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trinh st dung chung.
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Linh vie ky thuat dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén linh vuc sinh hoc phan tir thuc vat; va thao tac di truyén thuc
vat. Cu thé hon, sang ché dé cap dén cac phan tir ADN hitu ich dé diéu hoa su biéu hién

gen ¢ thuc vat.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc yéu td diéu hoa 1 cac yéu t6 di truyén diéu hoa hoat dong cua gen bing cach
diéu bién sw phién m4 cia phan tir ADN phién mi dwoc duge lién két chirc nang. Céc yéu
tb nay c6 thé bao g?)m cac trinh tu khéi dong, trinh tu din dau, intron, va cac vung 3’
khong dich m& va la hitu ich trong linh vuc sinh hoc phan tir thuc véat va thao tac di

truyén thuc vat.
Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché dé xuét dén cac yéu t6 didu hoa gen méi dé sir dung & thuc vat. Sang ché
cing dé xut cac céu tric ADN chtra cac yéu t6 diéu hoa nay. Sang ché con dé xuét cac té
bao thuc vat chuyén gen, thuc vat, va hat gidng chira cac yéu té diéu hoa nay. Trong mot
phwong 4n, cic yéu t6 diéu hoa dugc lién két chiic nang v6i phan tir ADN phién ma
duge. Trong mot s6 phuong an, phan tir ADN phién mi dugc c¢6 thé 1a khac loai d6i véi
trinh tu diéu hoa. Do 6, trinh tu yéu t6 didu hoa duwoc @& xuit boi sang ché c6 thé, trong
nhiéu phuong 4n cu thé, dugc dinh nghia 13 dwoc lién két chic ning v6i phan tt ADN
khac loai phién ma dugc. Sang ché con dé xuit cac phwong phap tao ra va sir dung cac
yéu td diéu hoa, cac ciu tric ADN chira cac yéu t6 didu hoa nay, va cac té bao thuc vat
chuyén gen, thuc vat, va hat gidng chita cac yéu t6 diéu hoa duoc lién két chtrc nang vé6i
phén t& ADN phién ma duoc.

Do d6, theo mot khia canh, séng ché dé xuét phéan tir ADN tai td hop chtra trinh tu
ADN dugc chon tir nhém bao gom: (a) trinh tu ¢6 d6 ddng nhat trinh tu it nhit khoang 85
phan tram véi bat ky trong sé cac SEQ ID NO: 1-15; (b) trinh tu chira bét ky trong s6 cac
SEQ ID NO: 1-15; va (c) doan thudc bat ky trong sd cac SEQ ID NO: 1-15, trong do

doan ndy c6 hoat tinh diéu hoa gen; trong d6 trinh tw ndy duoc lién két chic ning véi
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phan tt ADN khéc loai phién ma dugc. Thudt ngit “phan tir ADN khac loai phién ma
duoc” ¢6 nghia 1a phan tt ADN phién ma dugc nay la khac loai ddi v6i trinh tu
polynucleotit ma n6 dugc lién két chirc ning vao. Trong cac phuong 4n cu thé, phan tir
ADN téi td hop chira trinh ty ADN ¢6 do ddng nhét trinh tu it nhét 12 khodng 90 phan
tram, it nhat 12 91 phan tram, it nhit 12 92 phin tram, it nhat 1a 93 phan tram, it nhét 1a 94
phan tram, it nhat 12 95 phin trim, it nhit 13 96 phan trim, it nhit 12 97 phan trdm, it nhat
1a 98 phén tram, hodc it nhit 1a 99 phén trim véi trinh tw ADN cua bit ky trong s6 céc
SEQ ID NO: 1-15. Trong nhiéu phwong 4n cu thé, trinh ty ADN nay chira yéu t6 diéu
hoa. Trong mdt sb phwong an, yéu té didu hoa nay bao gdm trinh tu khéi dong. Van trong
cac phuong an khac, phan tr ADN khéc loai phién ma duogc chira gen can quan tim vé
mat néng hoc, nhu gen c6 kha nang tao ra tinh khang thube diét co & thuc vat, hodc gen
¢6 kha nang tao ra tinh khang sau hai cay ¢ thyc vat. Van trong cic phuong 4n khac, séng
ché d& xut cu trac chira phan tir ADN tai tb hop nhu dugc d& xuét & day.

Theo mot khia canh khéc, duge d& xuit & day 1a cac t& bao thuc vat chuyén gen
chtra phan tr ADN tai t6 hop chira trinh twy ADN dugc chon tir nhém bao gdm: (a) trinh
tu ¢6 do ddng nhét trinh ty it nhit khoang 85 phan trim véi bét ky trong sb cac SEQ ID
NO: 1-15; (b) trinh tu chtta bat ky trong sb cac SEQ ID NO: 1-15; va (c) doan thudc bat
ky trong s cac SEQ ID NO: 1-15, trong d6 doan ndy c6 hoat tinh diéu hoa gen; trong d6
trinh tw ADN ndy dugc lién két chtic nang v6i phan tir ADN khac loai phién ma dugc.
Trong mot sb phuong an, té bao thuc vét chuyén gen 13 té bao thuc vat mot 14 mam.
Trong cic phuong 4n khac, t& bao thuc vét chuyén gen 1a té bao thuc vat mot 14 mam
hodc té bao thuc vat hai 14 mam.

Theo mot khia canh khac nita, dugc dé xuit thém & day 1a thuc vat chuyén gen,
hodc mot bd phéan ciia ching, chira phén tir ADN tai td hop chua trinh tw ADN dwoc chon
tir nhém bao gdm: a) trinh ty c6 do ddng nhét trinh ty it nhét 13 85 phan tram v6i bat ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1-15; b) trinh tw chita bét ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1-15; va
¢) doan thugc bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1-15, trong d6 doan nay c6 hoat tinh diéu
hoa gen; trong d6 trinh tw nay dwoc lién két chirc niang v6i phan tr ADN khéc loai phién
ma duge. Trong cac phuong 4n cu thé, thuc vat chuyén gen 1a cdy con cua thé hé bat ky
mang phan tir ADN tai td hop. Hat gidng chuyén gen chira phan tr ADN tai t6 hop san
sinh ra thuc vat chuyén gen nay khi duoc trong ciing duoc dé xuét & day.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xudt quy trinh san xut thwong phim bao
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gdm thu dwoc thuc vat chuyén gen hodc mot by phan cua chung chira phén tir ADN tai to
hop theo sang ché va san xuét ra thuong pham tir d6. Trong mot phuong 4n, thuong pham
nay la hat giéng da duogc xur ly, hat ngli cde, cac bd phén cuta thuc vat, dau va bot.

Theo mot khia canh khac nita, séng ché @ xuét quy trinh tao ra thyc vat chuyén
gen chira phan tir ADN téi t6 hop theo sang ché bao gdm bién nap té bao thuc vat bang
phéan tr ADN tai td hop theo sang ché d8 tao ra té bao thuc vat di bién nap va tai tao thuc

vét chuyén gen tir té bao thuc vat d bién nap nay.
MBS ta vét tét cac trinh tu

SEQ ID NO: 1 1a trinh tw ADN cua nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa (EXP) bao
gdm trinh ty khéi dong thu duge tir gen protein Ferredoxin 2 (Fe2) gia dinh cua Cucumis
melo duge lién két chirc nang 5 v6i trinh tu dén dau tw nhién cta né.

SEQ ID NO: 2 1a trinh tu khdi dong thu dugc tir gen protein Ferredoxin 2 (Fe2)
gia dinh ctia Cucumis melo.

SEQ ID NO: 3 13 trinh tw din dau thu duoc tir gen protein Ferredoxin 2 (Fe2) gia
dinh cua Cucumis melo.

SEQ ID NO: 4 1a trinh ty ADN cua EXP bao gdm trinh twr khoi dong thu duoc tir
gen protein lién két chat diép luc a-b 13 ctia Cucumis melo dugc lién két chirc niang 5° véi
trinh tu dan dau ty nhién cua no.

SEQ ID NO: 5 1a trinh ty khoi dong thu dugce tir gen protein lién két chit diép luc
a-b 13 cua Cucumis melo.

SEQ ID NO: 6 1a trinh ty d4n d4u thu dugc tir gen protein lién két chat diép luc a-
b 13 ctia Cucumis melo.

SEQ ID NO: 7 1a trinh ty ADN ctua EXP bao g@)m trinh tu khoi dong thu duoce tir
gen twong tu protein ngén tay k&m hop-B 24 cta Cucumis melo dugc lién két chuc nang
5’ véi trinh tu dan du tu nhién cta no.

SEQ ID NO: 8 la trinh ty kh&i dong thu duge tir gen twong tu protein ngdn tay
kém hop-B 24 ciua Cucumis melo.

SEQ ID NO: 9 1a trinh tu d4n d4u thu dwgc tr gen twong tw protein ngén tay kém
hép-B 24 cua Cucumis melo.

SEQ ID NO: 10 la trinh ty ADN cua EXP bao gém trinh tu khoi dong thu dugc tu

gen protein phirc hgp thu anh sang b2 cta Medicago truncatula dugc lién két chirc ning
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5" v6i trinh ty dén dau ty nhién ctia no.

SEQ ID NO: 11 1a trinh tu khéi dong thu dugce tir gen protein phirc hgp thu anh
sang b2 cua Medicago truncatula.

SEQ ID NO: 12 14 trinh tu d4n d4u thu dwgc tir gen protein phic hop thu anh séng
b2 clia Medicago truncatula.

SEQ ID NO: 13 1a trinh ty ADN cua EXP bao gém trinh tu khéi dong thu dugce tu
gen tién than luc lap hé quang héa Il ctia Medicago truncatula dugc lién két chirc nang 5
v6i trinh tu dAn dAu tu nhién cta né.

SEQ ID NO: 14 1a trinh ty khoi dong thu duge tur gen tién than luc lap hé quang
héa Il cia Medicago truncatula.

SEQ ID NO: 15 1a trinh tw khéi dong trinh tu dén dau thu duge tlr gen tién than
luc lap hé quang héa II cia Medicago truncatula.

SEQ ID NO: 16 1a trinh ty ting cuong thu duoc tir trinh tu khoi dong cia gen
protein phirc hgp thu anh sang b2 ctia Medicago truncatula.

SEQ ID NO: 17 1a trinh ty ma hoa cho B-glucuronidaza (GUS) véi intron xir ly
duoc.

SEQ ID NO: 18 Ia trinh ty 3" UTR thu dugc tr gen E6 cua Gossypium
barbadense.
MBS ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xut phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen ¢ thuc vat. Céc trinh ty
nucleotit cua cac phan tir ADN nay dugce dé xuat 1a cac SEQ ID NO: 1-15. Céc phan tir
ADN nay c6 kha ning tic dong dén sy biéu hién cua phan tit ADN phién ma duoc duoc
lién két chtrc ning trong mé thuc vat, va do d6 didu hoa su bidu hién gen cta gen chuyén
dugc lién két chic nang & thuc vat chuyén gen. Séng ché con d@ xuét cac quy trinh bién
dbi, san xuét, va stt dung cac phan tir nay. Sang ché con d& xuét cac ché pham chua té
bao thuc vat chuyén gen, thuc vat, cac bo phén thuc vat, va hat giéng chura phan tr ADN
t4i t hop theo sang ché, va cic quy trinh tao ra va st dung ching.

Céc dinh nghia va cac phuong phap sau day dugc cung cAp dé hiéu 15 hon séng
ché va dé huéng din ngudi c6 trinh dd trung binh trong linh vyc nay trong viéc thuc hanh
sang ché. Trir khi ¢6 quy dinh khac, cac thuét nglt dugc hiéu theo cach sir dung thong

thudng boi ngudi ¢b trinh d6 trung binh trong linh vue ¢6 li€n quan.

Céc phan tt ADN
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Nhu dugc st dung & day, thuat ngt “ADN” hodc “phan tr ADN” dé cap dén phéan
tr ADN chudi kép c6 ngudn gdc tir bd gen hoic tong hop, nghia 1a polyme cia cac bazo
deoxyribonucleotit hodc phan to ADN, doc tu dau 5" (nguoc dong) dén dau 3° (xudi
dong). Nhu dugc sir dung ¢ day, thudt ngit “trinh ty ADN” dé cap dén trinh tu nucleotit
ctia phan tt ADN. Danh phap dugc st dung & day twong Umg v6i danh phap cua DPau dé
37 cua Bd phap dién cac quy dinh lién bang M§ (United States Code of Federal
Regulations) § 1.822, va duwoc dwa ra trong cic bang trong Ti€u chudn WIPO ST.25
(1998), Phu luc 2, Bang 1 va 3.

Nhu duge sit dung & day, “phan tir ADN téi t6 hop” 1a phan tr ADN chtra t6 hop
cta c4c phan tir ADN ma khong xuét hién ty nhién ciing nhau néu khong cé su can thiép
cia con ngudi. Vi du, phan tir ADN t4i t6 hop c6 thé 12 phan tir ADN ma bao gdm it nhét
hai phan tir ADN khéc loai v&i nhau, phan tr ADN chira trinh tuy ADN ma c6 ngudn gdc
tir c4c trinh tw ADN tdn tai trong tu nhién, hoédc phan tr ADN dugc dua vao ADN cua té
bao chu bing k¥ thuét bién nap di truyén hozc bién tap gen.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “déng nhét trinh tu” dé cap dén mirc do ma
hai trinh tu polynucleotit dwoc sip xép thing hang t6i wu hodc hai trinh tu polypeptit
dugc sép xép thing hang t6i wu 13 giéng nhau. Sy sp xép thing hang trinh ty t6i wu dugc
tao ra bing cach sép xép thang hang thu cong hai trinh ty, vi du, trinh ty tham chiéu va
mot trinh tu khac, dé 1am ting t6i da sb lwong bat cip nucleotit trong sap xép thang hang
trinh tu v&i cac gén xen, mat doan nucleotit hodic cac khoang trdng bén trong thich hop.
Nhu dugce stir dung & day, thudt nglt “trinh tu tham chiéu” dé cap dén trinh tw ADN dugc
cung cap gidng nhu trinh ty ADN duge dua ra la cac SEQ ID NO: 1-15.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngir “ti 1€ phén tram dong nhét trinh tw” hodc “ti 1&
phan trim ddng nhét” hodc “% ddng nhit” 14 ti 1& ddng nhét nhan véi 100. “Ti 1¢ dong
nhat” ddi véi trinh ty dwoc sdp xép thang hang tdi wru véi trinh tu tham chiéu 12 sd luong
cac bt cdp nucleotit khi sap xép thang hang t81 wu, chia cho tong s6 nucleotit trong trinh
ty tham chiéu, vi du, téng s6 nucleotit trén d6 dai ddy d ctia todn bo trinh ty tham chiéu.
Do d6, mdt phuong an cua sang ché dé xuit phéan tirt ADN chura trinh tu ma, khi dugc sép
xép thing hang t&i wu véi trinh ty tham chiéu, dwoc dua ra & day la cac SEQ ID NO: 1-
15, ¢6 ti 18 phan trim ddng nhét it nhét 1a khoang 85 phn tram, ti 1¢ phan traim dong nhét
it nhét 12 khoang 86 phan trdm, ti 1& phan trim ddng nhét it nhat 1 khoang 87 phan trim,
ti 16 phén trim ddng nhét it nhét 14 khoang 88 phin trdm, ti 1¢ phan tram dong nhét it nhat
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1a khoang 89 phan tram, ti 1& phan trim ddng nhat it nhét 12 khoang 90 phan tram, i 1&
phan trim ddng nhét it nhét 13 khoang 91 phan tram, ti 1¢ phan trim ddng nhat it nhat 14
khoang 92 phn tram, ti 16 phin trim ddng nhét it nhat 12 khoang 93 phan trim, ti 1& phan
trim ddng nhét it nhat 1a khoang 94 phan tram, ti 1& phin trim dong nhét it nhit 14
khoang 95 phan tram, ti 16 phan trim ddng nhét it nhat 12 khoang 96 phan trim, ti 1& phan
tram ddng nhét it nhat 13 khoang 97 phan trim, ti 1é phan trim dong nhét it nhit 1a
khoang 98 phan tram, ti 1& phan trim ddng nhét it nhat 12 khoang 99 phan trim, hoic ti 1&
phén trim dong nhét it nhat 12 khoang 100 phan trim vdi trinh tw tham chiéu.

Céc yéu td diéu hoa

Céc yéu t6 didu hoa nhu trinh tu khéi dong, trinh tur dan dau (con dwogc goi 14 5°
UTR), c4c yéu tb tang cudng, intron, va cac ving két thic phién ma (hoic 3” UTR) déng
vai tro thiét yéu trong su bidu hién chung cia c4c gen trong té bao séng. Thuat ngit “yéu
t6 didu hoa”, nhu duogc st dung & day, d& cap dén phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa
gen. Thuat ngit “hoat tinh didu hoa gen”, nhu dugc sir dung & day, dé cap dén kha ning
tac dong dén su biéu hién cua phan tt ADN phién ma dugc dugc lién két chirc nang, vi
du, bing cach tac dong dén su phién mi vd/hodc dich ma cta phan tr ADN phién ma
duoce duoc lién két chirc nang. Céac yéu td diéu hoa, nhu trinh tu khoi dong, trinh tw din
dau, yéu tb ting cudng, intron va 3° UTR ma hoat dong & thuc vat do d6 12 hiru ich dé
bién d@di kiéu hinh thuc vat nhd thao tac di truyén.

Nhu dugc st dung & day, “nhom yéu td biéu hién diéu hoa” hodc trinh tu “EXP”
c6 thé @& cap dén nhém céc yéu té diéu hoa duge lién két chirc ning, nhu yéu tb ting
cudng, trinh ty khoi dong, trinh tw dAn dAu, va céc intron. Do d6, nhém yéu td biéu hién
diéu hoa c6 thé bao gdm, vi du, trinh ti khoi dong duge lién két chirc ning 5° véi trinh ty
dan dau. EXP hitu ich trong thuc hanh sang ché bao gém 1, 4, 7, 10, va 13.

