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Linh vire k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén thuc vat tao ra qua khong hat. Sang ché ciing bao gém
phuong phép tao ra thuc vat nady va st dung axit nucleic ma héa protein twong tu

xyclin SDS dé tao ra qua khong hat.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Hau hét qua khong hat thuong mai duoc tao ra tir thuc vat ma qua cua nd
thuong chira tuong ddi nhiéu hat cimg 16n dwgc phén bd trong toan b thit qua. Céc
qua khong hat dugc biét dén nhu 14 dua héu, ca chua, dua chudt, ca tim, nho, chudi,
qua c6 mui, nhu cam, chanh va chanh 14 cam. Do viéc ti€u thu qua khong hat thuong

dé hon va thuén tién hon, chung dugc coi 1a co gia tri.

Qua thuong bat dau phat trién khi mot hodc nhidu té bao tring trong bau nodn

ctia hoa dugc thu phén béi hat tinh tring tir phan.

Qua khong hat ¢6 thé tao thanh tir hai hién twong khac nhau. Trong mét sd
truong hop, qua phat trién ma khong can sy thy tinh ciia nodn bing phin hoa, hién
tuong con duge biét dén nhur 13 tao qua ma khong can thu tinh. Trong céc truong hop
khac, qua khong hat xay ra sau khi thu phén khi sy phat trién cta hat (phoi va/hodc
noi nhii) bi e ché hoic hat chét sém, trong khi phan con lai ctia qua vén tiép tuc phat
trién (hat bi thui trong qué trinh phat trién som cta qua). Nguoc lai voi tao qua ma
khong can thu tinh, hat bi thui trong qua trinh phat trién sém cua qua cén su thy phan

dé khai dau su phat trien cia qua.

Qud cam khong hat 1a vi du vé tao qua ma khong can thy tinh. Mot sd giéng
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cam (chéng han Navel) khong san sinh ra ph4n hoa hiru thy. Tuy nhién, ching c6 thé
duogc thu phin chéo véi phin hoa tir cac gidng khac. Trong truong hop chi c6 gidng
duc khong c6 kha ning sinh san duogc trong trong vuon cdy an qua, & d6 sé khong co
su thu phén va qua khong hat khong can thuy tinh s& dugc tao ra. Sy nhan giéng cac
cdy cam tuong ung thudng dugc thuc hién bang cach cit sau d6 ghép canh véi mot

than ré khac.

Chudi khong hat 1a thé tam boi. Mic du su thu phén trong mot sb truong hop
c6 thé 1a binh thudng va, da s6 chudi 1a khong hat. Didu nay dugc giai thich béi bd
nhiém sic thé hay thay ddi (3x) dn dén su phan chia khong dung cac nhidm sic thé
trong qua trinh phan bao giam nhiém va két qua 1a tao ra phan hoa bat thu. Khong c6
su thu tinh, chudi tam boi cling c6 thé dugc tao ra va phat trién thanh qua khong hat.
Tham chi khi x4y ra hién twong thu phdn, nhiéu nhét 1 mét trong ba traim qua chta
mot vai hat. Diéu nay c6 thé 1a do phin thé tam boi trd nén bét thy, do nhitng 1y do da
duogc giai thich. Vi vdy, cdy chubi nhin chung c6 thé dugc xem nhu 1a cdy tao qua
khong can thy tinh. Cay chubi thuong dugce nhan gidng vo tinh tir chdi bén hodc chdi
ré mut & géc ctia than chinh, c6 thé duogc léy rava tréng lai dé tiép tuc viée tréng trot.
Ngudi tréng ciing nhan gidng chudi bang cach nudi cdy mo, dic biét 1a dé san xuit ra

cac nguyén li¢u khong sau bénh.

Dua chudt khong hat, bi khong hat va ca tim khong hat 1a vi du vé céc cay
trdng c6 thé tao ra qua khong hat ma khong can thu phin (hién twong tao qua khong
hat ma khong can thu tinh), chéng han trong cac diéu kién ma & do6 su thu phén bi suy
giam (chiang han nhiét d6 thip). Tuy nhién, qua véi chit lwong thuong mai c¢6 thé
duogc tao ra trong cac diéu kién nay. Tuy nhién, tit ca cc ciy trong nay co thé tao ra
qua c6 hat nho thu phan. Vi vdy, cac cdy trong ndy 1a cac cdy tao qua khong hat tay ¥
khong can thu tinh. Viéc nhan giéng cac cdy trong nay c6 thé dugc thuc hién bing

cach tu thu phén hodc thu phén chéo, nhan giéng in vitro, va ghép canh.

