC 2 EXFr for map.txtxdna - 12182 nt gen khoi diu 4211...2241 p2

_I_

diém khoi dau ColE1 9496...8868
4228...4252 AttB1
4300...4283 M13-fwd

4546...4521 RB

FIG. 1
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M13-rev 11982...12002

M12 B 11982,.11998
954...11986
0...11949

11...268 nos\ving két thic

2140...329 gusA

1720...1739 GUS RT R + ve se
1859...1878 GUS Rt For-vesen

i khang hygromyxin 10948...9923

camv35Sprime UTR 9699...9907
LB 9607...9632 Y.

| pMD BB cho 9535...9558
==

2224...2200 AttB2

P 3034...2241 p2del 2
= ~ doan gén chén 3072...2209 tlr pENTR p2 del 2 txt
5 piADCp2 el Zradesign.xdna.bitxd - 12010 m

3055...3079 AttB1

3127...3110 M13-fwd
- 3110...3126 M13 For

3373...3348 RB
,3471..3494 pMDC BB Rev

khang kanamyxin 9182...8388

didm kh&i Gau ColE1 8323...7695
didm khoi ddu pBR322 8097...7817 %

V4

pVS1 7007...6007

FIG. SA
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M13-rev 11982...12002
M13 R 11982...11998

LacO 11954...11986 N Ly
lac 11920...11949 11...268 nos\vung ket thic

2140...329 gusA
1720...1739 GUS RTR +ve se
" 1859...1878 GUS Rt For-vesen

khéng hygromyxin 10948...9923

camv35Sprime UTR 9699...9907
LB 9607...9632
pMD BB cho 9535...9558

=Y 3034...2241 p2del 2
. doan gén chén 3072...2209 t pENTR p2 del 2 txt
pWICCE2 Dl Zredasign xdnza batxd - 12010 m

= = 3055...3079 AttB1
3127...3110 M13-fwd

~3110...3126 M13 For

1 3373..3348 RB
3471...3494 pMDC BB Rev

khang kanamyxin 9182...8388

diém khai dAu ColE1 8323..7685 |~
diém khdi Gau pBR322 8097...7817

o
pVS1 7007...6007

FIG. 5B
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CT/pMDCp2-Exp2-1B-1

FIG.7

FIG. 8
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<110>

<120>

<130>
<160> 11
<170>
<210> 1

<211> 1956
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

thuc vat

<400> 1
tgaccaactt

agccaatttt
actcatgtct
aaatatagaa
tagtgtagtg
gagaatcttt
atttcaacaa
tcatggatga
ctttgctctc
gatggtcggt
gtggacagtg
taatcccctt
aatacattat
tttactatac
cttacccctg
tgttaacgag
aagcagctgt
gtttatacca
agatgggtca

tatgttaatc

("p2")

PD014368IN-SC

tccecctaagg
gacctattgc
aatataggta
aaaaatttga
taaggtatgg
tgatgtcaga
aaatgaagtg
gttagagttg
ttttcttggt
ttgaatgatg
ccagaaggag
tcttatcatt
ctttgaaata
caaatgaaaa
gatttgcctt
tcaatatgac
tagaaatgtt
gaaaacctca
cctgctctac

atagttgttt
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DANH MUC TRINH TU

PatentIn phién ban 3.5

Trinh ty nhén tao

tacgagactt
tttgactctt
tagggatata
acatcccctt
gtatagttag
tatccatatc
tcgcaacaac
acatgtttta
tgatgctaaa
tacaggcatg
gaggtggccc
gctcgttgca
attggtaagt
gaaagcttta
caatctcaag
atagaagtct
tcgaatcaag
aaatccaaca
gctattttat

actttgttag

MAHARASHTRA HYBRID SEEDS COMPANY LIMITED

tctaaagtct
catttttctt
accttcccag
gtcagatact
atatttcttt
catgtctcag
attggtcgga
aagattatgg
ttggtattgt
tgatattaaa
aggctattca
aatatagttc
cccatcttaa
aggagttcat
taatcaaggt
agctagtttc
cggtggcctc
tccteectcet
tgatgaatat

tgaataaact
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(MAHYCO)

trinh tu nucleotit chiéu dai 1956bp cua trinh tu
tlr cdy bdng

ctcatttcca
gaaatactaa
aatcctccaa
atgctccttg
taagtttttt
acacaagtgg
tatatattgg
gtttcacatt
ggttattgcg
gacccaaagc
gtcatgtaga
tacttttgta
ttgctacaaa
gaaagttcat
tttccattta
tcaaggcaat
caacaggact
tatctgcgga
actttgtttt

ggttatcatg

CcAU TRUC ADN CHUA TRINH TU KHOI DAU CUA CAY BONG, THUC VAT CHUYEN GEN
VA PHUONG PHAP TAO RA THUC VAT CHUYEN GEN CHUA CAU TRUC NAY

khoi ddu co dinh

gaccctctaa
tgtctgatac
atatatagga
gacctgggtg
catgtatttg
tgaacatggt
tatctgacac
acagacggag
ctaaagttaa
aaaacataga
atatataagc
ctttacaaca
aatttaactt
aatcttgagt
aataactgat
ccagaatggt
aaggttaaag
ttgtggataa
cttctgettt

cagaggaaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



aaaaagaaaa
ctaataatta
ctataaaaaa
cgtaatattt
ttaataaata
atgtattatc
ataaagcgta
tttaacaacg
ttgaatattg
taatgggatt
tcccgtgaga
attcagggtt
caatctctgg
<210> 2
<211> 39
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
NO: 1