Cac yéu t6 diéu hoa c6 thé dugc dic trung boi kiéu biéu hién gen ctia ching, vi du,
cac tac dong tich cuc va/hodc tiéu cuc nhu biéu hién mic dinh hodc biéu hién dap ung
thoi gian, khong gian, su phét trién, md, méi trwdng, sinh ly, bénh ly, chu ky té bao
va/hodc su biéu hién dap Gng hoéa hoc, va td hop bat ky ciia chung, cfing nhu bdi céc chi
s6 dinh tinh hodc dinh lwgng. Nhu duge st dung & day, “kiéu biéu hién gen” 13 kiéu
phién ma bét ky ctia phan tt ADN dugc lién két chirc ndng thanh phan tt ARN dugc
phién ma. Phan tit ARN dugc phién mi c6 thé dugc dich ma dé tao ra phan tir protein

hodc ¢6 thé cung cip phan tir ARN déi nghia hodc phan tir ARN diéu hoa khic, nhu ARN
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chudi kép (dsARN), ARN véan chuyén (tARN), ARN ribosom (rARN), microARN
(miARN), va tuong tu.

Nhu dwoc st dung & day, thudt ngir “su bidu hién protein” 13 kiéu dich ma bt ky
cua phan tir ARN duogc phién ma thanh phan tir protein. Su biéu hién protein c6 thé dugc
dic trung bdi cac dac tinh vé thoi gian, khéng gian, sy phat trién hogc hinh théi hoc cta
n6, cling nhu 13 béi cac chi sé dinh tinh hogc dinh lugng.

Trinh tu khéi dong 1a hitu ich dé 1am yéu t6 diéu hoa ¢ didu hoa su biéu hién ciia
phan tir ADN phién mi dugc dugc lién két chirc ning. Nhu duge sit dung ¢ dy, thuat
ngit “trinh ty khéi dong” dé cip chung dén phan tir ADN tham gia vao viéc nhén biét va
lién két ctia ARN polymeraza II va cic protein khac, nhu cac yéu t6 phién ma hoat dong
trans, dé khoi dong phién ma. Trinh tu khoi dong c6 thé duoc phan l4p ban dau tir ving
5’khong dich ma (5° UTR) cta ban sao by gen cia gen. Ngoai ra, trinh tu khoi dong ¢
thé 12 phan tit ADN dugc tao ra bing cach tong hop hogc phan tr ADN dugce xir ly. Trinh
tu khoi dong ciing c6 thé 1a kham. Trinh tu khéi dong kham dugce tao ra béng cach dung
hop hai hodc nhidu phan tir ADN khac loai. Céc trinh ty khoi dong hitu ich trong thue
hanh sang ché bao gdm céc yéu t6 khoi dong nim trong bét ky trong sd cac SEQ ID NO:
2,5, 8, 11, va 14, hoac cac doan hodc bién thé cua ching. Trong cac phuong an cu thé
theo sang ché, cac phan tir ADN theo sang ché va céc bién thé hodc dan xuat bat k¥ cua
ching nhu dugc mé ta & day, dugc xac dinh thém la bao g?)m hoat tinh trinh tu khéi
dong, nghia 1a c¢6 kha nang hoat dong nhu 1a trinh ty khé1 dong trong té bao chi, nhu
trong thuc véat chuyén gen. Van trong cic phuong an cu thé khac, mot doan c6 thé duge
x4c dinh 14 thé hién hoat tinh trinh tu khoi dong ciia phan tir trinh tu khoi dong ban dau
ma tir d6 thu dugce nd, hodc mdt doan co thé bao gém “trinh tu khéi dong tdi thidu” ma
tao ra su phién ma & mirc nén va bao gdm hop TATA, motif vi trf lién két yéu t phién
ma di biét khéc, hodc trinh tw ADN twong duwong dé nhan biét va lién két cua phirc hop
ARN polymeraza II dé khoi dong phién ma.

Trong mot phuong an, cac doan cia trinh ty khéi dong da mé td & day duoc dé
xuét. Cac doan trinh tu khai dong c6 thé ¢6 hoat tinh trinh tu khéi dong, nhu duge mo ta
trén day, va c6 thé 12 hitu ich mot minh hogc két hop véi céc trinh ty khoi dong va cac
doan trinh tu khoi dong khac, nhu dé tao ra cac trinh tu khéi dong kham, hodc két hop
voi cac EXP va cac doan EXP khac. Trong cac phuong 4n cu thé, cac doan cua trinh tu

khoi dong duge dé xut chira it nhat 1a khoang 50, it nhat 1a khoang 75, it nhat 1a khoang
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95, it nhét 1a khoang 100, it nhét 1a khoang 125, it nhét 1a khoang 150, it nhét 14 khoang
175, it nhét 1a khoang 200, it nht 1a khoang 225, it nhét 1a khoang 250, it nhét 14 khoang
275, it nhét 1a khoang 300, it nhét 1a khoang 500, it nhét 14 khoang 600, it nhét la khoang
700, it nhét 1a khoang 750, it nhit 12 khoang 800, it nhét 13 khoang 900, hoic it nhat 1a
khoang 1000 nucleotit lién tuc, hodc dai hon, ctia phan tr ADN c6 hoat tinh trinh tu khoi
dong nhu duge mo ta & day. Trong mot sd phuong 4n, sang ché dé xuét cac doan thudc
bét ky mot trong sb cac SEQ ID NO: 1-15, ¢6 hoat tinh ctia trinh ty c6 d9 dai day du. Cac
phuong phap dé tao ra cac doan nay tlr phan tir trinh tw khéi dong ban dau 1a d3 biét 16
trong linh vuc k¥ thuat nay.

Céc ché phim thu dugc tir bat ky trong sé cac yéu t6 khoi dong duoc bao gém
trong bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 2, 5, 8, 11, va 14, nhu cac dot bién mét doan bén
trong hoac dot bién mét doan 5°, vi du, c6 thé dugc san xuét bé’mg cach st dung cac quy
trinh d3 biét trong linh vuc k§ thuat nay dé cai thién hodc thay ddi sy biéu hién, bao gdm
bang céach loai bo cac yéu t6 ¢6 anh huéng tich cuc hoic tiéu cuc trén sy biéu hién; nhan
d6i cac yéu tb c6 anh huong tich cuc hodc tiéu cuc trén sy biéu hién; va/hodc nhan déi
hoac loai bo céac yéu t6 ¢6 tac dong dic hiéu md hodc t& bao trén su biéu hién. Cac ché
phdm thu dwoc tir bat ky trong s6 cac yéu t6 khoi dong duoc bao gdm trong bat k¥ trong
sé cac SEQ ID NO: 2, 5, 8, 11, va 14 chira cac dot bién mét doan 3" trong d6 yéu td hop
TATA hodc trinh tu twong dwong ctia n6 va trinh ty xudi dong duoc loai bo ¢6 thé duogc
str dung, vi du, dé tao ra cac yéu tb tang cuong. Cac 4ot bién mét doan khac c6 thé dugc
tao ra dé loai bo cac yéu td bat ky c6 tac dong tich cuc hodc tiéu cuc; tac dong dic hi¢u
md; dic hiéu té bao; hodc dic hicu thoi gian (nhu, nhung khong giéi han &, nhip ngay
dém) trén su bidu hién. BAt ky trong sb cic yéu t6 khoi dong duge bao gdm trong bat ky
trong sb cac SEQ ID NO: 2, 5, 8, 11, va 14 va cac doan hoac yéu td tang cuong thu dugce
tir d6 c6 thé duge st dung dé tao ra cac ché pham yéu td didu hoa phién ma kham.

Theo sang ché, trinh tu khoi dong hodc doan trinh ty khai dong c6 thé duoc phan
tich vé su c6 mit cia cac yéu t6 khoi dong da biét, nghia 1a cac dic diém vé trinh tu
ADN, nhu hop TATA va cac motif vi tri lién két yéu td phién ma da biét khac. K¥ thuat
nhan dién cac yéu t6 khoi dong da biét nay co thé dugc st dung boi ngudi 6 trinh do
trung binh trong linh vuc nay dé thiét ké cac bién thé cua trinh tu khoi dong ma c6 kiéu
bidu hién tuong ty v6i trinh ty khoi dong ban dau.

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt “trinh tu din dau” @é cap dén phan t¢ ADN
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dugc phén 14p tir ving 5” khong dich ma (5" UTR) cua gen va thuong dugce xac dinh 1a
doan nucleotit ndm gitta vi tri khéi dong phién ma (TSS) va vi trf khai dong trinh ty ma
hoa protein. Ngoai ra, trinh tu dén dau c6 thé 13 yéu t& ADN duoc tao ra bang cach tong
hop hoic yéu t6 ADN duogc xir ly. Trinh tw dan dAu c6 thé duge str dung 1am yéu t6 diéu
hoa 5° @& diéu hoa su biéu hién cua phan tir ADN phién mi dwoc duge lién két chic
nang. Cac phan tir d4n du c6 thé dugc sir dung véi trinh ty khoi dong khéc loai hodc
trinh tu khéi dong tu nhién cua ching. Trinh tu dan dau hitu ich trong thuc hanh sang ché
bao gdm cac SEQ ID NO: 3, 6, 9, 12, va 15 hoic bét ky trong s6 cac yéu to dan dau nim
trong bét ky trong sb cac SEQ ID NO: 1, 4, 7, 10, va 13 hodc cac doan hodc bién thé cua
chiing. Trong céc phuong 4n cu thé, cac trinh tw ADN nay c6 thé duoc xac dinh 13 c6 kha
nang hoat dong nhu trinh ty dan dau trong té bao chu, bao gdm, vi du, té bao thuc vat
chuyén gen. Trong mdt phuong 4n, céc trinh tu ndy dugc giai mé vi ¢ hoat tinh trinh tu
dan dau.

Céc trinh ty din dau (con duge goi la 5° UTR) dugc thé hién bang cac SEQ ID
NO: 3, 6,9, 12, va 15 hodc bt ky trong sb cac yéu t& din diu nam trong bét ky trong sb
cac SEQ ID NO: 1, 4, 7, 10, va 13 ¢6 thé chira cac yéu td diéu hoa, hoic c6 thé mang cac
cAu tric bac hai ma c6 thé co tac dong trén su phién ma hoic dich ma cua phan tt ADN
phién ma dugc duoc lién két chirc ning. Céc trinh ty din dAu dugc thé hién bing céc
SEQ ID NO: 3, 6, 9, 12, va 15 hodc bét k¥ trong s6 cac yéu td dn dau ndm trong bat ky
trong s6 cac SEQ ID NO: 1, 4, 7, 10, va 13 ¢6 thé dugc str dung theo sang ché dé tao ra
céc yéu td didu hoa kham ma tac dong dén su phién ma hodc dich ma cua phan tir ADN
phién mi dwoc duge lién két chic ning .

Nhu duge sit dung & day, thuat ngit “intron” d& cép dén phan tit ADN ma c6 thé
dugc phan 1ap hoac dugce nhan dién tir gen va co thé duoc xac dinh chung 13 ving duge
cit ra trong qua trinh xit Iy ARN théng tin (mARN) trudce khi dich ma. Ngoai ra, intron
c6 thé 1a yéu t& ADN dugc tao ra bang cach tong hop hodc yéu t& ADN duge xir 1y.
Intron c6 thé chira cac yéu t6 ting cudng tac dong dén su phién ma clia cac gen dugce lién
két chirc ning. Intron c6 thé duge st dung lam yéu t6 diéu hoa dé didu hoa su biéu hién
cua phan t¢ ADN phién ma dugc duoc lién két chirc nang. Mot céu tric ¢ thé chira
intron, va intron nay c6 thé hodc khong thé 1a khac loai v6i phan tit ADN phién mé dugc.
Vi du vé céc intron trong linh vuc k¥ thuat ndy bao gdm intron actin lia va intron HSP70

ngo.
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O thuc vat, viéc dua mot sd intron vao cac cAu tric gen dan dén su tich liy mARN
va protein ting so v4i cac cau tric thiéu cac intron nay. Tac dong nay dugc goi 1a “sy
tang cudng do intron” (IME) cta su biéu hién gen. Cac intron @3 biét 1a kich thich sy
biéu hién ¢ thuc vat da dugc nhén dién & cac gen ngd (vi du, tubAl, Adhl, Shl, va
Ubil), & cac gen laa (vi dy, tpi) va & cac gen cua cdy hai 14 mam nhu cac gen tir cdy Da
Yén Thao (vi du, rbcS), khoai tdy (vi du, st-Is1) va tir Arabidopsis thaliana (vi du, ubg3
va patl). Pa dugc chi ra 1a cac dot bién mAt doan hodc cac dot bién ndm & cac vi tri cit
ndi cua intron 13m giam su biéu hién gen, chi ra 14 su cit ndi co thé 1a can thiét cho IME.
Tuy nhién, IME & cdy hai 14 mam da dugc thé hién bang cac dot bién diém & céc vi tri cat
ndi cia gen patl tir 4. thaliana. Nhiéu lan sir dung cing mdt intron & mot thuc vat da
duoc chi ra 13 ¢6 cac nhuoc diém. Trong cac truong hop nay, can phai cé tap hop cac yéu
t6 diéu khién co ban dé tao ra cac yéu té ADN tai t6 hop thich hop.

Nhu duge st dung & day, cac thuat ngit “phan tir két thiic phién ma 37, “ving
khong dich ma 3" hoic “3” UTR” dé cap dén phan tt ADN dugc st dung trong qua trinh
phién ma thanh ving khong dich ma cia phan 3" cia phan tir mARN. Vung khong dich
ma 3" cia phan tt mARN c6 thé duoc tao ra bang cach cit dic hiéu va polyadenyl héa 37,
con duge biét 1a dudi polyA. 3" UTR c6 thé duoc lien két chirc nang véi va duge dat xudi
dong phéan tor ADN phién ma dugc va co thé bao gdm tin hiéu polyadenyl héa va céc tin
hiéu didu hoa khéc c6 kha ning tac dong dén sy phién ma, xir Iy mARN, hozc biéu hién
gen. Cac dudi polyA duoc cho 1a cé tac dung 6n dinh mARN va khai dong qua trinh dich
ma. Vi du v& cic phan tir két thic phién ma 3" trong linh vuc ky thuat nay la ving
nopaline synthaza 3"; vung hsp17 3" lta my, vung 3’ tiéu don vi nho rubisco dau xanh,
vung E6 3" bong, va 3" UTR coixin.

3" UTR thuong dugc st dung c6 loi cho su biéu hién tai to hop cua céac phan tu
ADN dic hiéu. 3° UTR yéu c6 kha ning tao ra su doc xuyén, ma c6 thé tac dong dén su
biéu hién ctia phan tr ADN nim trong caxet biéu hién 1an can. Tac dung didu khién két
thic phién ma thich hop c6 thé ngén can viéc doc xuyén vao céc trinh tu ADN (vi du, cac
caxet biéu hién khac) dugc dat xudi dong va cé thé con cho phép phuc hdi hiéu qua ARN
polymeraza dé cai thién su biéu hién gen. Su két thuc phién ma hiéu qua (giai phong
ARN Polymeraza II tir ADN) 1a didu kién tién quyét dé khoi dong lai sy phién mé va do
d6 tac dong truc tiép dén mirc d6 phién ma chung. Sau khi két thuc phién md, mARN

thanh thuc duoc giai phong tir vi tri tong hop va khuén dugc véan chuyén dén té bao chat.
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Cac mARN té bao nhan chuin dugc tich lily nhu dudi dang poly(A) in vivo, gdy khé
khan cho viéc phét hién céc vi tri két thiic phién mi bang cac phuwong phép thong thuong.
Tuy nhién, viéc du doan cac 3° UTR hiru ich va higu qua bang cac phuong phap tin sinh
hoc 12 khé khin & chd khong c¢6 cac trinh twt ADN duoc bao ton ma cho phép du doan dé
dang vé 3" UTR hiéu qua.