Tir cac thé dot bién cua ca chua, ciing da biét ring ching c6 thé tao ra qua
khong hat trong cac diéu kién ma & d6 su thu phan/thu tinh théng thuong bi suy giam
(ching han trong cic truong hop nhiét do thdp). Vi vdy, nhimg thé dot bién nay ciing
tao qua khong hat tity ¥ khong can thu tinh. Céc thé dot bién da biét thé hién kiéu hinh
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nay 1a pat, pat-2 va hé pat-3/pat-4. Cac gen thudc nhiing thé dot bién nay 1a chua biét
va hé pat-3/pat-4 dudong nhur 1 phu thude vao nhiéu locus.

Hién tuong tao qua khong hat khong can thu tinh cling dugc dua vao mot s6
loai cdy bang cach bién dbi gen. Su viéu hién ciia enzym tryptophan monooxygenaza
(iaaM) & vi khudn giy ra su téng hop auxin dudi su diéu khién cia gen khoi du
DefH9 dic hiéu nodn va thuc gia nodn da gy ra su tao qua khong hat khong can thu
tinh & dua chudt (Yin et al., 2006, Clular & molecular Biotech. Letters 11, 279-290),
ca tim (Acciarri et al., 2002, BMC Biotech. 2(4)), ca chua (Rotino et al., 2005, BMC
Biotech. 5(32)) va thudc 4.

Céac cdy chuyén gen nay chimg t6 tim quan trong cta hormon thuc vit trong
qua trinh phét trién hat va qua. Su phat trién hat va qua dugc kiém soat chat ché boi
mot sb hormon thuc vat bén canh nhitng yéti t6 khac 1a da biét trong linh vuc. Su tao
quéa khong hat khong can thy tinh, bao gdm két qua vé mat logic 1a sy khong c6 hat
cua qua, cling co thé dugc gdy ra bdi viéc st dung cac hormon thuc vat ngoai sinh
chéng han, cu thé 14 auxin hodc gibberellin (Ruan et al., Trends in Plant Sci. 17(11),

1360-1385).

Dua héu khong hat duoc tao ra béi ngudi gay gidng 1a cac vi du vé ciy trong
ma hat bi thui trong qu4 trinh phat trién som cua qua. Cac cdy dua hau théng thuong
1a ludng boi (2n). Dua h4u tao qua khong hat 1a cay lai dugc tao ra béng cach lai chéo
cdy dua hau ludng boi (2n) duc véi cdy dua hdu tir bdi (4n) cai. Hat lai F1 tao thanh 13
tam boi (3n). Dé tao qua cho cdy lai F1 cin phai thu phan. Do cay lai F1 tam boi (3n)
khong tao ra hat phin hitu thu, cai goi 1a cdy thu phin hodc cdy lam thu phin phai
duogc trong trén cing mot canh dong. Cay thu phén 1a ludng boi (2n). Thong thudng,
ty 16 giita cdy lam thu phin va cy lai bang khoang 1 : 3 cin phai dugc trong theo mot
so db cho trudc dé tao ra phan hoa dii dé thu phéan cho tit ca cac cdy lai F1. Su thu
phén chéo gitra cdy thu phén ludng bdi (2n) va hoa cta cdy lai tam bdi (3n) cai gay ra
su tao qua va dan dén su tao thanh cia cac qua tam bdi khong hat trén cay lai tam boi.
Céc cdy bd me ludng bdi (2n) va tir bdi (4n) cta cdy lai F1 mdi cdy tao ra qua c6 hat

va ca hai c¢6 thé dugc nhan gidng doc 14p v6i nhau bang cach tu thy phin.
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Nho khéng hat ¢6 thé dugc san xuét tir cdy tao qua khong can thu tinh hozc ciy
tao qua khong hat do hat bi thui trong qué trinh phét trién sém cta qua. Gidng Black
Corinth 12 giéng tao qua khéng can thu tinh, trong khi Sultanina 1a gidng tao qua
khong hat do hat b thui trong qué trinh phat trién sém cta qua. Cay nho nhin chung

dwoc nhan giéng bang cach cit canh va ghép canh 1an luot vao mot than ré khac.