<400> 2

ggataattat
atattttcaa
ggacacatta
tagcaaatct
tttaaccgat
tatattaatg
ttttacatca
tatccattat
caaaagatga
ggattaggac
ctacagtttg
cacggactac

gtagcttgcc
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atagctgaaa
tctttgataa
tcattatcac
tacagcattt
aattataaaa
taccataaaa
atataactag
atatggtcat
ttgaaaatgt
atccaaaaga
gttgaacaat
tctccaccaa

acatcataaa

trinh tu nhan tao

cctaatgacg
catcaaataa
ttacatgtga
ttgattggat
ttttaaatat
taggatgcta
atatttactt
aattgtagaa
atgtggtgtc
aaagcttctt
aatctcaaca
acttttctcc

aaaagt

cacctgcagt gaccaacttt cccctaaggt acgagactt

<210> 3
<211> 36
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 3

trinh tu nhén tao

gagctcactt tttttatgat gtggcaagct acccag

<210> 5
<211> 12
<212> ADN
<213>

<220>
<223>
dau p2

<400> 5
ccataaaata

99

trinh ty nh&n tao
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tgtagtctgt
aaataccatt
aattataata
ttatttaagt
taatttactt
aaatattaat
aaataattat
agaataaata
atagtgatga
tgatttgcca
cccgacagga

attcattcct

mdi nguoc véi vi tri SacI dé tao ra SEQ ID NO: 1

12

taatagacca
tattccttat
aactttttta
atggtatata
taaatttgac
agtataaatt
ttgattaaaa
accattgcaa
gatacgttga
caagttcaca
cccaaagcaa
ctataaataa

1956

mdi xudi véi vi tri PstI va vi tri CACC dé tao ra SEQ ID

39

36

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

trinh tu nucleotit cua motif nhén biét CARGNCAT trong trinh tu khoi
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<210> 7

<211> 10

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223>
khéi ddu p2

<400> 7

caaggcaatc 10

<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> trinh ty nhén tao

<220>
<223>
khoi diu p2

<400> 8

ccgataatta taaaatttta aata 24

trinh ty nucleotit ctia motif nhén biét PRECONSCRHSP70A trong trinh

<210> 9

<211> 156

<212> ADN

<213> trinh tuy nhan tao

<220>

<223> manh loai bd p2?1 cha trinh ty khoi diu p2

<400> 9

tcccgtgaga ctacagtttg gttgaacaat aatctcaaca cccgacagga cccaaagcaa 60
attcagggtt cacggactac tctccaccaa acttttctcc attcattcct ctataaataa 120
caatctctgg gtagcttgcc acatcataaa aaaagt 156

<210> 10

<211> 777

<212> ADN

<213> trinh tuy nhén tao

<220>

<223> manh loai bd p2?2 cha trinh ty khoi diu p2

<400> 10

tggttatcat gcagaggaac aaaaaagaaa aggataatta tatagctgaa acctaatgac 60
gtgtagtctg ttaatagacc actaataatt aatattttca atctttgata acatcaaata 120
aaaataccat ttattcctta tctataaaaa aggacacatt atcattatca cttacatgtg 180
aaattataat aaactttttt acgtaatatt ttagcaaatc ttacagcatt tttgattgga 240
tttatttaag tatggtatat attaataaat atttaaccga taattataaa attttaaata 300
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trinh tu nucleotit cta motif nhén biét CIACADIANLELHC trong trinh tu

tu



ttaatttact
aaaatattaa
taaataatta
aagaataaat
catagtgatg
ttgatttgcc
acccgacagg
cattcattcc
<210>
<211>

<212>
<213>

11
21
ADN

<220>

<223>

<400> 11

ttaaatttga
tagtataaat
tttgattaaa
aaccattgca
agatacgttg
acaagttcac
acccaaagca

tctataaata
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catgtattat
tataaagcgt
atttaacaac
attgaatatt
ataatgggat
atcccgtgag
aattcagggt

acaatctctg

trinh ty nhdn tao

tcccgtgaga ctacagtttg g

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

12
27
ADN

<220>

<223>

<400> 12

trinh ty nhdn tao

ggtagcttgc cacatcataa aaaaagt

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

13
19
ADN

<220>
<223>

<400> 13
tggttatcat

gcagaggaa

trinh ty nhdn tao

ctatattaat
attttacatc
gtatccatta
gcaaaagatg
tggattagga
actacagttt
tcacggacta

ggtagcttgce

trinh tu mdi xudi d& nhan SEQ ID NO: 9
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gtaccataaa
aatataacta
tatatggtca
attgaaaatg
catccaaaag
ggttgaacaa
ctctccacca

cacatcataa

21

mdi nguoc mé ta d& nh&n SEQ ID NO: 9 hodc SEQ ID NO:

27

trinh ty mdi xudi d& nhdn SEQ ID NO: 10

19

ataggatgct
gatatttact
taattgtaga
tatgtggtgt
aaaagcttct
taatctcaac
aacttttctc

aaaaagt

10

360

420

480

540

600

660

720

777