TU quan diém thyec tién, thuong c6 lgi néu 3” UTR duogc sir dung trong caxet biéu
hién c6 cac dic diém sau day. 3° UTR nén c6 thé két thic mot cach hidu qua va hitu hiéu
su phién ma ciia gen chuyén va ngin can sy doc xuyén clia san pham phién ma vao trinh
tu ADN 1an cén bat ky, ma c6 thé chira mot caxet biéu hién khac nhu trong trudong hop
nhiu caxet biéu hién ndm trong mdt ADN véan chuyén (T-ADN), hosic ADN nhiém séc
thé 1an cn ma T-ADN dugc gin xen vao d6. 3° UTR khong nén gay ra sy gidm hoat tinh
phién ma ma dugc gdy ra béi trinh tu khéi dong, trinh tu dan dau, yéu tb ting cuong, va
c4c intron ma duoc st dung dé didu khién sy biéu hién ciia phan tr ADN. Trong cong
nghé sinh hoc thyc vat, 3" UTR thudng duge sir dung dé mdi cdc phan Gng khuéch dai
cia ARN dugc phién ma dao da chiét ra tir thuc vat da bién nap va dugc sit dung dé: (1)
danh gia hoat tinh phién ma hoéac su biéu hién cua caxet biéu hién khi dugc tich hop vao
nhiém sic thé thuc vat; (2) danh gia s6 lugng ban sao clia cac dot bién gin xen bén trong
ADN thuc vat; va (3) danh gi4 tinh trang két hop giao tir ctia hat giéng thu duogc sau khi
gy gidng. 3" UTR con duge sit dung trong cdc phan tng khuéch dai ctia ADN duge
chiét ra tir thuc vat da bién nap dé xac dinh sy khong hoat dong cua caxet dugc gan xen.
Nhu duge st dung & ddy, thudt ngir “trinh tu ting cudng” hogc “yéu té ting cudng” dé
cap dén yéu t6 diéu hoa hoat dong cis, con dugc biét 1a yéu té cis, ma giy ra mot khia
canh cua kiéu biéu hién chung, nhung mdt minh né thuong khong du dé didu khién su
phién mi, ctia phan tr ADN phién ma dugc dugc lién két chirc nang. Khac véi trinh tu
khoi dong, cac yéu t6 ting cudng thuong khong bao gdm vi tri khéi dong phién ma (TSS)
hodc hop TATA hodc trinh ty ADN twong duong. Trinh tu khoi dong hodc doan trinh tu
khoi dong c6 thé chira mot cach tu nhién mot hodic nhiéu yéu té ting cudng ma tac dong
dén sy phién ma cua trinh tu ADN duoc lién két chiic ning. Yéu td ting cudng cling c6
thé dugc dung hop v6i trinh tu khoi dong dé tao ra yéu tb-cis trinh tw khéi dong kham,
ma gay ra mdt khia canh cua sy didu hoa biéu hién gen chung. Vi du vé yéu td ting
cudng thu dwoc tir trinh ty khai dong gen tién chét protein phtrc hop thu nh sang b2 cua
Medicago truncatula dugce dua ra la SEQ ID NO: 16.
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Nhidu yéu té ting cuong trinh tu khoi dong duge cho 14 lién két véi céc protein
lién két ADN v/hoic tac dong dén chu truc lién két ADN, tao ra cac hinh dang cuc bd
ma cho phép hodc han ché mot cach chon loc su tiép can ctia ARN polymeraza dén
khuén ADN hodc tao thuin lgi cho su md& chon lgc chudi xodn kép & vi tri khéi dong
phién ma. Yéu t6 ting cudng c6 thé hoat dong dé lién két v6i cac yéu t6 phién ma ma
didu hoa su phién ma. Mot s6 yéu t6 tang cudng lién két v6i nhiéu hon mét yéu t6 phién
ma, va cac yéu tb phién ma cé thé twong tac vai cac ai luc khac nhau véi nhiéu hon mét
ving tang cuong. Cac yéu td tang cudng ¢ thé duoc nhan dién béng nhiéu k¥ thuat, bao
gdm k§ thuét phén tich gy mét doan, nghia 12 lam mét doan mot hodc nhiéu nucleotit tir
diu 5" hodc bén trong dén trinh ty khdi dong; k¥ thuét phén tich protein lién két ADN
bing cach str dung k¥ thuat in dau 4n DNaza I, k¥ thuat can tré sy metyl hoa, céc thir
nghiém phan tich vi tri di chuyén trong dién di, in du 4n bd gen in vivo bang phan ting
chudi polymeraza giy ra boi su ndi (PCR), va cac thir nghiém thong thudng khac; hodc
bang phén tich su twong ddng vé trinh tw ADN bang cach st dung cac motif yéu té cis da
biét hodc cac yéu t6 ting cudng 1am trinh ty dich hodc motif dich voi cac phuong phép so
sanh trinh tw ADN thong thudng, nhu BLAST. Céu tric chinh x4c ciia ving ting cudng
¢6 thé duge nghién ctru thém bang k¥ thuat gay dot bién (hodc thay thé) mot hodc nhiéu
nucleotit hoiic bang cic phuong phip thong thuong khac da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay. Cac yéu td ting cudng c6 thé thu duge bang phwong phép tong hop héa hoc hodc
bang cach phan 1ap tr cac yéu t6 diéu hoa chira cac yéu t6 ndy, va ching c6 thé duoc
tong hop voi cac nucleotit bén sudn bd sung ma chira cac vi tri enzym giGi han hitu ich
dé tao thuan loi cho viéc thao tac tiép theo. Do d6, viéc thiét k&, tao ra va sir dung cac yéu
t taing cuong theo cac phuong phap duoc mo ta & day dé diéu hoa su biéu hién ctia phéan
t&r ADN phién mi dugc dugc lién két chirc ning dugc bao gbm trong sang ché.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngit “kham” dé cap dén mot phan tt ADN duy
nhét duoc tao ra bing cach dung hop phan tir ADN thtt nhat véi phan tr ADN thir hai,
trong d6 ¢4 phén tit ADN thir nhat va thi hai nay binh thuong déu khong duge tim thiy &
c4u hinh nay, nghia 1a duoc dung hgp v6i nhau. Do d6 phan tt ADN kham 1a phén tr
ADN méi ma binh thuong khong dugc tim théy trong tu nhién. Nhu duoc st dung ¢ day,
thut ngit “trinh tu khdi dong kham” dé cap dén trinh ty khoi dong duge tao ra bang cach
xtt Iy cac phan tit ADN nhu vay. Trinh tuy khoi dong kham c6 thé két hop hai hogc nhiéu
doan ADN; vi du, dung hop trinh tu khéi dong vé6i yéu to ting cudng. Do do, viée thiét
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ké, tao ra va sir dung cac trinh tu khéi dong kham theo cac phuong phap dugc mo ta &
day dé didu hoa su biéu hién ctia phan tir ADN phién mi duge dugc lién két chic ning 1a
duoc bao gdm trong sang ché.

Céc yéu td didu hoa kham c6 thé duge thiét ké dé bao gdm nhidu yéu td thanh
phan khac nhau ma c6 thé dwgc lién két chirc ning bang nhiéu phuwong phéap khac nhau da
biét trong linh vuc k¥ thuét ndy, nhu phuong phap tiéu hoa bing enzym gidi han va ndi,
phuong phap tach dong doc lap véi viée nbi, 1ap rap médun clia cac san pham PCR trong
qué trinh khuéch dai, hosc phuong phép tong hop héa hoc truc tiép yéu t6 diéu hoa, ciing
nhu c4c phwong phép khac di biét trong linh vuc k§ thuét nay. Nhiéu yéu t6 diéu hoa
kham khac nhau thu dugc c6 thé chira cac yéu td thanh phan gidng nhau hodc céac bién
thé cua cac yéu t6 thanh phan gidng nhau nay nhung khic nhau v& trinh tu ADN hoic cic
trinh tu ADN ma chtra trinh tu ADN ndi hodc cac trinh tur cho phép cac bd phan thanh
phan duoc lién két chirc ning. Theo sang ché, trinh tw ADN dugc dua ra 1a cac SEQ ID
NO: 1-15 ¢6 thé cung cAp trinh tu tham chiéu yéu t didu hoa, trong d6 cac yéu té thanh
phdn tao thanh trinh tu tham chiéu nay c6 thé duoc nbi bang nhidu phuong phap da biét
trong linh vuc k§ thuat ndy va c6 thé bao gdm cac dot bién thé, dot bién mat doan,
va/hodc dot bién gén xen ctia mot hodc nhiéu nucleotit hodc cac dot bién xuét hién tu
nhién khi bién nap té bao vi khuan va thuc vét.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “bién thé” d& cap dén phan tit ADN thu hai,
nhu yéu t6 didu hoa, ma tuong tw vé thanh phén, nhung khéng giéng véi, phan tt ADN
thir nhit, va trong d6 phan tir ADN thi hai nay van gitt dugc chirc ndng chung cia phan
tor ADN tht nhat, nghia 13 kiéu biéu hién gidng hodc twong tw, vi dy, nhd hoat tinh phién
ma nhiéu hon hoic it hon hoic twong duong. Mot bién thé c6 thé 1a dang ngén hon hoéc
bi cét cua phan tt ADN tht nhét va/hodc dang duoc bién d6i cta trinh tu cia phan tir
ADN thtt nhat, nhu dang c6 nhiéu vi tri enzym gi6i han khac nhau vi/hogc cac dot bién
mét doan, dot bién thay thé va/hodc dot bién gén xen bén trong. “Bién thé” cling cb thé
bao gbém yéu tb didu hoa c6 trinh tu nucleotit chita dot bién thé, dot bién méit doan,
va/hodc d6t bién gin xen ctia mot hodc nhidu nucleotit cta trinh tu tham chiéu, trong d6
yéu td diéu hoa thu dugc c6 hoat tinh dich ma hodc phién ma twong duwong hodc nhiéu
hon hoic it hon so véi phan tr diéu hoa me twong tmg. “Cac bién thé” yéu t6 diéu hoa
ciing bao gdm cac bién thé sinh ra tir cac dot bién xut hién tu nhién trong qua trinh bién

nap té bao vi khuan va thuc vat. Theo séng ché, trinh tu polynucleotit dugc dua ra 1a cac
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SEQ ID NO: 1-15 ¢6 thé duge sir dung dé tao ra céac bién thé tuong tu vé thanh phan,
nhung khong giéng hét véi, trinh tw ADN cia yéu td diéu hoa ban dau, trong khi van gitt
dugc chirc ning chung, nghia 1a kiéu biéu hién gidng hodc tuong ty, cua yéu t6 didu hoa
ban dAu. Quy trinh san sinh c4c bién thé nay theo sang ché da dugc biét r5 béi ngudi 6
trinh d trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay nho phin mé ta va dugc bao gdm trong
pham vi ctia sang ché.

Viéc dé cap trong don nay dén “phan tt ADN dugc phéan 14p”, hodc thuat ngit
ho#c cum tlr twong duwong, dugc du dinh c6 nghia 1a phan tr ADN nay la phén tir ADN
tdn tai mot minh hodic két hop vdi cac thanh phan khéac, nhung khong nim trong moi
treong ty nhién cta né. Vi dy, cac yéu t axit nucleic nhu trinh tw mi héa, trinh ty intron,
trinh tu din dAu khong dugc dich ma, trinh ty khoi dong, trinh tu két thic phién ma, va
twong tu, ma dugc tim thay tw nhién trong ADN ctia bd gen cua sinh vét khong duoc xem
1a duge “phan 1ap” khi yéu t6 nay ndm trong bo gen cua sinh vét va & vi tri trong bd gen
ma trong d6 né duoc tim thdy mot cach tu nhién. Tuy nhién, mdi yéu td ndy, va tiéu phan
clia cac yéu td ndy, s& 1a “dugc phan 1ap” trong pham vi cla phin mo ta nay khi yéu t6
nay khong nam trong bd gen ciia sinh vt va & vi tri bén trong bd gen ma trong d6 nd
duoc tim thdy mot cach tw nhién. V&i muc dich cta phﬁn mo ta nay, trinh ty nucleotit
chuyén gen bét ky, nghia 1a trinh tu nucleotit cia ADN dugc gén xen vao bd gen clia cic
té bao thuc vat hodc vi khuan, hoic cé mit trong vecto ngoai nhiém séc thé, s& dugc xem
1a trinh tu nucleotit dugc phan 14p du n6 cb mét trong plasmit hay cAu tric twong tu dugc
sir dung dé bién nap cac té bao ndy, trong bd gen cua thuc vat hodc vi khun, hay c6 mit
véi lugng phat hién dugce trong md, dong con, cac mAu sinh hoc hodc cac thuong pham
thu dugc tir thuc vat hodc vi khuan nay.

Hiéu qua cua céc cai bién, 1ap doan, hodc mét doan dugc mb ta & ddy trén cac khia
canh biéu hién mong mubn ctia mot gen chuyén cu thé c6 thé dugc kiém tra theo kinh
nghiém trong céc thir nghiém thyc vat 6n dinh va tam thoi, nhu cac thir nghiém duge mo
ta trong cac vi du thuc hién & day, nhd d6 x4c nhan cac két qua, ma c6 thé thay doi tiy
thudc vao cac thay doi duge tao ra va muc dich cua sy thay d6i nay trong phan tir ADN
khoi dau.

Céc céu tric

Nhu duogc st dung & ddy, thuat ngit “cdu tric” c6 nghia 1a phan ti ADN tai t6 hop

bat ky nhu plasmit, cosmit, virut, thé thuc khuén, hodc phan tr ARN hosic ADN théng
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hodc vong, thu duge tir ngudn bét k¥, ¢6 kha ning tich hop vao bd gen hodc sao chép tu
dong, chira phan tir ADN trong d6 it nhét 13 mot phan tir ADN dé duoc lién két v6i mot
phén tt ADN khéc theo cach hoat dong chirc ning, nghia la dugc lién két chirc ning.
Nhu duoc sir dung & day, thuat nglt “vecto” co nghia la cAu trac bt ky ma co thé dugce sur
dung véi muc dich bién nap, nghia 1a dua ADN hodc ARN khdc loai vao té bao chu. Mot
cAu tric thuong bao gém mot hodc nhiéu caxet biéu hién. Nhu duoc st dung & day,
“caxet biéu hién” d& cap dén phan tt ADN chira it nhat 1a mot phan tt ADN phién ma
duoe duoc lien két chirc nang voi mot hodc nhidu yéu té didu hoa, thudng it nhét 12 trinh
tu khoi dong va 3" UTR.

Nhu duoc s dung ¢ day, thuat ngit “duoc lién két chirc nang” deé cap dén phéan t
ADN thtt nhét dugc néi voi phan tir ADN thit hai, trong d6 céc phan tir ADN thtr nhét va
thtt hai nay dwoc sip xép sao cho phén tir ADN thir nhit tic dong dén chirc ning cta
phén tir ADN tht hai. Hai phan tir ADN nay c6 thé hodc khong thé 1a mot phan ctia phan
tr ADN lién tuc duy nhét va c6 thé hodc khong thé 13 lién ké. Vi dy, trinh tw khoi dong
duoc lién két chirc ning v6i phan tir ADN phién ma duge khi trinh tw khoi dong nay didu
bién su phién mé cta phan tr ADN phién mi duge cin quan tAm trong té bao. Trinh tu
dan dau, vi du, duoc lién két chirc nang véi trinh tr ADN khi né ¢6 thé tac dong dén su
phién ma hoéc dich ma cuta trinh tuw ADN nay.

Céc cAu tric theo sang ché ¢6 thé duoc tao ra, trong mot phuong an, dudi dang cac
chu truc bd plasmit gay khdi u (Ti) kép ma c6 ving bd phai (RB hodc AGRtu.RB) va bb'
trai (LB hodc AGRtu.LB) cua plasmit Ti dugc phan lap tir Agrobacterium tumefaciens
chita T-ADN m4, cling vdi cac phan tir van chuyén dwgc cung cAp boi cac té bao A.
tumefacien, cho phép tich hop T-ADN vao b gen cua t& bao thuc vat (xem, vi du, Patent
M§ b 6,603,061). Cac cdu triic ndy ciing c6 thé chita cac doan ADN bd khung plasmit
ma tao ra chirc nang sao chép va luya chon khang sinh & t& bao vi khuén, vi dy, trinh tu
ADN dong vai trd 13 vi tri khoi dau sao chép Escherichia coli nhu ori322, trinh ty ADN
dong vai tro 1a vi tri khoi dau sao chép bién d6 vat chu rong nhu oriV hodc oriRi, va ving
mi hoa cho gen danh dau chon loc duge nhu Spec/Strp ma ma héa Tn7 aminoglycosit
adenyltransferaza (aadA) gdy ra tinh khang vo6i gen danh dau lya chon dugc
spectinomycin hodc streptomycin, hodc gentamicin (Gm, Gent). Dé bién nap thuc vat,
chung vi khuan chu thuong 14 4. tumefaciens ABI, C58, hoiac LBA4404; tuy nhién, cac

chiing khac d4 biét ddi v6i ngudi ¢ trinh d6 trung binh trong linh vuce bién nap thuc vét

-16-



37948

¢6 thé hitu hiéu trong sang ché.

Cac phuong phép 13 da biét trong linh vuc niy dé 1ap rap va dua cac cAu tric vao
té bao theo cach sao cho phan tir ADN phién ma dugc dugc phién ma thanh phén tu
mARN chirc naing ma dugc dich ma va dugc biéu hién thanh protein. Déi vé6i thue hanh
theo sang ché, cac ché pham thong thudng va cac phuong phap thong thudng dé tao ra va
stt dung cac cdu tric va cac té bao chu da dwgc biét 15 d6i véi ngudi c6 trinh do trung
binh trong linh vuc nay. Cac vecto dién hinh hitu ich cho su biéu hién cua cac axit
nucleic & thuc vat bic cao hon 1a d3 dwgc biét 16 trong linh vuc ndy va bao gém cac
vecto thu dugc tir plasmit Ti cta Agrobacterium tumefaciens va vecto didu khién van
chuyén pCaMVCN.

Nhiéu yéu t§ didu hoa khac nhau ¢ thé duge bao gém trong mot cdu tric, bao
gdm bét ky trong sé cac yéu té duge d& xudt & day. Cac yéu t6 didu hoa bat ky nay c6 thé
duoc cung cap két hop véi cac yéu té didu hoa khac. Cac to hgp ndy c6 thé duoc thiét ké
hodic bién ddi d8 tao ra cac dic diém didu hoa mong mudbn. Trong mot phuong an, cac
chu tric theo sang ché chira it nhat 12 mét yéu t6 didu hoa dugc lién két chic nang véi
phan tr ADN phién mi dwoc dugce lién két chtic nang véi 3" UTR.

Céc cAu truc theo sang ché c¢6 thé bao gdm trinh tw khéi dong bat ky hodc trinh tu
din dau bat ky dugc dua ra & day hodc duoc biét dén trong linh vuc ndy. Vi du, trinh tu
khoi dong theo sang ché c¢6 thé dugc lién két chiic nang véi trinh ty din diu 5° khong
dich ma khéc loai nhu trinh tu thu dugc tr gen protein s6¢ nhiét. Ngoai ra, trinh trr din
dAu theo sang ché c¢6 thé duogc lién két chiic nang véi trinh tu khéi dong khac loai nhu
trinh tu khoi dong phién ma Virut kham sap lo 35S.

Céc caxet biéu hién ciing c6 thé bao gdm trinh ty ma hoa peptit van chuyén ma ma
hoéa peptit hitu ich cho viéc gén dich dudi mic té bao cla protein dugc lién két chirc
nang, cu thé 1a dén luc lap, v séc lap, hodc co quan bao lap thé khac; ti thé; peroxisom,;
khong bao; hodc vi tri ngoai bao. Nhiéu protein nam trong luc lap duge biéu hién tir cac
gen nhén dudi dang céc tién chit va duoc gan dich vao luc lap béi peptit van chuyén luc
lap (CTP). Vi du vé céc protein luc lap dugc phéan 14p nay bao gdm, nhung khong gidi
han &, cac protein dugc lién hop voi tiéu don vi nho (SSU) cuia ribuloza-1,5,-bisphosphat
carboxylaza, ferredoxin, ferredoxin oxidoreductaza, protein phirc hop thu 4nh sang I va
protein phitc hgp thu anh sang II, thioredoxin F, va enolpyruvyl shikimate phosphat
synthaza (EPSPS). Peptit van chuyén luc lap da dugc md ta, vi du, trong Patent My 56
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7,193,133. D3 ching minh duogc 1a cac protein khong luc lap c6 thé dwoc gan dich vao
luc lap nho su biéu hién ctia CTP khac loai duoc lién két chirc nang vé&i gen chuyén ma

héa céc protein khong luc lap.
Phén t&t ADN phién ma dugc

Nhu duogc st dung & day, thudt ngit "phan tor ADN phién ma dugc” dé cap dén
phan tir ADN bat k¥ c6 kha ning dugc phién ma thanh phan tir ARN, bao gdm, nhung
khong gi¢i han &, cac phén ti ¢6 trinh ty ma hoa protein va cac phéan ti san sinh ra phén
tir ARN c6 trinh tu hitu ich dé bat hoat gen. Kiéu phan tir ADN c6 thé bao gdm, nhung
khong gi6i han &, phan tir ADN tir cung mot thuc vat, phan tir ADN tr mgt thye vét khac,
phén tir ADN tir mot sinh vét khac, hodc phan tt ADN tong hop, nhu phan tit ADN chua
thong tin d6i nghia cla gen, hogc phan tt ADN mé héa dang nhén tao, tong hop, hoic
dang dugc bién ddi ciia gen chuyén. Céc phéan tit ADN phién méd dugc dién hinh dé dua
Vao cac ééu trac theo sang ché bao gém, vi du, cac phan tr ADN hodc gen tir mot loai
khac véi loai ma trong d6 phan tir ADN nay dugc dua vao hodc cac gen ma ¢ ngudn gbc
ti, hodc ¢6 mit trong, cing mdt loai, nhung dugc dua vao cac té bao nhan béng cac
phuong phap thao tac di truyén khic véi cac k§ thuat nhén gidng cb dién.