Tinh khong dong déu trong phan bao giam nhiém ciing 12 mot yéu t6 khién cho
cdy tao qua khong hat. Vi du vé cdy tao ra qua khong hat dugc néu trong tai liéu cia
Zhang va déng tac gia (2012, Scientia Horticulture 140, 107-114), boc 10 dua hau
khong hat. Thé dot bién vo tinh duc va cai (male and female sterile - MFS) thu dugc
tir thé hé con ctia cdy lai F1 sau khi chiéu xa hat ctia n6 bang tia gama. Phén hoa tir thé
dot bién MFS 1a khong hé hitu thu. Qua khong hat duoc tao ra béi cac cdy MFS, khi
duogc thy phin véi phin tir cdy hitu thu duc. Vi vay, ciy dua hau MFS c¢6 thé dugc
phan loai 1a cdy tao qua khong hat do hat bi thui trong qué trinh phat trién sém cua
qué. Noan cling gén nhu hoan toan bit thu, do hiu nhu khong c6 hat nao dugc tao ra
nho su thu phén chéo cia thé dot bién MFS vé6i phin tir cac cdy hiru thu khac. Ky tiép
hop khéng hoan toan va sy phan chia bét thuong cia thanh nhiém sic trong qué trinh
phan bao giam nhidm dugc quan sat & thé dot bién MFS va duge nhén thdy 14 nguyén
nhén gy ra su bét thu duc va cai. Cac gen chiu trach nhiém cho nhing anh huéng c6
mat trong thé dot bién MFS chua duoc xac dinh nhung dwong nhu 1a kiéu hinh nay
trong thé dot bién MFS 1a do mét gen lin duy nhét.

Pradillo va d@)ng tac gia (2014, Frontiers in Plant Sci. 5, Article 23, do:
10.3389/pls.2014.00023) xem x¢ét lai kién thire trude ddy vé cac gen tham gia vao sur
tai t6 hop tuwong dong trong qua trinh phan bao giam nhiém & Arabidospsis.

Azumi va dong tac gia (2002, EMBO J. 21(12), 3081-3095) m6 ta su phan 1ap
thé dot bién Arabidopsis c6 khiém khuyét trong ky tiép hop va su hinh thanh héa tri
hai trong qua trinh phan bao giam nhiém cua giéng duc va cac khiém khuyét tuong tu,
mic dit & mirc do it hon, trong qua trinh phan bao giam nhiém & giéng cai. Su dot bién
dwoc goi 12 “Solo Dancers” (sds) va duoc chi ra 1a bt ngudn tir mot gen lan duy nhét.
Thé dot bién SDS 1a bét thu duc va bi suy giam manh vé kha nang thy tinh véi gidng
cai. Cac cay dong hop tir dbi voi s dot bién sds 12 bat thu duc nhung it nhit hiru thu
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cai & muc do nho, dugc chiing minh boi sy thu phén chéo cua cay dot bién sds véi
phin hoa tir ciy hitu thu duc. Vi vdy, thé dot bién SDS 1a bat thu duc va suy giam
manh vé tinh hitu thu cai. Gen sds dugc nhan biét 1a gen ma hoa protein kiéu xyclin va
da dugc chung minh 1a tuwong tdc véi cac protein Arabidopsis CDKs, Cdc2a va
Ccde2b. Tuy nhién, SDS da dwoc nhén biét 1a protein kiéu xyclin méi chua dugc biét
dén trudc ddy. De Muyt va dong tac gia (2009, PLOS genet. 5(9) e1000654, doi:
10.1371/journal.pgen.1000654) xac nhan rang thé dot bién sds Arabidopsis co khiém
khuyét tai t hop trong phan bao giam nhiém va goi y rang khiém khuyét nay 1a do su
dinh vi sai cia mdt protein khac (AtDMC1) & cac té bao trong qué trinh phan bao
giam nhiém.

Tir théo luén néu trén, hién nhién 1a cac yéu t6 x4c dinh xem liéu cdy co tao qua
khong hat hay khong 12 nhiéu loai va c¢6 thé tap trung vao mot sé nguyén nhan, ching

han hinh thai hoc, sinh 1y hoc va/hoac di truyén hoc.