“Gen chuyén” d& cap dén phan tir ADN phién mi dugc khic loai véi té bao chu it
nhit vé vi trf ctia né trong bd gen té bao chit vavhodc phan tir ADN phién ma duoc duge
dua bf?mg cach nhéan tao vao bg gen cua té bao chu trong thé hé nay hoic thé hé trudce bat
ky cua té bao nay.

Yéu té didu hoa, nhu trinh tu khoi dong theo sang ché, c6 thé duge lién két chic
ning v6i phan t¢ ADN phién mi dugc ma khac loai véi yéu t6 didu hoa nay. Nhu dugc
stt dung & day, thuat ngit "khac loai" dé cap dén t6 hop cua hai hodc nhiéu phan tir ADN
khi td hop nay binh thudng khong duge tim thdy trong tw nhién. Vi dy, hai phén tir ADN
¢6 thé thu dugc tir cac loai khac nhau va/hodc hai phan tdt ADN c6 thé thu dugc tir cac
gen khac nhau, vi dy, cic gen khac nhau tir cing mot loai hodc cac gen giéng nhau tlr cac
loai khac nhau. Yéu té didu hoa do d6 1a khac loai d6i v6i phan tit ADN phién ma dugc
duoc lién két chie ning néu t6 hop nay binh thuong khong dugce tim thay trong tu nhién,
nghia 1a phan tor ADN phién ma dugc nay khong xuat hién mot cach tw nhién & dang
duoc lién két véi yéu té diéu hoa nay.

Phan tr ADN phién ma dugc thudng c6 thé 1a phan tir ADN bat ky ma su biéu

hién ctia san pham phién ma dugc mong mudn cho nd. Su bicu hién nay cua san pham
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phién mi c6 thé gay ra su dich ma phan tt mARN thu duoc, va do d6 gy ra su biéu hién
protein. Ngoai ra, vi du, phan tot ADN phién mad duoc c6 thé duogc thiét ké dé cudi cung
g4y ra sy giam biéu hién clia gen hogc protein ddc hiéu. Trong mot phwong an, diéu nay
¢6 thé dugc thuc hién bang cach st dung phan tir ADN phién md dugc ma dugc dinh
huéng theo huéng d6i nghia. Mot nguoi ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc nay da
quen thudc véi viée sir dung cong nghé dbi nghia nay. Gen bat ky ¢6 thé dugc diéu hoa
am theo cach nay, va, trong mdt phuong an, phan tir ADN phién ma duogc co thé duoc
thiét ké dé bat hoat mot gen cu thé nho sy biéu hién cua phan tir dsARN, siARN hodc
miARN.

Do d6, mot phuong 4n cta sang ché 1a phan tr ADN tai td hop chira yéu té didu
hoa theo sang ché, nhu cac phan tir duoc dé xuat 1a SEQ ID NO: 1-15, dugc lién két chtrc
ning v6i phan tir ADN phién mi dugc khéc loai dé diéu hoa su phién ma cua phan ti
ADN phién mé duoc ndy & mic dd mong muén hoic theo kiéu mong mudn khi cdu trc
nay duge tich hop vao b gen cua té bao thuc vét chuyén gen. Trong mot phuong an,
phan tit ADN phién méa dugc chira ving ma héa protein ciia gen va trong mot phﬁo*ng an

khac phan tit ADN phién ma dugc chira vung d6i nghia cta gen.
Céc gen can quan tAm v& mit ndng hoc

Phén tr ADN phién ma dugc c6 thé 12 gen cin quan tim vé mit ndong hoc. Nhu
duoc sit dung & ddy, thuat ngit "gen cin quan tam vé mit néng hoc" d& cap dén phan tir
ADN phién ma dugc ma, khi dugc biéu hién trong md, té bao hoic loai té bao thuc vat cu
thé gy ra dac diém mong muén. San phdm gen cin quan tm vé mit nong hoc ¢6 thé
hoat @ong trong thuc vat dé giy ra tac dong 1én hinh thai thuc vat, chirc nang sinh ly, su
sinh truong, phat trién, ning suét, thanh phan hat, profin dinh dudng, kha néng khang su
hogic bénh, va/hodc kha ning chiu tac dong tir moi trudng hogc chit héa hoc hodc c6 thé
¢6 tac dung lam thudc trir siu trong thic dn cua su gdy hai trén thuc vét nay. Theo mot
phuong 4n clia sang ché, yéu td diéu hoa theo sang ché dugc dua vao céu tric sao cho
yéu té didu hoa nay dugc lién két chirc ning v6i phéan tir ADN phién ma dwoc ma la gen
can quan tam vé nong hoc. O thuc vat chuyén gen chua cAu tric nay, su biéu hién cua
gen cn quan tAm vé mit ndng hoc ¢ thé gay ra tinh trang nong hoc c6 lgi. Tinh trang
ndng hoc co loi cd thé bao gém, vi dy, nhung khéng gidi han &, kha ndng chiu thude diét
co, kiém soat con trung, cai bién ning suét, khang bénh, khang mAm bénh, cai bién su

sinh truéng va phét trién cua thuc vat, cai bién ham lugng tinh bot, cai bién ham lugng
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dAu, cai bién ham luong axit béo, cai bién ham lugng protein, cdi bién sy chin ctia hoa
qué, dinh dudng cho ngudi va dong vat dugce tang cuong, sdn sinh polyme sinh hoc,
khéng stress méi trudng, cac peptit 1am thuéc, chat lugng xir 1y dwgc cai thién, mui vi
duoc cai thién, hitu ich trong viéc san xudt hat giéng lai, san xuét soi dugc cai thién, va
san sinh nhién liéu sinh hoc mong mudn.

Vi du v& gen cin quan tAm v& mat nong hoc di biét trong linh vuc ndy bao gdm
cac gen cho tinh khang thude diét co (Patent M¥y sb 6,803,501; 6,448,476; 6,248,876;
6,225,114; 6,107,549; 5,866,775, 5,804,425; 5,633,435; va 5,463,175), nang suét tang
(Patent M§ s6 USRE38,446; 6,716,474; 6,663,906; 6,476,295; 6,441,277; 6,423,828;
6,399,330; 6,372,211; 6,235,971; 6,222,098; va 5,716,837), kiém soét con trung (Patent
My§ sb 6,809,078; 6,713,063; 6,686,452; 6,657,046; 6,645,497; 6,642,030; 6,639,054;
6,620,988; 6,593,293; 6,555,655; 6,538,109; 6,537,756; 6,521,442; 6,501,009; 6,468,523;
6,326,351; 6,313,378; 6,284,949; 6,281,016; 6,248,536; 6,242,241; 6,221,649; 6,177,615;
6,156,573; 6,153,814; 6,110,464; 6,093,695; 6,063,756; 6,063,597; 6,023,013; 5,959,091,
5,942,664; 5,942,658, 5,880,275; 5,763,245; va 5,763,241), tinh khéng bénh nim (Patent
My sé 6,653,280; 6,573,361; 6,506,962; 6,316,407; 6,215,048; 5,516,671; 5,773,696;
6,121,436; 6,316,407; va 6,506,962), tinh khang virut (Patent My s6 6,617,496;
6,608,241; 6,015,940; 6,013,864; 5,850,023; va 5,304,730), tinh khang giun tron (Patent
M5 sb 6,228,992), tinh khang bénh do vi khudn (Patent M§ s6 5,516,671), su sinh truéng
va phat trién cua thuc vat (Patent My s 6,723,897 va 6,518,488), san sinh tinh bot
(Patent M§ s6 6,538,181; 6,538,179; 6,538,178; 5,750,876; 6,476,295), san xudt dau
dugc cai bién (Patent My sb 6,444,876; 6,426,447; va 6,380,462), san xuit dau nhiéu
(Patent M¥ s 6,495,739; 5,608,149; 6,483,008; va 6,476,295), ham lugng axit béo dugc
cai bién (Patent My s6 6,828,475; 6,822,141; 6,770,465; 6,706,950; 6,660,849;
6,596,538; 6,589,767, 6,537,750; 6,489,461; va 6,459,018), san xuét protein nhiéu
(Patent M§ sb 6,380,466), 1am chin hoa qua (Patent M s6 5,512,466), dinh dudng cho
nguoi va dong vat tang (Patent My s 6,723,837; 6,653,530; 6,5412,59; 5,985,605; va
6,171,640), polyme sinh hoc (Patent M¥ sb USRE37,543; 6,228,623; va 5,958,745, va
6,946,588), tinh khang stress mdi truong (Patent M§ s6 6,072,103), peptit lam thube va
peptit tiét ra duoc (Patent My s6 6,812,379; 6,774,283; 6,140,075; va 6,080,560), cac tinh
trang xr 1y duogc cai thién (Patent My 36 6,476,295), kha ning tiéu hoa dugc cai thién
(Patent M¥ s6 6,531,648) raffinose thap (Patent My 36 6,166,292), san xuat enzym cong
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nghiép (Patent M§ sb 5,543,576), mii vi dugc cai thién (Patent My s6 6,011,199), cb
" dinh nito (Patent M§ s 5,229,114), san xuét hat gidng lai (Patent M s6 5,689,041), san
xuét soi (Patent M§ s6 6,576,818; 6,271,443; 5,981,834; va 5,869,720) va san xuét nhién
liéu sinh hoc (Patent M¥ s6 5,998,700).

Ngoai ra, gen can quan tdm vé mat ndng hoc ¢é thé tac dong dén cac kiéu hinh
hoiic cac dic diém thuc vat da dé cép trén day bang cich ma héa phan tt ARN ma gy ra
téc dung diéu hoa hudng dich sy bieu hién gen cta gen ndi sinh, vi du, bing ARN ddi
nghia (xem, vi du Patent M§ s6 5,107,065); ARN trc ché (“ARNi”, bao gdm tic dung didu
hoa su biéu hién gen béng miARN-, siARN-, siARN- hoat dong trans, va cac co ché qua
trung gian sSARN duoc dinh pha, vi dy, nhu dugc mo ta trong cac don My dd duoc cong
bd s6 2006/0200878 va 2008/0066206, va trong don yéu ciu cdp Patent M§ s6
11/974,469); hodc cac co ché qua trung gian ddng trc ché. ARN ciing c6 thé 1a phan t
ARN xuc tac (vi du, ribozym hodc cong tic ribo; xem, vi du, don M¥ s6 2006/0200878)
duogc thao tac di truyén dé cit san pham mARN noi sinh mong mudn. Cac phwong phép
d3 duoc biét trong linh vuc k§ thuat ndy dé tao ra va dua céac cAu tric vao té bao theo
cach sao cho phén tr ADN phién ma dugc duoc phién ma thanh phén tir c6 kha nang gay

ra su bat hoat gen.
Céc gen danh d4u chon loc duoc

Céc gen chuyén danh dAu chon loc duge ciing c6 thé duoc sir dung cling véi cac
yéu t6 didu hoa theo sang ché. Nhu duoc st dung & day, thuat ngit “gen chuyén danh dau
chon loc dugce” dung dé chi phén tit ADN phién ma dugc bat ky ma cé hodc khong c6 su
biéu hién ¢ thuc vat chuyén gen, mo hodc té bao, c6 thé duoc sang loc hodc dugc tinh
diém theo cach nao d6. Cac gen danh d4u chon loc duoc, va k§ thuat chon loc va sang loc
lién quan cua chung, dé str dung trong thuc hanh theo sang ché d3 dugc biét trong linh
vuc k§ thuat nay va bao gdm, nhung khong giéi han &, cdc phén tit ADN phién ma duoc
ma héa B-glucuronidaza (GUS), protein huynh quang xanh 14 cay (GFP), protein gay ra
tinh khang khéang sinh, va cac protein gdy ra kha nang chiu thudc diét co. Vi du vé gen
chuyén d4nh du chon loc duge duoc dua ra 1a SEQ ID NO:17.

Bién nap té bao

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap tao ra cac té bao va thuc vat da bién nap

ma chirta mot hodc nhiéu yéu t6 didu hoa duoc lién két chirc nang v&i phén tir ADN phién
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ma duoc.

Thuét‘ngtr “bién nap” dé cap dén viéc dwa phan tt ADN vao vét chi nhin. Nhu
dugce st dung ¢ day, thuat nglr "vat chu" dé cap dén vi khuén, ndm, hoic thuc vét, bao
gém céc té bao, mé, co quan, hoac dong con bt ky cta vi khudn, ndm, hodc thuc vat nay.
Té bao va mo cua thuc vat duoc dic biét quan tAm bao g@)m té bao tran, thé san, ré, cu,
hat giéng, than, 14, cdy gidng con, phoi va hat phén.

Nhu duoc sir dung ¢ day, thuat ngit “duoc bién nap” dung dé chi té bao, md, co
quan hodc sinh vat ma phan tr ADN ngoai lai, nhr mot chu trac, da duoc dua vao do.
Phan t& ADN duoc dua vao c6 thé duge tich hop vao ADN bd gen cia té bao, mé, co
quan hodc sinh vat nhén sao cho phan tr ADN da dua vao dugc ké thira boi dong con tiép
theo. Té bao hoic sinh vt f‘chuyén gen" hodc "dugc bién nap" ciing c6 thé bao goém dong
con cta t& bao hoic sinh vat nay va dong con duge tao ra tir chuong trinh nhén gibng st
dung sinh vat chuyén gen nay lam cha me trong phép lai va bidu hién kiéu hinh bién d6i
thu dugc tir su ¢6 mit cia phan tr ADN ngoai lai. Phan tir ADN dugc dua vao cling co
thé duoc dua tam thdi vao té bao nhan sao cho phan tit ADN dugc dua vao nay khong
duoc ké thira béi dong con tiép theo. Thuét ngit "chuyén gen" dé cép dén vi khuan, ndm
hoac thuc vat chira mdt hodc nhiéu phéan tir ADN khéc loai.

C6 nhiéu phuong phap di duge biét rd dbi v6i ngudi 6 trinh do trung binh trong
linh vuc ndy dé dua cac phan tt ADN vao cac té bao thuc vat. Quy trinh nay thuong bao
gdm cac budc chon té bao chu thich hop, bién nap té bao chu bang vecto, va thu dugc té
bao chu da bién nap. Cac phuong phap va nguyén liéu dé bién nap té bao thuc vat bang
cach dua céu trac thuc vat vao bo gen thuc vat trong thuc hanh theo sang ché ¢6 thé bao
gdm bét ky trong sd cac phuwong phap da dugce biét r5 va d dwgc ching minh. Cac
phuong phap thich hop bao gém, nhung khong giéi han & phuong phap gay nhiém vi
khudn (vi du, Agrobacterium), cac vecto nhi thé BAC, phan phdi truc tiép ADN (vi du,
bing cach bién nap qua trung gian PEG, hap thu ADN gy ra boi sy khir nudc/tc ché,
phuong phap xung dién, phuong phéap khudy véi cac soi silicon cacbua, va phuong phap
tang tdc cac hat dugc boc ADN), bién tap gen (vi du, cadc hé CRISPR-Cas), trong sb cac
phuong phép khéc.

Céc té bao chit c¢6 thé 1a t& bao hodc sinh vat bat ky, nhu té bao thuc vat, té bao
ta0, tao, té bao ndm, nim, té bao vi khudn, hoic t& bao con trung. Trong cic phuong an

cu thé, céc té bao chu va céc té bao da dugc bién nap co6 thé bao gdm céc t€ bao tir cac
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cay trong.

Sau d6 thuc vat chuyén gen c6 thé dugc tai tao tlr té bao thuc vat chuyén gen theo
sang ché. Bang céach st dung k¥ thuét nhan gidng thong thuong hoic phuong phép tu thy
phén, hat giéng c6 thé duoc tao ra tir thuc vat chuyén gen nay. Hat gibéng ndy, va ciy con
thu dugc duoc trdng tir hat gidng nay, sé chira phan tt ADN tai t6 hop theo sang ché, va
do d6 s& la chuyén gen.

Thuc vét chuyén gen theo séang ché ¢6 thé duoc tu thy phin dé tao ra hat giéng cho
cac thuc vat chuyén gen dong hop tir theo sang ché (ddng hop tir dbi voi phan tir ADN tai
t6 hop) hodc duoc lai véi cac thuc vat khong chuyén gen hoic cac thuc vt chuyén gen
khéc dé tao ra hat giéng cho cac thuc vat chuyén gen di hop tr theo sang ché (di hop tur
d8i v6i phan tir ADN ti t6 hop). Ca thuc vét chuyén gen ddng hop tir va di hop tir nay
dugc goi ¢ day 1a “céc cdy con”. Cac cay con la cac thuc vat chuyén gen c¢6 ngudn gdc tir
thuc vat chuyén gen gbc va chira phan tr ADN téi t6 hop theo sang ché. Cac hat giéng
dugc tao ra bang cach sir dung thuc vat chuyén gen theo sang ché c6 thé dugc thu hoach
va duoc sir dung dé trong cac thé hé thuc vat chuyén gen, nghia 1a céc cy con theo sang
ché, chita cu tric theo sang ché va bidu hién gen can quan tdm vé mat néng hoc. Mo ta
v& cac phuong phap nhan gidng dugc sir dung phd bién cho céc cdy trong khac nhau c6
thé duogc tim théy trong mot sb sach tham khao, xem, vi du, Allard, Principles of Plant
Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds,
Principles of Crop Improvement, Longman, Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep va
Hendriksen, Plant breeding Perspectives, Wageningen (ed), Center for Agricultural
Publishing and Documentation (1979); Fehr, Soybeans: Improvement, Production and
Uses, Xult ban lan 2, Monograph, 16:249 (1987); Fehr, Principles of Variety
Development, Theory and Technique, (Vol. 1) va Crop Species Soybean (Vol. 2), Towa
State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987).

Céc thyuc vat bién nap co thé duoc phan tich vé su c¢6 mit ciia mot gen hoic nhiéu
gen cin quan tim va mirc do biéu hién va/hoic profin dugc gly ra boi cac yéu t6 diéu
hoa theo sang ché. Ngudi ¢6 trinh d§ trung binh trong linh vuc nay da biét nhiéu phuong
phap sén c6 dé phan tich cac thuc vat duge bién nap. Vi du, phuong phap dé phan tich
thuc vat bao gdm, nhung khéng gii han &, phwong phap thdm tach Nam hoic phuong
phap thim tach Béc, phuong phap dya trén PCR, cac phan tich héa sinh, cic phuong

phép sang loc kicu hinh, cac danh gia dong rudng, va cc thr nghiém chan doan mién
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dich. Su biéu hién cua phan tir ADN phién ma dugc c6 thé dugc do bang cach sir dung
cac chat phan tmg TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) va cic phuong phap
nhu duoc mo ta boi nha san xut va sb 1an chu ky PCR duge xac dinh bang cach sir dung
Ma tran kiém tra TagMan®. Ngoai ra, chit phan Gng Invader® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) va cic phuong phap nhu dugc md ta bdi nha san xuat c6 thé
dugc st dung dé danh gia su biéu hién cua gen chuyén.

Sang ché ciing d& xuat cac bd phan cua thuc vat theo sang ché. Cac bd phan cua
thuc vat bao gém, nhung khong gidi han &, 14, than, ré, cu, hat giéng, no1 nhil, noan va
hat phan. C4c bd phan thuc vat theo sang ché ¢6 thé con séng, khong con sdng, c6 thé tii
tao, va/hodc khong thé tai tao. Sang ché ciing bao gdm va d@& xuét céc té bao thuc vat dd
bién nap chira phan tr ADN theo sang ché. Cac té bao thuc vat da bién nap hoic chuyén
gen theo sang ché bao gdm céc té bao thuc vat ¢6 thé tai tao va/hoic khong thé tai tao.

Sang ché ciing d& xuét thuong phim ma dugc san xuét tir thuc vat chuyén gen
hodc mot bd phan cua ching chira phan tir ADN t4i t6 hop theo sdng ché. Thuong pham
theo sang ché chira lugng phat hién dugc cua ADN chira trinh ty ADN dugc chon tir
nhém bao gdm cac SEQ ID NO: 1-15. Nhu dwoc sir dung & ddy, “thuong pham” d& cap
dén ché phém hodc san phém bét ky chtta nguyén liéu thu dugc tir thuc vat, hat giéng, té
bao thuc vat, hoac bd phan thuc vat chuyén gen chtra phan tor ADN tai to hop theo sang
ché. Cac thwong phdm bao gém nhung khong giéi han & hat gidng, hat, cic bd phan cla
thuc vat, va bot da xtt 1y. Thuong phdm theo séng ché s& chira lugng phat hién dugc cia
ADN tuong tng v6i phan tir ADN téi t6 hop theo sang ché. Phuong phép phat hién mét
hodc nhiéu ADN nay trong miu c6 thé duogc s dung dé xac dinh ham lwgng hodc nguén
gbc thwong phdm. Phwong phép chuin bt ky dé phat hién cac phan tit ADN ¢6 thé duoc
sir dung, bao gdbm cac phuong phap phat hién dugc mo ta & day.

Séang ché c6 thé dugc hiéu dé& dang hon nho viée tham khao cac vi du sau déy, cac
vi du nay dugc cung cép nhim muc dich minh hoa, va khong dugc du dinh 1am gii han
sang ché, trir khi dugc chira cu thé. Nén dugc hiéu boi ngudi 6 trinh do trung binh trong
linh vuc ndy 14 cac k¥ thuat duge mo ta trong céac vi du sau day la cac k¥ thuat duge phat
hién béi tac gia sang ché 1a hitu ich trong thuc hanh theo sang ché. Tuy nhién, ngudi c¢6
trinh d0 trung binh trong linh vyc ndy, qua phin mo ta nay, nén hiéu r6 12 nhidu thay dbi
c6 thé duoc tao ra trong cac phuong an cu thé d3 dwge mo ta va van thu dugce két qua

giéng hét hodc twong ty ma khong vuot ra khoi tinh than va pham vi ciia sang ché, do d6
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tat ca cdc van dé trén day hodc dugc thé hién trong cac hinh v& kém theo can dugc hiéu l1a

¢6 y nghia minh hoa va khong cé y nghia lam gidi han.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
Nhan dién va tach dong cac yéu t diéu hoa

Céc yéu t& didu hoa phién ma méi va cic nhom yéu t§ biéu hién diéu hoa (EXP)
duogc nhéin dién va tach dong tr ADN b gen cua loai hai 14 mam Cucumis melo (WSH-
39-1070AN) va Medicago truncatula.

Céc yéu td didu hoa phién ma dugc lwa chon dwa vao sb liéu gen chip (microarray)
thudc s& hiru doc quyén va cong dong thu dwgc tlr cac thir nghiém 1ap profin phién ma
duoc thuc hién & dau twong (Glycine max) va Arabidopsis, cing nhu cac nghién ctru dua
trén sy twong ddng bang cach sur dung céc trinh ty hai 14 mam d3 biét 1am truy van trén
cac trinh tu Cucumis melo d0c quyén va céc trinh tu Medicago truncatula thudc sé hitu
doc quyén va cong ddng.

Béng cach st dung céc trinh ty da dugc nhén dién, phan tich tin sinh hoc dugc
thue hién dé nhén dién cac yéu td diéu hoa nim trong ADN d3 khuéch dai. Vi dy, phan
tich tin sinh hoc dugc thuc hién dé nhén dién vi tri khéi du phién ma (TSS) va tinh hai
chidu, cAc intron, hogc trinh tu ma hoa nguoc dong bét k¥ c6 mat trong trinh tu nay. Bang
cach st dung céc két qua caa phan tich nay, cac yéu t6 didu hoa dwoc x4c dinh ndm trong
cac trinh tu ADN va céac doan mdi duoc thiét ké dé khuéch dai cac yéu td diéu hoa nay.
Phan tir ADN twong tmg cho mdi yéu t6 didu hoa duoc khuéch dai bang cach str dung cac
diéu kién phan tng chudi polymeraza chuan véi cac doan moi chira céc vi tri enzym giéi
han duy nhét vd ADN bo gen dugc phan 14ap tt Cucumis melo va Medicago truncatula.
Cac doan ADN tao thanh duogc ndi vao cac vecto bidu hién thuc vét co sd bang cach st
dung k¥ thuét tiéu hoa bang enzym giéi han chuén céc vi trf gi6i han thich hop va céc
phwong phap ndi ADN.

Phan tich yéu t6 diéu hoa TSS va cac mdi ndi & vi tri c4t ndi intron/exon c6 thé
duoc thuc hién béng cach sir dung mo thuc vat da bién nap. Tom lai, cac thuc vat dugc
bién nap bé“mg vecto biéu hién thuc vat chira cac doan ADN d tach dong dugce lién két
chitc nang v6i phan tr ADN phién ma dugc khac loai. Tiép theo, hé théng 5" RACE dé
khuéch dai nhanh cac dau cung cADN, phién ban 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, California

92008) dugc st dung dé xac nhén yéu to diéu hoa TSS va cac moi noi & vi tri cat noi
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intron/exon bang cach phan tich trinh tw ADN cua c4c san phdm phién ma mARN tao
thanh.

Céc trinh tw ADN ma héa cac nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma Cucumis
va Medicago hojc céc trinh ty EXP ma chita yéu t khoi dong, dwoc lién két chirc nang
v6i yéu t6 dan du duoc trinh bay trong Bang 1 ciing véi trinh tu din dau va trinh tw khoi

dong tuong ung cua chung.

Béang 1. Nhém yéu té bidu hién didu hoa phién mé, céc trinh ty khoi dong, céc trinh tu

dén dau va céc intron dugc phan lap tir Cucumis melo va Medicago truncatula

SEQ ID
Mo ta NO: Chu thich gen
EXP-CUCme.Fe2:1 1 Protein Ferredoxin 2 (Fe2) gia dinh
P-CUCme.Fe2:1 2 Protein Ferredoxin 2 (Fe2) gia dinh
L-CUCme.Fe2:1 3 Protein Ferredoxin 2 (Fe2) gia dinh
EXP-CUCme.CipLhcb:1 | 4 Protein lién két chat diép luc a-b 13
P-CUCme.CipLhcb:1 5 Protein lién két chat diép luc a-b 13
L-CUCme.CipLhcb:1 6 Protein lién két chat diép luc a-b 13
EXP-CUCme.Bbz:1 7 Tuong tu protein ngdn tay kém hop B 24
P-CUCme.Bbz:1 8 Tuong tu protein ngdén tay kém hop B 24
L-CUCme.Bbz:1 9 Tuwong tu protein ngoén tay kém hop B 24
EXP-Mt.Lhcb2:1:1 10 Protein phirc hgp thu 4nh séng b2
P-Mt.Lhcb2-1:2:1 11 Protein phtrc hgp thu 4nh sang b2
L-Mt.Lheb2-1:2:1 12 Protein phirc hgp thu 4nh sang b2
EXP-Mt.PSII-T:1:1 13 Tién chét luc lap hé quang héa II
P-Mt.PSII-T-1:2:1 14 Tién chét luc lap hé quang héa II
L-Mt.PSII-T-1:2:1 15 Tién chat luc lap hé quang hoéa IT

Vidu?2
Phan tich cac yéu t6 diéu hoa diéu khién su biéu hién GUS & cac cay dau twong duoc
bién nap On dinh
Cac cay dau twong dugce bién nap bang cac vecto, cu thé 1a cac vecto biéu hién &

thuc vat, chira yeéu to diéu hoa thir nghiém diéu khién su bicu hién cta gen chuyén -
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glucuronidaza (GUS). Céc cdy thu dugc dugc phén tich vé su biéu hién protein GUS, dé
d4nh gi4 tac dong cia cac yéu t6 didu hoa di chon trén sy biéu hién.

Céc cay dau tuong duge bién nap bing cac ciu tric biéu hién GUS thuc vat duge
liét ké trong Bang 2. C4c yéu t6 didu hoa dugc tach dong vao vecto biéu hién thyc vét co
so bang cach str dung céc phuong phap chuén d3 biét trong linh vuc nay. Cac vecto biéu
hién thuc vat thu duoc chira ving bién phai tir Agrobacterium tumefaciens (bién phai B-
AGRtu.), caxet lga chon gen chuyén thtr nhit dugc st dung dé chon céc té bao thuc vat
d4 bién nap ma gy ra su khang glyphosate diét co hodc khang sinh, spectinomycin; caxet
gen chuyén thir hai dé d4nh gi4 hoat tinh ctia yéu t6 diéu hoa, ma chira trinh tw EXP dugc
lién két chic nang 5° v6i trinh ty m3 héa cho B-glucuronidaza (GUS, GOI-
Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID NO: 17) chtra intron ¢6 thé xur Iy duoc thu dugc tir gen ST-
LS1 dic hiéu md cam tng duwgc bang anh sdng & khoai tay (sb truy cdp ngan hang gen:
X04753), dugce lién két chirc ndng 5” v6i ving két thuc 3" tir gen Gossypium barbadense
E6 (T-Gb.E6-3b:3b:1, SEQ ID NO: 18); va ving bién tréi tir Agrobacterium tumefaciens
(bién trai B-AGRtu.).

Bang 2. Cac yéu tb diéu hoa va céc cAu trac plasmit biéu hién GUS tuong Ung

Cac cautric | Mo ta EXP SEQ ID NO:
pMON142244 | EXP-CUCme.Fe2:1 1
pMON142241 | EXP-CUCme.CipLhcb:1 | 4
pMON142216 | EXP-CUCme.Bbz:1 7
pMON116798 | EXP-Mt.Lhcb2:1:1 10
pMON116792 | EXP-Mt.PSII-T:1:1 13

Céc té bao ciy dau twong dugc bién nap bang céch st dung céc céu triic vecto
bién nap nhi thé dugc md ta trén day bang cach bién nap qua trung gian Agrobacterium,
bang cach sir dung cac phwong phap da biét trong linh vuc nay. Cac té bao thuc vat da
bién nap thu dugc dugce cam ing dé tao ra cay dau twong dﬁy du.

Phan tich GUS mé hda hoc dugc sir dung cho phén tich dinh tinh va dinh lugng su
biéu hién cta cac cay da bién nap. Céc ph?ln md nguyén ven dugc U voi dung dich nhugém
GUS X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-b-glucuronit) (1 milligam/millilit) trong khoang

thoi gian thich hgp, ria, va kiém tra bang mat thudng sy tao mau xanh lam. Hoat tinh
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GUS duoc x4c dinh dinh tinh bang cach kiém tra truc tiép bang mat thuong hogc kiém tra
duéi kinh hién vi bang cach str dung cc co quan va md thuc vat da chon.

P& phan tich dinh luong su biéu hién GUS, toan bd protein dugc chiét tir cac md
da chon cua cac cdy déu twong da bién nap. Mot microgam trén téng lugng protein dugc
stt dung v6i co chat tao huynh quang 4-metyleumbelliferyl-B-D-glucuronit (MUG) trong
tbng thé tich phan Umg 13 50 microlit. San pham phan tng, 4-metlyumbelliferone (4-
MU), phét huynh quang t6i da & d§ pH cao, trong d6 nhém hydroxyl dwgc ion hoa. Viée
bd sung dung dich bazo 1a natri cacbonat lam dimg thir nghiém nay va ddng thoi didu
chinh d6 pH dé dinh lugng san pham huynh quang nay. Huynh quang dugc do v6i bude
séng kich thich 1 365 nm, budc séng phat 14 445 nm sir dung Fluoromax-3 v6i may doc
Micromax Reader, c6 6 rong khe kich thich dugc dat 1a 2 nm va khe phat xa dugc dat la
3nm. Cac gié tri dugc cung cip & don vi 1a nmol GUS/gido/mg tong luong protein.

Céc mb sau ddy dugc ldy mau dé biéu hién GUS o thé hé Ro; 14 bé (sink) 14 ngudn
(source), va ré giai doan Vn5; cuéng 14, 1a ngu@)n, hoa va 14 mam giai doan R1; qua déu
va hat gidng chua truéng thanh giai doan R3; va phoi va la mam giai doan qua vang.
Bang 3 va 4 dudi day thé hién sy biéu hién GUS dinh lugng trung binh cho mdi mo duoc

14y mAu duogc diéu khién bai cac yéu t6 diéu hoa dugc trinh bay trong Bang 2.

Béng 3. Su biéu hién GUS dinh lugng trung binh & cay dau tuong duge bién nap on dinh

dugc didu khién boi céc yeu to diéu hoa thu duge tir Cucumis melo

EXP- EXP- EXP-
Giai doan Co quan CUCme.Fe2:1 CUCme.CipLhcb:1 | CUCme.Bbz:1
Vn5 Labé 391 159 100
Vn5 RE 40 35 24
Vn5 L4 ngudn 431 120 185
R1 Cudng 14 581 724 32
R1 L& nguon 600 357 41
R1 Hoa 290 111 30
R5 L4 mam 38 31 13
R3 Qua déu 778 1199 85
Hat giong
R3 chua trudng 52 56 47
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thanh
Qua dau
vang Phoi 23 28 38
Qua dau
vang L4 mam 33 35 49

Béng 4. Su biéu hién GUS dinh lugng trung binh & cay dau twong dugc bién nap on dinh

duoc diéu khién boi cac yéu t6 diéu hoa thu dugc tir Medicago truncatula

Giai EXP- EXP-Mt.PSII-
doan Co quan Mt.Lheb2:1:1 T:1:1
Vn5 Labé 108 22
Vn5 RE 21 11
Vn5 L4 ngudn 148 42
R1 Cubng 14 153 83
R1 Langudn 94 118
R1 Hoa 39 21
RS L4 mam 13 9
R3 Qua dau 85 33
Hat giong
chua trudng
R3 thanh 5 9
Qua dau
vang Phoi 4 0
Qua dau
vang L4 mim 4 0

Nhu c6 thé thiy trong cic Bang 3 va 4, mdi yéu té diéu hoa c6 kiéu biéu hién
riéng trong cac mo dugc lay mau. Ca EXP-CUCme.Fe2:1 (SEQ ID NO: 1) va EXP-
CUCme.CipLhcb:1 (SEQ ID NO: 4) déu biéu hién cao trong quéa déu R3 va thé hi¢n mic
bidu hién thép nhat & hat gidng chura trudng thanh R3, ré Vn5, 14 mam RS, va phdi va 14
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mam giai doan qua vang. Su biéu hién GUS duogc diéu khién béi EXP-CUCme.Fe2:1
cling 13 cao & 14 bé va la ngudn giai doan Vn5 va cubng 14, 14 ngudn va hoa giai doan R1.
Yéu té didu hoa EXP-CUCme.Bbz:1 (SEQ ID NO: 7) thé hién su biéu hién cao nhat & 14
ngudn va 14 bé giai doan Vn5 va quéa dau giai doan R3. Su biéu hién GUS duoc diéu
khién béi EXP-Mt.Lhcb2:1:1 (SEQ ID NO: 10) 1 cao nhit ¢ 14 ngudn giai doan Vn5 va
cubng 14 R1. EXP-Mt.PSII-T:1:1 (SEQ ID NO: 13) thé hién mitc biéu hién cao nhat o 14
ngudn giai doan R1.

M3i yéu t6 didu hoa tao ra kiéu biéu hién riéng ma c6 thé dugc sir dung dé diéu
khién mot cach tdi wu su biéu hién clia céc gen chuyén khéc nhau, tiry theo sy vu tién mé
mong mudn dé biéu hién.