Dé tao ra qua khong hat & cdy tao qua khong hat do hat bi thui trong qu4 trinh
phat trién sém cia qua, phan hoa cai clia ciy can phai dugc thu phan. Cdy trong tao
quéa khong hat do hat bi thui trong qua trinh phét trién sém ciia qua dugc trong hién
nay 1a bt thu duc. Két qua 1a, bén canh cdy duc, mot ciy hiru thu dwc khac (ciy thu
phén hoic cdy lam thy phén) cin duoc tréng thém trong cling mdt canh dong. Do dién
tich duoc ding cho cac cdy thu phin dugce tinh vao dién tich cn ding sin c6 ddi véi
cdy duc tao qua khong hat, nang suét tinh trén mdi dién tich canh tic 1a giam. Nhin
chung, cac cdy thu phén 1a cac cdy binh thuong ma ciing c6 thé dugc tu thu phan. Qua
duogc tao ra badi cac cay thu phén tuy nhién qua nay lai tao ra hat. O dua hiu, cay thu
phén thuong 1a ludng bdi (2n), ma nho su tu thu phén tao ra qua c6 hat, trong mot sb
truong hop cling dugc thu hoach va ban riéng ré (xem WO02012069539). Vi ly do
thwong mai, cic quéa c6 hat tir cac cdy thu phin nay cin phai khong dugc tron 1dn véi
quéa khong hat. Vi vay, can phai dam bao rang qua khong hat va qua c6 hat duogc tach
riéng trong khi hodc sau khi thu hoach, ma ching c6 thé khién cho viéc thu hoach
bing may tré nén khé khan hodc khong thé hogdc doi héi mét bude xir 1y tiép theo sau
khi thu hoach. Nhiing bién phap phong ngira bd sung nay duoc thuc hién s& 1am ting

chi phi diu vao cua san xuit qua khong hat. Ngoai ra, cac cy thu phén duoc phat trién
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té1 mirc ma ching ra hoa va tao ra phén c¢6 thé du ton tai & cung thoi diém cay duc ra
hoa va dau nhuy cta né c¢6 thé nhan phan dé giy ra su ddu qua. Vi vy, cdy thu phin
can phai phit hgp véi cdy duc tao qua khong hat ca vé thoi gian ra hoa va thoi gian thu
tinh. Néu thoi gian ra hoa cta cdy thu phin va cdy duc twong tmg vé co ban khong
dong thoi, su thu phin s& khong xay ra hodc chi xay ra v6i luong khong du. Két qua
1a, it qua duogc tao ra badi cdy duc tao qua khong hat do hat bi thui trong qué trinh phat
trién cua qua. Hon nita, truéc ddy da biét ring cac didu kién thoi tiét, nhu mua, néng
v.v., ¢6 thé 1am cho sy san sinh phin cua cdy thu phin khac vé thoi gian so v6i thoi
gian thu tinh boi dau nhuy cua cdy duc khic kidu gen. Vi vy, cac diéu kién thoi tiét
cling ¢ thé dan dén su khong dong bd vé thoi gian thy tinh cta ciy thu phan va ciy

duc, anh hudéng Iam gidm san luong.
Ban chit ky thuét ciia sang ché

Thuc vat theo sang ché ma dwoc md ta dudi day khong co cac bat loi twong
ung.

Vi viy, mot muc ti€u clua sang ché 1a khic phuc dugc nhiing bét 1oi cua thuc

vat tao ra qua khong hat hién dugc canh tac.

Trong qua trinh thy phan cdy dwa hiu ludng boi M2 di duoc giy dot bién, da
quan sat thdy mét cdy tao ra qua khong hat. Cay dot bién nay duoc goi 1a EMBI1. Bat
ngo 13, phan ctia cdy nay c6 thé duoc st dung dé tao ra cac cdy lai nguge. Vi vay,
ngugc voi thuc vat tao ra qua khong hat da biét trude day, thuc vat dugc mo ta trong
sang ché 13 hiru thu due. Cac cay lai ngugc dugc tu thu phén va 25% cay thu duogc tu
d6 tao ra qua khong hat. Alen dot bién (embl) dugce nhan dang, alen nay giy ra kiéu
hinh qua khéng hat, nghia 1a khi cac cdy luong boi dong hop tir dbi voi embl
(embl/embl) tu thu phén hodc duoc thu phén bai phén tor mdt cay khac, chung tao ra
quéa ludng boi khong hat. Vi vay, kiéu hinh qua khong hat xay ra & thuc vat déng hop
tir d6i v6i dot bién 1dn & alen emb]. Protein kiéu dai dugc ma héa béi alen kiéu dai
tuong Gng voi alen dot bién emb] theo sang ché c6 mot sd diém twong ty nhung ciing
khac biét dang ké véi protein xyclin SDS va vi vay dugc goi 1a “protein tuwong tu