Vidu3
Céc yéu tb tang cuong thu dugce tir cac yéu t6 diéu hoa

Céc yéu tb ting cuong thu dugc tlr cac yéu t6 khéi dong duge trinh bay bang cac
SEQ ID NO: 2, 5, 8, 11, va 14. Céc yéu t6 ting cudng c6 thé chira mot hoge nhidu yéu 6
didu hoa cis ma khi dwoc lién két chire ndng 5" hodc 3° véi yéu t6 khoi dong, hodc duoc
lién két chirc nang 5" hodc 37 vdi cac yéu té ting cudng bd sung ma dugc lién két chirc
nang véi trinh ty khoi dong, c6 thé 1am ting hodc diéu bién mirc d9 biéu hién ciia phan tir
ADN phién ma dugc, hodc tao ra sy biéu hién cta phan tt ADN phién ma dugc ¢ mot
loai té bao cu thé hodc co quan cta thyc vat hodc 6 mot thoi diém cu thé trong qu4 trinh
phat trién hogdc theo nhip sinh hoc ngay dém. Cac yéu t6 ting cuong dugc tao ra bing
cach loai bé hop TATA hodc cac yéu t twong tu vé mit chtrc ning va trinh ty xudi dong
bét ky tir cac trinh tu khéi dong ma cho phép khoi dong sy phién ma tir trinh tu khoi
dong, vi du céc trinh tu dugc trinh bay bang cac SEQ ID NO: 2, 5, 8, 11, va 14 hodc céac
doan cta chung.

Hop TATA trong céc trinh ty khoi dong thuc vat khong duge bao ton cao nhu
trong mot s sinh vat nhan chuin khac. Do d6, dé xac dinh mot doan 1a yéu td ting
cudng, trude hét phai nhan dién vi tri khoi dong phién ma (TSS) cua gen do, trong do s’
UTR dugc phién ma dau tién. Vi dy, yéu t6 diéu hoa phién ma, EXP-Mt.Lhcb2:1:1 (SEQ
ID NO: 10) chita yéu t6 khoi dong, P-Mt.Lheb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 11), duge lién két
chttc ning v6i 5 UTR hodc yéu t6 din dau, L-Mt.Lhcb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 12). Trong
yéu t6 khoi dong 1837 bp, P-Mt.Lhcb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 11), yéu t6 tuong tw TATA
16i gia dinh dugc tim thay trong céc nucleotit tir 1798 dén 1803. Poan ting cudng thu
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dugc tir P-Mt.Lhcb2-1:2:1 ¢6 thé chira cac nucleotit tir 1 dén 1797 cua SEQ ID NO: 11,
tao ra trinh tu dwoc thé hién bing SEQ ID NO: 16 (E-Mt.Lhcb2). Céc yéu t0 ting cuong
thu dugc tr trinh tu khoi dong, P-Mt.Lheb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 11) ¢o6 thé chira thém céc
doan nho hon ctia E-Mt.Lhcb2 (SEQ ID NO: 16). Hiéu qua cta cac yéu tb tang cudng thu
duoc tir trinh ty khéi dong, P-Mt.Lhcb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 11) dugc xac dinh theo kinh
nghiém bang céch tao ra yéu t6 didu hoa phién ma kham chira yéu t6 ting cudng thu
duge tir trinh tw khéi dong, P-Mt.Lheb2-1:2:1 (SEQ ID NO: 11), ma dugc lién két chirc
nang véi trinh tuy khoi dong va trinh tu din diu va duge sir dung dé didu khién su biéu
hién cua phan tit ADN phién ma dugc nhuw GUS trong thit nghiém thuc vat 6n dinh hodc
tam thoi. '

Viéc tinh ché thém yéu t6 ting cuong c6 thé 1a cAn thiét va dugc x4c nhan bang
kinh nghiém. Ngoai ra, vi tri cua yéu t6 ting cudng so voi cac yéu t6 khac nam trong yéu
t6 diéu hoa phién ma kham cling dugc xac dinh bang kinh nghiém, vi tht ty cta mdi yéu
t6 bén trong yéu té didu hoa phién ma kham cé thé gay ra céc tic dong khac nhau, tiy
theo céc vi tri twong dbi cia mdi yéu t6. Mot s6 yéu t6 khoi dong s& c6 nhiéu hop TATA
hogc yéu t6 twong tw hop TATA va c¢6 thé ¢6 nhiéu vi tri khoi dong phién ma. Trong céc
trudmg hop nay, ¢6 thé 1a cAn thiét phai nhan dién trude vi trf ma TSS thi nhat duoc dat
va sau d6 bét du thiét ké cac yéu td ting cudng sit dung TSS thir nhét dé ngin can su
khai dong qua trinh phién méa c6 thé xay ra trong yéu t6 ting cudng gia dinh. _

Céc yéu t6 ting cudng, thu dwgc tir yéu t6 khoi dong duoc thé hién bang SEQ ID
NO: 2, 5, 8, 11, va 14 duoc tach dong bang cach sir dung cac phuong phap da biét trong
linh vuc nay dé duoc lién két chirc nang 5" hodc 3" véi yéu t6 khoi dong, hodc dugce lién
két chitc nang 5" hodc 3° véi cac yéu tb tang cuong bd sung ma dugc lién két chirc ning
v6i trinh tu khai dong. Ngoai ra, cac yéu t6 ting cudng co thé duoc tach dong, bang cach
st dung cac phuong phéap da biét trong linh vurc k¥ thuét nay, dé tao ra yéu t6 ting cuong
16n hon chia hai hodc nhidu ban sao cua yéu td ting cudng nady va dugc tach dong bing
cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc nay dé dugc lién két chirc ning 5
hodc 3" véi yéu td khoi dong, hodc duge lién két chirc nang 5" hodc 3" voi yéu t6 ting
cudng bd sung ma dugc lién két chitc nang véi trinh ty khai dong tao ra yéu td didu hoa
phién ma kham. Cac yéu td tang cudng cling c6 thé duoc tach dong bang cach st dung
cac phuong phap da biét trong linh vuc k§ thuat nay dé dugc lién két chtic ning 57 véi

yéu t6 khoi dong thu dugc tir sinh vat thudc giéng khéc, hodc dugc lién két chirc nang 5
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hodic 37 v&i yéu td ting cuong bd sung thu dugce tir cac sinh vat thudc chi khic ma dugce
lién két chirc nang véi trinh tu khai dong thu duoc tir sinh vat thudc cing mét chi hodc
khac chi, tao ra yéu td diéu hoa phién mi kham. Vecto bién nap biéu hién GUS & thuc vat
¢6 thé duge tao ra bang cach st dung cac phwong phap da biét trong linh vuc k§ thuét
nay tuong tu voi cac cu trac d3 mo ta trong Vi du 2 trén day trong d6 vecto biéu hién
thuc vat thu dugc chita viing bién phai tir Agrobacterium tumefaciens (ving bién phai B-
AGRtu.), caxet chon loc gen chuyén thu nhét duoc st dung dé lua chon céac té bao thuc
vat da bién nap gy ra tinh khang khang sinh, spectinomycin; va caxet gen chuyén thir hai
dé kiém tra yéu t6 tang cudng chua, yéu td tang cudong duoc lién két chirc ning 5 hodc
37 véi yéu tb khoi dong hodc dugc lién két chire nang 5" hode 3° véi yéu t6 ting cuong bo
sung ma lai dwogc lién két chttc nang véi trinh ty khoi dong dugce lién két chtic nang 5
véi yéu t§ din ddu, dugc lién két chitc ning véi trinh ty ma hoéa cho B-glucuronidaza
(GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID NO: 17) chuta intron c6 thé xir 1y duge thu
dugce tir gen ST-LS1 ddc hiéu m6 cdm ung duoc bing 4nh sang & khoai tay (s truy cap
ngin hang gen: X04753), duoc lién két chtrc nang véi ving két thic 3" tir gen Gossypium
barbadense E6 (T-Gb.E6-3b:3b:1, SEQ ID NO: 18), va ving bién trai tit A. tumefaciens
(bién trai B-AGRtu.). Céc plasmit thu duoc dugc st dung dé bién nap cay dau tuong
hodc cdy thudc chi khac bang cac phuong phap dugc mo ta trén day. Ngoai ra, cac té bao
tran thu duoc tir dau twong hodc cy thudce chi khac duge bién nap béng cach sir dung cac
phuong phép da biét trong linh vuc nay dé thyc hién cac thir nghiém tam thoi

Su biéu hién GUS dugc didu khién bsi yéu t didu hoa chira mdt hodc nhiéu yéu t
ting cuong dugc danh gid trong cac thir nghiém thuc vat n dinh hodc tam thoi dé xac
dinh tac dong cua yéu t6 ting cudng nay trén sy biéu hién ciia phan tt ADN phién ma
duge. Cac bién d6i véi mot hodic nhiéu yéu t6 ting cudong hodc sy nhan doi mot hodc
nhiéu yéu t6 tang cudng c6 thé duge thuc hién dwa vao thir nghiém theo kinh nghiém va
tac dung didu hoa su biéu hién gen thu dugc dwgc quan sat thiy bing cach st dung mdi
ché phim yéu t§ diéu hoa. Su thay dbi vi tri twong dbi ciia mot hodc nhiéu yéu t6 ting
cudng trong cac yéu td didu hoa hodc yéu t6 didu hoa kham thu dugc c6 thé tac dong dén
hoat tinh phién ma hoac tinh déc hi€u cua yéu t6 didu hoa hoic yéu td diéu hoa kham va
dwoc x4c dinh theo kinh nghiém dé phét hién yéu t6 tang cudng tot nhét cho profin biéu
hién gen chuyén mong mudn & ciy ngd hodc cay thudc chi khac.

Sang ché mo ta va minh hoa c4c nguyén tac theo sang che, ngudi o trinh 4o trung
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binh trong Iinh vuc nay nén hiéu 1 1a sang ché c6 thé duge bién ddi vé bd cuc va chi tiét
ma khong vuot ra khoi cac nguyén tic nay. Tac gia sang ché yéu cau bao hd tat ca cac
bién ddi ndm trong tinh than va pham vi cua yéu ciu bao ho. TAt ca cac cong bd va tai
liéu patent d cong bd dugc trich dan ¢ day dwoc dua vao day bang cach vién din & muc
d6 gidng nhu thé timg cong bb hodc don yéu cau cap patent duoc chi ra cu thé va riéng

biét nay dugc dua vao bang cach vién dan.

-33-



37948

YEU CAU BAO HQ

1. Phantir ADN t4i & hop chira polynucleotit dugc chon tir nhém bao gom:

a) polynucleotit ¢6 do dong nhét trinh ty it nhat 14 95 phan trim v6i SEQ ID NO:
5, trong d6 polynucleotit nay c6 hoat tinh trinh tu khoi dong;

b) polynucleotit ¢ do ddng nhét trinh tu it nhét 1a 97 phan traim v6i SEQ ID NO:
4, trong d6 polynucleotit nay c6 hoat tinh diéu hoa gen;

¢) polynucleotit bao gdm SEQ ID NO: 4 hoic 5; va

d) mdt doan bao g6m it nhat 150 nucleotit lién tuc cia SEQ ID NO: 5, trong do
doan nay ¢6 hoat tinh trinh ty khoi dong;
trong d6 phan tt ADN ndy dugc lién két chirc nang v6i phan tt ADN phién ma dugc
khac loai.
2. Phén tit ADN téi t& hop theo diém 1, trong d6 polynucleotit duge néu c6 do dong
nhét trinh ty it nhat 1a 97 phan trim véi SEQ ID NO: 5.
3. Phéan tir ADN téi t& hop theo didm 2, trong d6 polynucleotit duge néu c6 do dong
nhét trinh tu it nhat 12 99 phan tram véi SEQ ID NO: 4 hoic 5.

4. Phén tit ADN tai t6 hop theo diém 3, trong d6 polynucleotit dugc néu chira trinh
tu ADN ctia SEQ ID NO: 4 hodc 5.

5. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 1, trong d6 phéan tir ADN phién ma duoc khac

loai chira gen can quan tdm veé mét ndng hoc.

6. Phan tr ADN t4i t6 hop theo diém 5, trong d6 gen can quan tdm vé mit néng hoc

gay ra kha nang chiu thudc diét co & thuc vat.

7. Phan tir ADN t4i t hop theo diém 5, trong d6 gen can quan tdm vé mit néng hoc

gy ra tinh khang sau bénh ¢ thuc vat.

8. Té bao thuc vét chuyén gen chira phan tir ADN téi td hop chira polynucleotit dugc

chon tir thém bao gom:

a) polynucleotit c6 do ddng nhét trinh ty it nhét 12 95 phan trim véi SEQ ID NO:
5, trong d6 polynucleotit nay c6 hoat tinh trinh ty khéi dong;

b) polynucleotit c6 do dong nhét trinh ty it nhat 1a 97 phan tram v6i SEQ ID NO:
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4, trong do6 polynucleotit nay co6 hoat tinh didu hoa gen;
¢) polynucleotit bao gdm SEQ ID NO: 4 hodc 5; va

d) mot doan bao g@)m it nhat 150 nucleotit lién tuc cua SEQ ID NO: 5, trong do6
doan nay c6 hoat tinh trinh ty khoi dong;
trong d6 phan tt ADN nay dugc lién két chtic ning v6i phan tr ADN phién ma dugc
khac loai.
9. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 8, trong d6 té bao thuc vat chuyén gen nay
14 té bao thyc vat mot 14 mam.
10.  Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 8, trong d6 té bao thuc vét chuyén gen nay
12t bao thyc vat hai 14 mam.
11.  Thuc vat chuyén gen, hodc by phén cia nd, chira phan t& ADN tai to hop theo
diém 1.
12.  Cay con cua thuc vat chuyén gen theo diém 11, hodc mdt bd phéan cta no, trong dé
ciy con nay hodc bd phén cia né chira phan tr ADN tai td hop duge néu.
13.  Hat gidng chuyén gen, trong d6 hat giéng nay chira phan tir ADN tai t6 hop theo
diém 1.
14.  Quy trinh san xuét thuong phém bao gém buéce thu thue vat chuyén gen hodc bd
phan cta n6 theo diém 11 va san xuat thuong pham tir do.
15.  Quy trinh theo diém 14, trong d6 thwong pham nay 1a dich c6 dic protein, thé
phén 1ap protein, hat, tinh bot, hat gidng, bot tho, bot, sinh khéi, hodic dau hat.
16.  Quy trinh biéu hién phan tir ADN phién mi dugc bao gdm budc thu thuc vat
chuyén gen theo diém 11 va trong thuc vat nay, trong d6 ADN phién ma dugc dugc biéu

hién.
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<210> 1
<211> 2001
<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>
<221> d&u hiéu hdn hop
<222> (1)..(2001)

<223> Trinh tu EXP thu dugc tir gen protein Ferredoxin gia dinh 2 cua Cucumis
melo chtra trinh tuy khoi déng dugc lién két chuc ndng 5' véi trinh tu da&n dau
ty nhién cua nb.

<400> 1
ttgtttgttt ctttatagta gatgatgttt tcaaatatag aaaatgagct aatgtttctt 60
ttaaatatag taaaatttta ctttctatcc atgaaaaact gtgatagatt ccaaatagtc 120
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aactattact

ggttccttgg

ttaatttata

caattcaaac

atgaaaggat

aaattaaaat

atatcaatag

gaaatttaaa

acatatgtta

gaaacctcat

atccattact

taagaagaat

acaatttagt

atcgttatga

tgatcattta

ttaattcctt

ttagtgatcg

gtgcaatttt

actattttta

tttgaacttt

caactttcca

caatataaga

tttcactctc

gagacaacgt

aagactaaaa

gtgtcaattc

aaccaaagca

gtctacacaa

gggatccact

cacaagtagc

gtttccgaaa

taagttttga

atagaaagta
atccaécaag
gggccagtgt
aattatctgg
tactctatca
taatttagta
actttacaat
gagtctaaat
attcaatgat
actcaaatct
aaaattcaat
tgtcctaatt
catcatataa
cacccataga
cttatatttt

aagtgatatt

37948

attcttcatt
ttccaaatct
caatttataa
ataatgagta
tgtaaagcat
aataaagacg
tgcagaattc
ctaacttatt
tcgaattttt
gaaaagattc
gagagcagat
tttaatgtag
atgaaaaaaa
caatattctc
gagcaattga

taattcttte

-37-

cttattgcat

tcaaagaaaa

atctaaattt

cattctcgat

gagcatgttc

acttaaatta

aaaataataa

atcgatatac

gctcgtccta

atccatttca

tgaagtttcc

tgcgttttta

gaaaatactc

tttatgaatt

gatttgaatt

gagttttaag

tctttgttat

gatttttttt

taagttatat

gcagaggata

ttgtgtacga

tcatttaaat

taataaaaaa

attttcatca

tcctactaaa

actcctctct

acccttgtct

ttagttacaa

atacaaattc

agttattgtt

taggtttgat

atgaatttct

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



aaatagtttc

gatatgttat

aggattttat

gcacatcctt

aagttcaaat

aggatcatga

taaaagaatc

atcatagaaa

aagcaatcta

agaccattag

catctagaga

aacaaaatgg

aaatctttgg

actcacaacc

ctctttaaaa

aacacaaaaa

tagataagtc

ttagactttt

agtacaatag

aatgttagct

cttgtgtact

cttttgattg

aaattttact

ctaaaaagca

agacgaacaa

agatcgaatc

ccagaagtgt

tttatgaagc

aaggataaga

acacgctctc

aaccctcttc

Caagaagaaa

tacaactagc

ttaaactgct

gattggagga

gaactacttt

tgtgtaatgt

aaatagatct

acatatacca

tgcggtgtta

ggatggcatt

tagattccaa

attttgttta

cattagtact

acccacaacc

tatttcactc

actctctcaa

37948

taatataaca
aattcaaatt
atttgaatca
tgcaaaaatg
cctaagttta
aagaacatga
acaatgtgca
gtttgtggta
gttaaatcat
accctactaa
tttattatta
ttaagcggct
attaccattc
tgcacgttat

ttccatttca

-38-

aaatggcgac

gataagaaag

caagctccaa

aaaactcgat

ggtggggcca

aagtataatt

ttttcctctt

ccaataactt

agggataaag

atacttgagc

ttttatttga

gttgttcata

attgccaaga

agccacacga

tctcatctca

gtgatagtta

ttagaccgca

agtcacatta

tatgaaaaaa

tgaatgaatt

aagaaaaact

gaatgactca

ttactcttag

aggaatgttg

ttgggcatta

aaaaaaaagg

ttttgaaacc

taaggcctta

cccaaatatc

tctccaatcc

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2001



<210> 2
<211> 1936
<212> ADN
<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

(1) .

Cucumis melo

. (1936)

Cucumis melo.