xyclin SDS”. Tinh ddng nhit vé mit trinh ty giira protein xyclin SDS va cac trinh tu
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axit nucleic ma hoa n6 da biét trudc ddy va céc trinh tu twong ting ciia protein twong
tu xyclin SDS dugc bdc 10 & day 1a kém. Lién quan dén tac dung kiéu hinh & thuc vat,
cac thuc vat da biét trude ddy, mang dot bién & protein xyclin SDS, ¢6 kiéu hinh bt
thu duc, trong khi cac thuc vat dugc mo ta trong sang ché, mang dot bién & protein

tuong tu xyclin SDS, 1a hitru thu duc.

Theo phuong an thir nhét, sang ché dé cap dén té bao thuc vat, cic phan cia
thuc vat va thuc vat, dac trung & chd té bao thuc vat hodc thuc vat co hoat tinh protein
twong tw xyclin SDS giam so vdi té bao thuc vat va thuc vat chira protein chirc ning

tuwong tu xyclin SDS kiéu dai.
M3 ta vin tit cic hinh vé

Fig.1: qua dua héu tir thuc vat kiéu dai (1A), qua tir thuc vat kiéu dai so véi qua tir
thuc vat dot bién EMB1 (1B), viéc gay cam cua qua khong hat tir thuc vat dot
bién EMB1 (1C) va hat khéng phéi & dang md cua thuc vét dot bién EMBI
(1D).

Fig. 2: SQ sanh sép théng hang trinh tu céc trinh tu thu dugc dbi v6i cac mau s6 114,
115, 116 va 117. S6 & phia trén bén tay phai chi ra vi tri nucleotit trong trinh
tur tuong tng nhu duoc chi ra trong SEQ NO 1. Cac mau sb 116 va 117 thu
duge tir thuc vat dot bién EMB1. Cac mau sb 114 va 115 thu duge tir thuc vat
kiéu dai.

Fig. 3: Phéan tich dién di céc san phém PCR thu duoc tir cADN ciia cac miu sb

114, 115, 116 va 117 trén gel polyacrylamit. Cac mau s6 114 va 115 thu duoc tir thue

vat kiéu dai. Cac mau s6 116 va 117 thu dugc tir thuc vat dot bién EMBI.

M5 ta chi tiét sang ché

Trong ngit canh ciia sang ché nay, “protein twong tu xyclin SDS” s& dugc hiéu
¢6 nghia 1 protein ma, khi hoat tinh ctia né giam hodc su biéu hién cta né bi loai bod
hoan toan & thuc vat (chéng han & thuc vat déng hop t&r dbi voi trinh tu nucleotit dot
bién ma hoa protein twong tu xyclin SDS), dan dén hat phén hitu thu duc duoc tao ra
béi thue vat dé6 nhung déng thoi din dén sy tao thanh qua khong hat cda thuc vat nay,

khi tw thu phén.
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Trong ngit canh cia sang ché nay, “hoat tinh giam” ctia mét protein c6 nghia la
su giam hoat tinh cta protein twong tu xyclin SDS so véi té bao thuc vat kiéu dai
twong duong hodc thuc vat kiéu dai twong duong. Theo mot khia canh, viéc giam s&
bao gdm loai bé hoan toan su biéu hién gen, hodc tao ra protein twrong tu xyclin SDS
mét chirc ning hodc giam chirc ning, ching han protein trong tw SDS dang cit cut c6
thé mét chirc ning hoic giam chirc ning. Sy giam hoat tinh c6 thé 1a giam sy biéu
hién ciia gen ma hoa protein tuwong ty xyclin SDS (con dugc dé cap dén nhu 1a loai
b6), hodc loai bo sy biéu hién ciia gen ma hoa protein tuong ty xyclin SDS va/hoic
lam giam vé sd lwong protein twong tw xyclin SDS trong té bao hodc lam giam chirc
ning hodc mét chirc ning hoat tinh enzym cua protein twong ty xyclin SDS trong té

bao.