<400> 2

ttgtttgttt

ttaaatatag

aactattact

ggttccttgg

ttaatttata

caattcaaac

atgaaaggat

aaattaaaat

atatcaatag

ctttatagta

taaaatttta

ttagtgatcg

gtgcaatttt

actattttta

tttgaacttt

caactttcca

caatataaga

tttcactctc

dédu hiéu hdn hop

gatgatgttt

ctttctatcc

atagaaagta

atccaacaag

gggccagtgt

aattatctgg

tactctatca

taatttagta

actttacaat

37948

tcaaatatag
atgaaaaact
attcttcatt
ttccaaatct
caatttataa
ataatgagta
tgtaaagcat
aataaagacg

tgcagaattc

-30-

aaaatgagct

gtgatagatt

cttattgcat

tcaaagaaaa

atctaaattt

cattctcgat

gagcatgttc

acttaaatta

aaaataataa

aatgtttctt

ccaaatagtc

tctttgttat

gatttttttt

taagttatat

gcagaggata

ttgtgtacga

tcatttaaat

taataaaaaa

Trinh tu khoi d6éng thu dugc tlr gen protein Ferredoxin gia dinh 2 cua
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120

180

240

300

360

420

480

540



gaaatttaaa

acatatgtta

gaaacctcat

atccattact

taagaagaat

acaatttagt

atcgttatga

tgatcattta

ttaattcctt

aaatagtttc

gatatgttat

aggattttat

gcacatcctt

aagttcaaat

aggatcatga

taaaagaatc

gagacaacgt
aagactaaaa
gtgtcaéttc
aaccaaagca
gtctacacaa
gggatccact
cacaagtagc
gtttccgaaa
taagttttga
tagataagtc
ttagactttt
agtacaatag
aatgttagct
cttgtgtact
cttttgattg

aaattttact

gagtctaaat

attcaatgat

actcaaatct

aaaattcaat

tgtcctaatt

catcatataa

cacccataga

cttatatttt

aagtgatatt

tacaactagc

ttaaactgct

gattggagga

gaactacttt

tgtgtaatgt

aaatagatct

acatatacca
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ctaacttatt
tcgaattttt
gaaaagattc
gagagcagat
tttaatgtag
atgaaaaaaa
caatattctc
gagcaattga
taattctttc
taatataaca
aattcaaatt
atttgaatca
tgcaaaaatg
cctaagttta
aagaacatga

acaatgtgca

-40-

atcgatatac

gctcgtccta

atccatttca

tgaagtttcc

tgcgttttta

gaaaatactc

tttatgaatt

gatttgaatt

gagttttaag

aaatggcgac

gataagaaag

caagctccaa

aaaactcgat

ggtggggcca

aagtataatt

ttttcctectt

attttcatca

tcctactaaa

actcctctct

acccttgtct

ttagttacaa

atacaaattc

agttattgtt

taggtttgat

atgaatttct

gtgatagtta

ttagaccgca

agtcacatta

tatgaaaaaa

tgaatgaatt

aagaaaaact

gaatgactca

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



atcatagaaa

aagcaatcta

agaccattag

catctagaga

aacaaaatgg

aaatctttgg

actcacaacc

ctctttaaaa

<210> 3

<211> 65

<212> ADN

<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

(1) .

ctaaaaagca

agacgaacaa

agatcgaatc

ccagaagtgt

tttatgaagc

aaggataaga

acacgctctc

aaccct

Cucumis melo

. (65)

Cucumis melo.

<400> 3

cttcactctc tcaattccat ttcatctcat ctcatctcca atccaacaca aaaacaagaa

tgcggtgtta

ggatggcatt

tagattccaa

attttgttta

cattagtact

acccacaacc

tatttcactc

diu hiéu hdn hop

37948

gtttgtggta
gttaaatcat
accctactaa
tttattatta
ttaagcggct
attaccattc

tgcacgttat

-41-

ccaataactt

agggataaag

atacttgagc

ttttatttga

gttgttcata

attgccaaga

agccacacga

ttactcttag

aggaatgttg

ttgggcatta

aaaaaaaagg

ttttgaaacc

taaggcctta

cccaaatatc

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1936

Trinh tu din ddu thu dugc tlu gen protein Ferredoxin gia dinh 2 cua
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gaaaa 65
<210> 4

<211> 2001

<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>

<221> d&u hiéu hén hop

<222> (1) ..(2001)

<223> Trinh tu EXP thu dugc tu gen protein 1lién k&t chit diép luc a-b 13 cua

Cucumis melo chtta trinh tu khodi ddéng dugc 1lién k&t chtic ndng 5' véi trinh tu

din dau tu nhién cua nd.

<400> 4

aaaacccaaa

agagcgtcag

tttgttctgt

ccatgaagcg

ataaaattat

tttctaaaag

aaaaaatgtt

taaatacaaa

actgaagatc

ttttcccagce

ctctaattac

tttacactaa

attgtatcca

atattttcgt

gttaatagat

tgaaggtcgc

gaatgaacta

caatcatttt

aaactctctt

agaagtaaaa

gacctttaac

tttcaacaat

gtgttcgatc

tccatacgtc

ttctttettyg

ttaaaaattt

tttacatgga

cttaggaaca

-42-

gcggggatag

cacgctcacc

gtcgtttgta

gaattgatca

agatccaatt

aaataaaatg

tttgataact

ctcagttggg

gcatcttttt

tagccatgat

agttacaaat

ttaattttgt

cctataaatt

attactttga

60

120

180

240

300

360

420



gattgcagtc

cctcaaaatt

caatccttcc

acatatttga

aaattgaaat

tttatgtaaa

cccaagtaca

aaactattgt

caattttaaa

gattatattg

tttgaaattg

cttcacaaga

tttcttcctce

gatttctttt

aattttttaa

ttttatattt

ataggcaaca

aagtatatta

tcgtcttgtt

ttctcaatct

tgaattccgt

ggccaataat

tcatagattg

cgtagattta

ttttatttga

tcattttcat

aaatttttat

gtgagaaaca

catgttatta

gggagaggta

ttgtccttta

taaggagaaa

caaggtcttg

taccaactca

ttttcctcca

tagattttct

gtaaaatcta

gttccaaatt

gctttcaatt

atcccctagt

ttggttataa

acataaattt

gaatatgtgg

gagatgggag

ggtcacatca

ctcttagacc

atttctttta

tatattaaaa

37948

gacaaacatg
tttcatttgc
aatttgtaat
accttttagg
taatatggga
tatttcctta
ccaaatccat
tttgttgatt
acttcgggtg
atttattttt
atttagtccc
ggagaaaaat
atatttataa
tattttttta
tttgtatcta

tataaggtta

ttcgtgacac

ttgttacggt

cttaaaattg

taatctatat

acccaattcg

ttattattgt

catggtatat

ttttaaaata

tgatttagtt

gaaaaagtta

tcaattctca

ggaaagataa

tattttatat

acaaaaatta

gactttataa

gttttcatac

caaacacccc

tgtgttttat

gtgaaacatc

tttgaaattg

aatttaatgt

atattttgtc

ttttaggtgc

gtactttcaa

gtccaatttg

tcttttagtc

aattaaccat

aaaaagtatt

taaatttaat

ttggactcat

agtttgagag

actagataga

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



cttatgatct

aaaaattaaa

gaattgatgc

aacaacgatt

caagtggata

atatatatat

aaagaaaagg

aatctttaga

atatctttca

tctctctcac

accacagagc

<210> 5

<211>

<212> ADN

<213>

<220>
<221>

<222>

1899

(1).

tatacgagtg

atcatccatt

cttgttaatt

taaaagttta

tactaacaaa

ataaaaaaaa

agggtataga

aacaatatga

ctcttcacca

acaatctcca

ttcaagtacc

Cucumis melo

. (1899)

aatgagttaa

ttgttaaatt

ttcaaatata

ctttgatgtg

agttcaagat

aaagttaggt

taaaatgtgg

ttggctaact

ctcatctcct

acactactgc

ddu hiéu hén hop

37948

actctcaatt
aaaatttgaa
attatagtaa
ttgaacaata
cttaaacttt
gttaaaagaa
atagaaagag
aagccctctce
cgtttcctca

ccattcctct

aaaattattt

gaaatttata

aaattcttaa

tttatcaaac

aagtgaatta

aactgaaaat

atgagttgta

attaccccac

taatattccc

gttctttctc

gaattttttc

ggatgcgtaa

ttagtttact

caaatttgat

attttgacat

tgttaaaaga

gatgcaaaaa

aaaatttctc

ccacttccac

tctactctca

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2001



<223>

13 cua Cucumis melo.

<400> 5

aaaacccaaa

agagcgtcag

tttgttctgt

ccatgaagcg

ataaaattat

tttctaaaag

aaaaaatgtt

gattgcagtc

cctcaaaatt

caatccttcc

acatatttga

aaattgaaat

tttatgtaaa

cccaagtaca

taaatacaaa

actgaagatc

ttttcccage

ctctaattac

tttacactaa

attgtatcca

atattttcgt

ataggcaaca

aagtatatta

tcgtcttgtt

ttctcaatct

tgaattccgt

ggccaataat

tcatagattg

gttaatagat

tgaaggtcgc

gaatgaacta

caatcatttt

aaactctctt

agaagtaaaa

gacctttaac

caaggtcttg

taccaactca

ttttcctcecca

tagattttct

gtaaaatcta

gttccaaatt

gctttcaatt

37948

tttcaacaat
gtgttcgatc
tccatacgtc
ttctttecttg
ttaaaaattt
tttacatgga
cttaggaaca
ga;aaacatg
tttcatttgc
aatttgtaat
accttttagg
taatatggga
tatttcctta

ccaaatccat

-45-

Trinh tu kh&i déng thu dugc tu gen protein 1lién

gcggggatag

cacgctcacc

gtcgtttgta

gaattgatca

agatccaatt

aaataaaatg

tttgataact

ttcgtgacac

ttgttacggt

cttaaaattg

taatctatat

acccaattcg

ttattattgt

catggtatat

két chit diép luc a-b

ctcagttggg

gcatcttttt

tagccatgat

agttacaaat

ttaattttgt

cctataaatt

attactttga

caaacacccc

tgtgttttat

gtgaaacatc

tttgaaattg

aatttaatgt

atattttgtc

ttttaggtgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



aaactattgt

caattttaaa

gattatattg

tttgaaattg

cttcacaaga

tttcttccte

gatttctttt

aattttttaa

ttttatattt

cttatgatct

aaaaattaaa

gaattgatgce

aacaacgatt

caagtggata

atatatatat

aaagaaaagg

cgtagattta

ttttatttga

tcattttcat

aaatttttat

gtgagaaaca

catgttatta

gggagaggta

ttgtccttta

taaggagaaa

tatacgagtg

atcatccatt

cttgttaatt

taaaagttta

tactaacaaa

ataaaaaaaa

agggtataga

atcccctagt

ttggttataa

acataaattt

gaatatgtgg

gagatgggag

ggtcacatca

ctcttagacc

atttctttta

tatattaaaa

aatgagttaa

ttgttaaatt

ttcaaatata

ctttgatgtg

agttcaagat

aaagttaggt

taaaatgtgg

37948

tttgttgatt
acttcgggtg
atttattttt
atttagtccc
ggagaaaaat
atatttataa
tattttttta
tttgtatcta
tataaggtta
actctcaatt
aaaatttgaa
attatagtaa
ttgaacaata
cttaaacttt
gttaaaagaa

atagaaagag

-46-

ttttaaaata

tgatttagtt

gaaaaagtta

tcaattctca

ggaaagataa

tattttatat

acaaaaatta

gactttataa

gttttcatac

aaaattattt

gaaatttata

aaattcttaa

tttatcaaac

aagtgaatta

aactgaaaat

atgagttgta

gtactttcaa

gtccaatttg

tcttttagtc

aattaaccat

aaaaagtatt

taaatttaat

ttggactcat

agtttgagag

actagataga

gaattttttc

ggatgcgtaa

ttagtttact

caaatttgat

attttgacat

tgttaaaaga

gatgcaaaaa

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



37948

aatctttaga aacaatatga ttggctaact aagccctctc attaccccac aaaatttctc 1860
atatctttca ctcttcacca ctcatctcct cgtttcctce 1899
<210> 6

<211> 102

<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>

<221>

<222>

<223>

déu hiéu hdn hop
(1) ..(102)

Trinh tu din diu thu dugc tit gen protein lién két chdt diép luc a-b 13

cua Cucumis melo.

<400> 6

ataatattcc cccacttcca ctctctctca cacaatctcc aacactactg cccattcctce 60
tgttctttct ctctactctc aaccacagag cttcaagtac cc 102
<210> 7

<211> 1014

<212> ADN

<213> Cucumis melo

<220>

<221> d&u hiéu hén hop

<222> (1)..(1014)

-47-



<223>

ty didn diu tu nhién cua nbd.

<400> 7

aggctttttc

tacctatttt

ttctcttata

aacattgaat

cttacattta

ataattctaa

tgagttagta

atgttccatt

gatgaggaat

tcgtacaaaa

tggtgtgaag

aaaccaacgg

caccatcttt

tctctttcct

gatctaaaat

aaaatagtaa

acttggaaat

aaactattag

cgtgaaaagc

gcactctttt

cactttgaga

tatagggcat

cggaaaagaa

tcaatcgata

aatcaaaagc

agcttcacag

cttgattttg

tcttcaatcc

cacctgtaac

ttagtatttt

ttagataaca

cttaatactc

gtcaaaatta

ttcactatta

tgaaaacatt

cgaatctatg

agagcatttg

gtgtgttgtt

atttagctaa

ccacacaaat

atttccctga

tccacctttt

37948

aagtttaata
attcaataga
atgatgcaaa
taaaatcagt
agaaaaatca
gattagagaa
tataactaga
actattttgt
attactacaa
gttcgttgtt
ttttttagag
ggcctcectcect
atcctcaacc

acttctcttt

-48-

atcgagaatt

tatgtttgaa

ccgcaaaaga

ggttggaaaa

tttgttacaa

taccagaaaa

acaatttgaa

ttttttggtg

gaagagtttg

catccctaaa

ctcctaaatt

cttttccgcece

cttatcccct

ctctatcccc

agtgaaagtg

atctaaaaaa

gtatatacta

aaaacttcca

tcacacataa

aaatttgatt

ataaagtaag

agttaaatgg

ttgtttccca

caaaaagaga

cctcagccac

ttgttgtctc

cacccaccct

ttctttctcc

Trinh tu EXP thu dugc tl gen tuong tu protein ngdn tay kém hép B 24
ctia Cucumis melo chta trinh tu khoi déng dugc lién k&t chtic nd&ng 5' véi trinh

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



attcttattc
ctgttctact
agtggagttt
<210> 8
<211> 815
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>

<223>
24 cua

<400> 8

aggctttttc

tacctatttt

ttctcttata

aacattgaat

cttacattta

ataattctaa

(1) .

37948

tctaataccc acttttccte ttcttcttec cttccatctce tccggcgcca

ggcggtttaa tttcatgggt tcttettgat cttggagtag gaaacaggga

cggcgaatct attcaaaatc ttagtggttg ttcagaggga gaag

Cucumis melo

. (815)

gatctaaaat

aaaatagtaa

acttggaaat

aaactattag

cgtgaaaagc

gcactctttt

diu hiéu hdn hop

cacctgtaac

ttagtatttt

ttagataaca

cttaatactc

gtcaaaatta

ttcactatta

aagtttaata

attcaataga

atgatgcaaa

taaaatcagt

agaaaaatca

gattagagaa

-49-

atcgagaatt

tatgtttgaa

ccgcaaaaga

ggttggaaaa

tttgttacaa

taccagaaaa

agtgaaagtg

atctaaaaaa

gtatatacta

aaaacttcca

tcacacataa

aaatttgatt

900

960

1014

Trinh tu kh&i déng thu dugc tu gen tuong tu protein ngén tay k&m hdp B
Cucumis melo.

60

120

180

240

300

360



tgagttagta

atgttccatt

gatgaggaat

tcgtacaaaa

tggtgtgaag

aaaccaacgg

caccatcttt

tctctttcct

<210> 9
<211> 199
<212> ADN

<213>

<220>
<221> d&u
<222>

<223>
24 cua

<400> 9

tctttctcta tccccttett tctccattct tattctctaa tacccacttt tcectettcett

(1) ..

Trinh tu dan
Cucumis melo.

cactttgaga

tatagggcat

cggaaaagaa

tcaatcgata

aatcaaaagc

agcttcacag

cttgattttg

tcttcaatcc

Cucumis melo

hiéu hdén

(199)

tgaaaacatt

cgaatctatg

agagcatttg

gtgtgttgtt

atttagctaa

ccacacaaat

atttccctga

tccacctttt

hop

37948

tataactaga
actattttgt
attactacaa
gttcgttgtt
ttttttagag
ggcctcctcect
atcctcaacc

acttc

-50-

acaatttgaa

ttttttggtyg

gaagagtttg

catccctaaa

ctcctaaatt

cttttccgcece

cttatcccct

ataaagtaag

agttaaatgg

ttgtttccca

caaaaagaga

cctcagccac

ttgttgtctc

cacccaccct

420

480

540

600

660

720

780

815

d3u thu dugc tl gen tuong tu protein ngdén tay ké&m hép B

60



37948

cttcccttece atctctccgg cgccactgtt ctactggegg tttaatttca tgggttcttc

ttgatcttgg agtaggaaac agggaagtgg agtttcggcg aatctattca aaatcttagt

ggttgttcag
<210> 10
<211> 1887
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

<400> 10

agtagtagta

gtggctttgt

acaggtggtt

tcaaatatgc

ctcttgccecct

ddu hiéu hén
(1) .