“Loai bé” hoac “loai bo hoan toan” s€ dugc hi€u l1a su bi€u hién cua gen tuong

tng khong thé phat hién duoc nita.

“MAat chirc ning (vé hoat tinh enzym)” trong ngit canh sang ché nay c6 nghia 1a
protein, mic dii ¢6 mit v6i luong bang hodc twong tu véi protein kiéu dai twong tng,
nhung khong hé ¢6 hiéu qua, nghia la cac alen dot bién khi c6 mit & dang dong hop tir
& cdy ludng bdi, cdy ndy 1a hiru thu dwc nhung chi tao ra qua khong hat nhd thu phan.
Thuét ngit “khong chirc nang” va “mét hoat tinh” s& ¢6 cung nghia nhu “mat chirc
nang”. Ca ba thuat ngit ndy trong ban mo ta nay dugce sit dung thay cho nhau. Vi viy,
khi @ cap dén gen twong tu xyclin SDS mé hoa protein khong chirc nang, gen niy c6
thé dwoc biéu hién, nhung protein duoc ma héa khéng c6 chirc nang, ching han do
protein nay bi cit cut hodc bao g@)m mdt hodc nhiéu su thay thé, su cai xen hoac su

khuyét doan axit amin so véi protein tuong tu SDS kiéu dai.

“Giam chirc ning (vé hoat tinh enzym)” hodc “chitc ning gidm” trong ngit
canh sang ché nay c6 nghia 1a protein nay mic du c6 mit véi lugng bang hodc twong
tu v4i protein kiéu dai tuong Umg, nhung khong hé ¢6 hiéu qua, nghia l1a khi c6 mét &
dang dong hop tir & cay ludng bdi, cdy nay 1a hiru thu duc nhung chi tao ra qua khong
hat nho thu phén.

“Mién bao toan” dung de chi cdc mién protein dugc bao toan, nhu cic mién
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Xyclin N (pfam00134) va Xyclin C (pfam02984). Chang han, cic mién niy c6 thé
duwoc tim thdy trong D liéu vé mién bao toan ciia NCBI (trang web toan cau:

ncbi.nlm.nih.gov/cdd).

“Thé hé M1” hodc “thuc vat M1” trong ngit canh ciia sang ché nay ding dé chi
thé hé thir nhit ma dugc tao ra truc tiép tir qua trinh xir 1y dot bién. Ching han, thuc
vét dugc trudng thanh tir hat duge xt 1y bing tac nhan gay dot bién 1a vi du dién hinh
cia thé hé M1,

“Thé hé M2” hodc “thuc vat M2” trong ban mé ta nay s& ding dé chi thé hé thu
dugc tir qua trinh tu thu phin cua thé hé M1. Cay sinh truong tir hat thu duoc tir cdy
MI tu thu phin 1a cay M2.

Vi duy, viéc gidm su biéu hién c6 thé duoc xac dinh béng cach xéc dinh lugng
ban sao ARN ma hoa protein twong tu xyclin SDS , ching han bang cach sir dung
phwong phép phén tich thAm Northern hozic RT-PCR. O day, t6t hon 1a viéc giam c6
nghia 12 giam vé s luong ban sao di it nhit 50%, dic biét 1a giam it nhat 70%, t&t hon
1a giam it nhét 1a 85% va dic biét tot hon 13 giam it nhat 95%.

Su giam sb lugng protein tuong tu xyclin SDS ma din dén hoat tinh cua cac
protein nay giam & té bao thuc vat hodc thuc vat lién quan, c6 thé dugc xac dinh béng
cac phuong phap mién dich hoc nhu phwong phap phén tich thAm Western, ELISA
(thtr nghiém hip phu mién dich lién két enzym - Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) hodc RIA (thit nghiém mién dich phéng xa - Radio Immune Assay) chang han.
O day, tot hon 1a viéc giam c6 nghia 1a giam vé lugng protein twong tu xyclin SDS di
it nhét 50%, ddc biét 1a giam it nhit 70%, tot hon 1a giam it nhat 85% va dic biét tot
hon 1a giam it nhat 95%.

Phuong phap san xuit khang thé ma phan img dic hiéu véi protein dinh rd,
nghia 1 gan két dic hiéu véi protein da néu, 1a da biét d6i v6i chuyén gia trong linh
vuc (chéng han xem tai liéu Lottspeich and Zorbas (Eds.), 1998, Bioanalytik,
Spektrum akad, Verlag, Heidelberg, Berlin, ISBN 3-8274-0041-4). Viéc san Xuét cac
khang thé nhu viy duoc dé nghi dudi dang dich vu theo hop déng bsi mot s6 hang.

Lién quan dén sang ché nay, su giam hoat tinh ciia protein twrong tu xyclin SDS
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& thue vat theo sang ché ciing c6 thé duoc xac dinh boi kiéu hinh thuce vat. Thuc vt
ddng hop tir dbi v6i mot alen dot bién ma hoa protein twong tur xyclin SDS hoic ¢
hoat tinh protein tuong ty xyclin SDS giam, tao ra qua khong hat va la thuc véat hitu

thu duc (tao ra phén hiru thy).

Theo mot phuong an, hoat tinh giam cua protein cé chirc ndng twong tu xyclin
SDS giam & té bao thuc vat hodc thuc vét theo sang ché so vai té bao thuc vat kiéu dai

tuong g hodc thuc vat kiéu dai.

Trong ngit canh cia sang ché nay, thuat ngi "té bao thyc vat kiéu dai" hoic
"thuc vt kiéu dai" c6 nghia la té bao thuc vat hodc thuc vat lién quan dugc dung lam
nguyén liéu ban dau dé san xuit té bao thuc vét hodc thuc vat theo sang ché, nghia 1a
hinh thanh bd gen ciia chung, ngoai cic cai bién hoic cac dot bién (di truyén) duge
dua vao, trong ing vdi cac cai bién hodc cac dot bién cua té bao thuc vat hoic thuc
vat theo séang ché. Theo mot khia canh, thuc vt kiéu dai hoic té bao thuc vat kiéu dai
la thyc vat chia protein twong tu xyclin SDS chic nang ddy du, ching han ddi véi
thuc vat hoac té bao thuc vat ctua dua héu, cay dua hau ludng boi san sinh protein cod
SEQ ID NO 2 va tao ra qua c6 hat nho tu thu phén. Hoac dbi véi cay dua hoac té bao
dua, cay dua ludng bdi san sinh protein c6 SEQ ID NO 6, hodc dbi voi cay dua chudt
hodc té bao cdy dua chudt, cdy dua chudt ludng bdi san sinh protein c6 SEQ ID NO
12, hodc dbi vé6i ciy ca chua hodc té bao ca chua, ciy ca chua ludng bdi san sinh
protein ¢6 SEQ ID NO 19, hozic dbi véi cdy hd tiéu hodc té bao hd tiéu, cay ludng boi
san sinh protein c6 SEQ ID NO: 20.

Trong sang ché nay, thuat ngit "twong mg" c6 nghia 13, khi so sanh vai dbi
tuong, cac dbi tuong dugc dé cap dén duoc so sanh véi mot dbi tuong khac duogc gilt
trong cing diéu kién. Trong sang ché nay, thuat ngir "twong tng" lién quan dén té bao
thuc vat kiéu dai hodc thuc vat kiéu dai c6 nghia la té bao thuc vat hoic thuc vat, duoc
so sanh v4i mot té bao thuc vat hodc thuc vat khac, ma duoc tao ra trong cing didu
kién nudi cdy, ma chung ¢ cung tudi (nudi cdy) va su hinh thanh bd gen clia ching,
ngoai cac cai bién hodc cac dot bién (di truyén) dugce dwa vio, twong tmg voi céc cai
bién va dot bién cta thuc vat hodc té bao thuc vt fheo sang ché. Trong trudng hop

trinh tu axit nucleic cia cac phan tt ARN va ADN duogc so sanh v6i nhau hodc tuong
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mg v6i nhau, da biét rd rang thymin (T) trong phan tt ADN twong dwong véi uridin
(U) trong phan tt ARN. Vi vay, T trong trinh tw ADN duoc hiéu 1a duoc thay thé boi
U trong trinh tu ARN va nguoc lai, khi cac phan tir nay dugce so sanh vé1 nhau.