Trinh tyu EXP
Medicago truncatula
trinh tu din diu tu

agggagaag

. (1887)

ggtgttgaca

taccacttga

taaattttga

atacttaatg

cggtatatat

Medicago truncatula

hop

tttetttttt

tagactttta

tctgaatgag

tgtctattgt

gtatcggacc

thu dugc tu gen protein
chta trinh tu khdi ddng
nhién cua nb.

ttttgaacaa

gaatgtatgt

acaatatttg

gatatttaag

ataaagggaa

-51-

120

180

199

phttic hop thu anh séng b2 cua
duoc 1lién két chiic nang 5' voi

gaggagttga

caataagaat

catgaagtaa

gcatcattca

ccaaaaatga

catttctaag

agaaaagaac

agtttagatt

tctctcttge

tttcagatac

60

120

180

240

300



ataaaattaa

aattctaaca

taacatatta

caacatgtga

ggtcaacttg

atagttgtga

taactgccac

ttgtcttgta

tctcttttet

agttcttata

ttttttttgt

aaaaaatgag

tcggagcctg

aaggataagt

actttttatt

acattagtct

ttttcacatg

tgaaattata

attaacattg

cttgaattat

tgaaatagat

attgtgaaat

cttgtgttct

catcttcata

cttcaacata

gtgtgtttta

gtatatttta

catttttttg

ttcttttcat

gttctattca

cttgtaattg

gtaattcttc

tttaagtaat

tgtagttttt

tcattccaaa

acatgtacgg

tctcttcatt

tagataacca

tgaggttgaa

ttcacgtggt

tagttgtaat

gcctcacatt

gagactaaag

ttagtgaata

gactcctctt

atacgcgtaa

taatgttatt

gggttattca

37948

ctcaattgaa
aactccaaac
agaaaaacaa
ttgagaatta
gtattttttt
cgtgagccaa
cagtttacag
ttaagccact
aatagataat
tttttctttt
tgcaatgaaa
tgtatgcagg
aattgagaca
gaaaagaatg
tttcgggtca

catttcattt

-52-

atggatttta

ataatttctc

aactgaatag

tattaaaaat

cacatttgat

ttttgtaatt

ccaagtcttc

tattttcgtg

atagggtttg

cattgaccaa

tcttatttat

atttgaaaaa

tgaaattcaa

agcagttcag

cacaattaag

gatggtcaga

ttccatcatt

acttgtccac

aggtggagat

ctaaagttgg

attatatagg

tagttgggat

ctttgcctgt

ttttttttte

atatgttttt

cagcatacac

atggaaataa

ggaatgagat

tgcttgacgt

atcaaatcga

ttttgtttgc

ggcaaattga

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



aagctaagca

tacctatact

cattatgtac

attaagttgg

agcaaaataa

ttctgtattt

aacatctaag

caaaatataa

tgcatatcct

aaacctttgt

caaacatcaa

<210> 11

<211>

<212> ADN

<213>

<220>
<221>

<222>

1837

(1) .

gtggtaattc

atgtgtaata

atttcaaaat

taatttctga

aaagatgttg

ctctcagctt

caaccagatc

gcttgggaat

aatctacaat

atcctttctt

gaaacctcaa

. (1837)

taaagattcc

tttaatttat

gattcattaa

gatgtatttyg

ctgtttttca

tggtggacct

aatgcatcca

ccacatacta

atcttatgat

cattcttcac

cgcccte

Medicago truncatula

didu hiéu hdn hop

37948

cccgggaaaa
tttgtcacat
attgcaatta
aaattattat
ctcaaactcc
aatttccttg
catggcacaa
attcaccacc
ttccaccgtyg

aacaacacta

-53-

aatagaaatg

tgtatcaaat

aattcaccca

gtaaacgaga

caatccaaac

gctcacattc

agagagccac

aataagatgt

gccactccca

gcttatacca

tctcctacgt

tagtttctca

tccgtttaac

tgcatttgat

ccttccaagt

acctctccaa

aatatcacta

tgctgacttg

acacttctat

ctaaagagaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1887



<223>

cna Medicago truncatula.

<400> 11

agtagtagta

gtggctttgt

acaggtggtt

tcaaatatgc

ctcttgccct

ataaaattaa

aattctaaca

taacatatta

caacatgtga

ggtcaacttg

atagttgtga

taactgccac

ttgtcttgta

tctcttttcet

ggtgttgaca

taccacttga

taaattttga

atacttaatg

cggtatatat

ttttcacatg

tgaaattata

attaacattg

cttgaattat

tgaaatagat

attgtgaaat

cttgtgttct

catcttcata

cttcaacata

tttetttttt

tagactttta

tctgaatgag

tgtctattgt

gtatcggacc

tttaagtaat

tgtagttttt

tcattccaaa

acatgtacgg

tctcttcatt

tagataacca

tgaggttgaa

ttcacgtggt

tagttgtaat

37948

ttttgaacaa
gaatgtatgt
acaatatttg
gatatttaag
atéaagggaa
ctcaattgaa
aactccaaac
agaaaaacaa
ttgagaatta
gtattttttt
cgtgagccaa
cagtttacag
ttaagccact

aatagataat

Trinh tu kh&i déng thu dugc tut gen protein phuc

gaggagttga

caataagaat

catgaagtaa

gcatcattca

ccaaaaatga

atggatttta

ataatttctc

aactgaatag

tattaaaaat

cacatttgat

ttttgtaatt

ccaagtcttc

tattttcgtyg

atagggtttg

hop thu &anh séang b2

catttctaag

agaaaagaac

agtttagatt

tctctettge

tttcagatac

ttccatcatt

acttgtccac

aggtggagat

ctaaagttgg

attatatagg

tagttgggat

ctttgecctgt

ttttttttte

atatgttttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agttcttata

ttttttttgt

aaaaaatgag

tcggagcctg

aaggataagt

actttttatt

acattagtct

aagctaagca

tacctatact

cattatgtac

attaagttgg

agcaaaataa

ttctgtattt

aacatctaag

caaaatataa

tgcatatcct

gtgtgtttta

gtatatttta

catttttttg

ttcttttcat

gttctattca

cttgtaattg

gtaattcttc

gtggtaattc

atgtgtaata

atttcaaaat

taatttctga

aaagatgttg

ctctcagctt

caaccagatc

gcttgggaat

aatctacaat

gcctcacatt
gagactaaag
ttagtgaaté
gactcctctt
atacgcgtaa
taatgttatt
gggttattca
taaagattcc
tttaatttat
gattcattaa
gatgtatttg
ctgtttttca
tggtggacct
aatgcatcca
ccacatacta

atcttatgat

37948

tttttctttt
tgcaatgaaa
tgtatgcagg
aattgagaca
gaaaagaatg
tttcgggtca
catttcattt
cccgggaaaa
tttgtcacat
attgcaatta
aaattattat
ctcaaactcc
aatttccttg
catggcacaa
attcaccacc

ttccaccgtyg

-55-

cattgaccaa

tcttatttat

atttgaaaaa

tgaaattcaa

agcagttcag

cacaattaag

gatggtcaga

aatagaaatg

tgtatcaaat

aattcaccca

gtaaacgaga

caatccaaac

gctcacattc

agagagccac

aataagatgt

gccactccca

cagcatacac

atggaaataa

ggaatgagat

tgcttgacgt

atcaaatcga

ttttgtttgce

ggcaaattga

tctcctacgt

tagtttctca

tccgtttaac

tgcatttgat

ccttccaagt

acctctccaa

aatatcacta

tgctgacttyg

acacttctat

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



37948

aaacctttgt atcctttctt cattcttcac aacaaca 1837
<210> 12

<211> 50

<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<220>

<221>

<222>

<223>

dédu hiéu hdn hop
(1) ..(50)

Trinh tu din ddu thu dugc tlu gen protein phiic hop thu &nh sang b2 cua

Medicago truncatula.

<400> 12

ctagcttata ccactaaaga gaacaaacat caagaaacct caacgccctce 50
<210> 13

<211> 594

<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<220>

<221> d&u hiéu hén hop

<222> (1)..(594)

<223> Trinh tu EXP thu dugc tir gen tién chat luc lap hé quang hoéa IT cla

Medicago truncatula ch@a trinh ty khdi déng dugc 1ién k&t chtGic ndng 5' vdi
trinh tu din ddu tu nhién cha nd.

<400>

13

-56-



ttactgttgg

agcttatatt

tattaaagta

taaaacattt

agatagatat

tacaaaattt

aattaacaag

gtggcattaa

ccacaaaagc

acaatagaag

<210> 14

<211> 552
<212> ADN

<213>

<220>
<221>
<222>

<223>

(1) .

ttttggctaa

actccatatc

caatattcat

tacatgctca

gataaaagtc

ttacactgcc

catcaacaca

cttattggtc

tcccattttt

ctatcacata

. (552)

atttgttatg

agataagcct

ttttttttgg

acaaatctca

aaatatttta

ggtacctatt

agccccccaa

atatcattaa

gtatgattta

gagactagtt

Medicago truncatula

diu hiéu hdn hop

clla Medicago truncatula.

37948

ttgtgctatc
gacctcactc
gaatagatta
aaccatcttt
atgatccaat
agcatctttc
aaccatttct
tgagataaga
cattccatat

cagaatccag

-57-

tgttgagaaa

ccattagaag

attttgatgce

tgtatgactt

agttatcatt

ttatccttta

agcattatca

taatgtatgg

attcattctt

atcacattgt

aatgttgggt

gaaacaaata

attttcggtg

tttggattta

gattgtcttg

aattcacatt

actattcaac

tcctacccta

ccacttgccc

agaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

594

Trinh tu khéi déng thu dugc tu gen tién chét luc lap hé gquang hdéa II



<400> 14

ttactgttgg

agcttatatt

tattaaagta

taaaacattt

agatagatat

tacaaaattt

aattaacaag

gtggcattaa

ccacaaaagc

acaatagaag

<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213>

<220>
<221>

<222>

(1) .

ttttggctaa

actccatatc

caatattcat

tacatgctca

gataaaagtc

ttacactgcc

catcaacaca

cttattggtc

tcccattttt

. (42)

atttgttatg

agataagcct

ttttttttgg

acaaatctca

aaatatttta

ggtacctatt

agcccceccececaa

atatcattaa

gtatgattta

Medicago truncatula

didu hiéu hdn hop

37948

ttgtgctatc
gacctcactc
gaatagatta
aaccatcttt
atgatccaat
agcatctttc
aaccatttct
tgagataaga

cattccatat

-58-

tgttgagaaa

ccattagaag

attttgatgc

tgtatgactt

agttatcatt

ttatccttta

agcattatca

taatgtatgg

attcattctt

aatgttgggt

gaaacaaata

attttcggtyg

tttggattta

gattgtcttg

aattcacatt

actattcaac

tcctacccta

ccacttgccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

552



<223>

Medicago truncatula.

<400> 15

37948

atcacataga gactagttca gaatccagat cacattgtag aa

<210> 16
<211> 1797
<212> ADN
<213>

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

<223>

. (1797)

Medicago truncatula

d&u hiéu hdn hop

cua Medicago truncatula.

<400> 16

agtagtagta

gtggctttgt

acaggtggtt

tcaaatatgc

ctcttgccct

ataaaattaa

ggtgttgaca

taccacttga

taaattttga

atacttaatg

cggtatatat

ttttcacatg

tttetttttt

tagactttta

tctgaatgag

tgtctattgt

gtatcggacc

tttaagtaat

ttttgaacaa

gaatgtatgt

acaatatttg

gatatttaag

ataaagggaa

ctcaattgaa

-5O-

gaggagttga

caataagaat

catgaagtaa

gcatcattca

ccaaaaatga

atggatttta

catttctaag

agaaaagaac

agtttagatt

tctctecttge

tttcagatac

ttccatcatt

Trinh tu din ddu thu dugc tir gen tién chét luc lap hé quang héa II cua

42

Trinh tu tdng cudng thu dugc tl gen protein phuc hop thu anh séang b2

60

120

180

240

300

360



aattctaaca

taacatatta

caacatgtga

ggtcaacttg

atagttgtga

taactgccac

ttgtcttgta

tctcttttcet

agttcttata

ttttttttgt

aaaaaatgag

tcggagectg

aaggataagt

actttttatt

acattagtct

aagctaagca

tgaaattata

attaacattg

cttgaattat

tgaaatagat

attgtgaaat

cttgtgttct

catcttcata

cttcaacata

gtgtgtttta

gtatatttta

catttttttg

ttcttttcat

gttctattca

cttgtaattg

gtaattcttc

gtggtaattc

tgtagttttt

tcattccaaa

acatgtacgg

tctcttcatt

tagataacca

tgaggttgaa

ttcacgtggt

tagttgtaat

gcctcacatt

gagactaaag

ttagtgaata

gactcctctt

atacgcgtaa

taatgttatt

gggttattca

taaagattcc

37948

aactccaaac
agaaaaacaa
ttgagaatta
gtattttttt
cgtgagccaa
cagtttacag
ttaagccact
aatagataat
tttttctttt
tgcaatgaaa
tgtatgcagg
aattgagaca
gaaaagaatg
tttcgggtca
catttcattt

cccgggaaaa

-60-

ataatttctc

aactgaatag

tattaaaaat

cacatttgat

ttttgtaatt

ccaagtcttc

tattttcgtg

atagggtttg

cattgaccaa

tcttatttat

atttgaaaaa

tgaaattcaa

agcagttcag

cacaattaag

gatggtcaga

aatagaaatg

acttgtccac

aggtggagat

ctaaagttgg

attatatagg

tagttgggat

ctttgcctgt

ttttttttte

atatgttttt

cagcatacac

atggaaataa

ggaatgagat

tgcttgacgt

atcaaatcga

ttttgtttgce

ggcaaattga

tctcctacgt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



tacctatact

cattatgtac

attaagttgg

agcaaaataa

ttctgtattt

aacatctaag

caaaatataa

tgcatatcct

<210> 17

<211>

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 17

2001

atgtgtaata

atttcaaaat

taatttctga

aaagatgttg

ctctcagctt

caaccagatc

gcttgggaat

aatctacaat

Nhén tao

tttaatttat

gattcattaa

gatgtatttg

ctgtttttca

tggtggacct

aatgcatcca

ccacatacta

atcttatgat

37948

tttgtcacat
attgcaatta
aaattattat
ctcaaactcc
aatttccttg
catggcacaa
attcaccacc

ttccaccgtg

Trinh ty md& héa cho beta-glucuronidaza

tgtatcaaat

aattcaccca

gtaaacgaga

caatccaaac

gctcacattc

agagagccac

aataagatgt

gccactccca

(GUS) cob

atggtccgtc ctgtagaaac cccaacccgt gaaatcaaaa aactcgacgg

ttcagtctgg atcgcgaaaa ctgtggaatt gatcagcgtt ggtgggaaag

gaaagccggg caattgctgt gccaggcagt tttaacgatc agttcgccga

-61-

tagtttctca

tccgtttaac

tgcatttgat

ccttccaagt

acctctccaa

aatatcacta

tgctgacttg

acacttc

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1797

intron x1 ly duogc.

cctgtgggcea

cgcgttacaa

tgcagatatt

60

120

180



cgtaattatg

ggccagcgta

aatcaggaag

tatgttattyg

taattatcat

gtagtatata

ttctaatata

ctgaactggce

cagtcttact

accacgccga

aaccacgcgt

gatgcggatc

aatccgcacc

agccagacag

ggcgaacagt

gatgcggact

cgggcaacgt

tcgtgctgeg

tgatggagca

ccgggaaaag

taattagtag

gcaattgctt

tgaccaaaat

agactatccc

tccatgattt

acacctgggt

ctgttgactg

aacaggtggt

tctggcaacc

agtgtgatat

tcctgattaa

tgcgtggcaa

ctggtatcag

tttcgatgcg

tcagggcggc

tgtacgtaag

taatataata

ttctgtagtt

ttgttgatgt

gccgggaatg

ctttaactat

ggacgatatc

gcaggtggtg

tgcaactgga

gggtgaaggt

ctacccgctt

ccacaaaccg

aggattcgat

37948

cgcgaagtct
gtcacfcatt
tatacgccat
tttctgcttc
tttcaaatat
tataagtgtg
gcaggtatca
gtgattaccg
gccggaatcc
accgtggtga
gccaatggtg
caaggcacta
tatctctatg
cgcgtcggceca
ttctacttta

aacgtgctga

-62-

ttataccgaa

acggcaaagt

ttgaagccga

tacctttgat

ttttttcaaa

tatattttaa

ccgtttgtgt

acgaaaacgg

atcgcagegt

cgcatgtcgce

atgtcagcgt

gcgggacttt

aactgtgcgt

tccggtcagt

ctggctttgg

tggtgcacga

aggttgggca

gtgggtcaat

tgtcacgccg

atatatataa

ataaaagaat

tttataactt

gaacaacgaa

caagaaaaag

aatgctctac

gcaagactgt

tgaactgcgt

gcaagtggtg

cacagccaaa

ggcagtgaag

tcgtcatgaa

ccacgcatta

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1026

1080

1140



atggactgga

ctcgactggg

aacctctctt

gaggcagtca

cgtgacaaaa

ccgcaaggtg

acgcgtccga

gatctctttg

ttggaaacgg

cagccgatta

accgacatgt

gatcgcgtca

caaggcatat

aagtcggcgyg

cagcagggag

<210> 18

ttggggccaa

cagatgaaca

taggcattgg

acggggaaac

accacccaag

cacgggaata

tcacctgcgt

atgtgctgtyg

cagagaaggt

tcatcaccga

ggagtgaaga

gcgcecgtegt

tgcgegttgg

cttttctgct

gcaaacaatg

ctcctaccgt

tggcatcgtg

tttcgaagcg

tcagcaagcg

cgtggtgatyg

tttcgcgcecca

caatgtaatg

cctgaaccgt

actggaaaaa

atacggcgtyg

gtatcagtgt

cggtgaacag

cggtaacaag

gcaaaaacgc

37948

acctcgcecatt
gtgattgatg
ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattg
ctggcggaag
ttctgcgacg
tattacggat
gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct

tggactggca

-63-

acccttacgc

aaactgctgc

cgaaagaact

cgattaaaga

ccaacgaacc

caacgcgtaa

ctcacaccga

ggtatgtcca

cctggcagga

ccgggctgca

atatgtatca

tcgccgattt

tcactcgcga

tgaacttcgg

tgaagagatg

tgtcggettt

gtacagcgaa

gctgatagceg

ggatacccgt

actcgacccg

taccatcagc

aagcggcgat

gaaactgcat

ctcaatgtac

ccgcgtettt

tgcgacctcg

ccgcaaaccg

tgaaaaaccg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2001



<211> 315
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<222> (1) .
<223>
<400> 18
tgatcacctg
aaacaagcac
caacaatgaa
tttttttatt
agttatgctc
aaatgtgagt

. (315)

tcgtacagta

tggctttaat

gctaaaattt

ttctaattat

tttttttctt

acatt

Gossypium barbadense

déu hiéu hdén hop

tttctacatt

atgatgataa

tatttattga

atatagtttc

cctctttett

37948

tgatgtgtga
gtattatggt
gccttgeggt
ctttgctttg

ttttaacttt

tttgtgaaga

aattaattaa

taatttcttg

aaatgctaaa

atcatacaaa

Trinh tu 3' UTR thu dugc tu gen Gossypium barbadense E6.

acatcaaaca

ttggcaaaaa

tgatgatctt

ggtttgagag

ttttgaataa

60

120

180

240

300

315