Tt hon 14 trong cic phuong 4n theo sdng ché, protein tuong tu xyclin SDS cia
té bao thuc vét kiéu dai, phan thuc vét hodc thuc vat kiéu dai dwgc ma hoa boi cac

phan tir axit nucleic duge chon tir nhém gém:

a) cac phan tir axit nucleic, ma hoa protein véi trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO 2 (protein tuwong tuy xyclin SDS & dua h4u) hodc SEQ ID NO
6 (protein trong tu xyclin SDS ¢ dua) hodc SEQ ID NO 12 (protein tuwong tu
xyclin SDS & dua chudt) hodac SEQ ID NO: 19 (protein twong ty xyclin SDS ¢
Solanum lycopersicum) hoac SEQ ID NO: 20 (protein twong tw xyclin SDS &
Capsicum annuum);

b) cac phan tr axit nucleic ma hoa protein, trinh tu ciia n6 c6 muirc dong nhat it
nhat 1a 58% hodc it nhit 60%, tot hon 1a it nhat 70%, t6t hon nita 1a it nhat
80%, tham chi t6t hon nita 14 it nhit 90%, hodc dac biét tét hon 1a it nhat 95%
v6i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO 2 hoiac SEQ ID NO 6 hodc
SEQ ID NO 12 hodc SEQ ID NO: 19 hoac SEQ ID NO: 20;

c) cac phén tir axit nucleic, bao gdm trinh tu nucleotit nhu duge chi ra trong
SEQ ID NO 1 hoac SEQ ID NO 5 hoac SEQ ID NO 17 hodc trinh tw bb tro cua
no;

d) cac phan tir axit nucleic, ma c6 murc ddng nhét it nhit 58% hoic it nhét
60% tt hon 1a it nhét 70%, tot hon nita 1a it nhat 80%, tham chi tot hon nita la
it nhat 90% hogc dac biét tét hon 1a it nhat 95% véi trinh tw nucleotit dugc md
ta & phan c) dudi day;

e) cac phan tir axit nucleic, ma lai véi it nhit mot mach cia cac phan tr axit
nucleic dugc mo ta trong cac diéu kién nghiém ngit a), b), ¢), hodc d);

f) cac phan tir axit nucleic, trinh tw nucleotit ma dAn xudt tir trinh tu cia cac
phén t axit nucleic dugc nhan biét trong cac diéu kién a), b), ¢) hoac d) do su
suy bién ciia ma di truyén; va

g2) cac phan tir axit nucleic, ma la cdc manh, bién thé alen va/hodc cac dan
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xuat cia cac phan tr axit nucleic dugc nhan biét trong céac diéu kién a), b), c)

hoac d).

Trinh tu nucleotit bd gen nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 1, va trinh ty ma
héa nhu duoc chi ra trong SEQ ID NO 1, ma hoa protein tuong tu xyclin SDS kiéu dai
cta Citrullus lanatus (dua hiu) c6 trinh tu axit amin nhu duge chi ra trong SEQ ID
NO 2. SEQ ID NO 5 1a trinh ty ma héa ghi ma protein twong tu xyclin SDS kiéu dai
tr Cucumis melo (dua) c6 trinh ty axit amin nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 6.
SEQ ID NO 12 1a protein tuwong tu xyclin SDS kiéu dai tir Cucumis sativus (dua
chudt). SEQ ID NO: 19 Ia protein twong tu xyclin SDS kiéu dai cua Solanum
lycopsersicum (ca chua). SEQ ID NO: 20 la protein twong tu xyclin SDS kiéu dai cta

Capsicum annuum (ho tiéu).

Té bao thuc vat, cac phén cua thuc vat hoac thuc vat theo sang ché co thé 1a té
bao thuc vat tir loai bat ky hoac thuc vat thudc loai bét ky. Té bao thuc vat theo sang
ché c6 thé 1a té bao thuc vat mot 14 mam va hai 14 mam, thuc vat theo sang ché c6 thé
la thuc vat mot 1a mam va hai 14 mam. Tét hon 13 té bao thuc vat theo sang ché 1a té
bao thuc vat cua rau (té bao cay rau) hodc thuc vat 1a cdy rau, ddc bict la rau nhu ca
chua, hanh, toi tay, téi, ca rot, ho tiéu, mang tay, ac-ti-so, can tay, dua chuot, dua, bau,
bi, rau diép, dua hiu, rau bi-na, cai bép (Brassica oleracea), rau mat, ca tim va dau
bép. Tét hon nita 1a t& bao thuc vat tor rau (té bao cay rau) hodc cdy rau tur ho
Cucurbitaceae hoac ho Solanaceae. Tt nhit 1a té bao thuc vat va thuc vat theo sang
ché bao gém bi (Cucurbita pepo, Cucurbtita maxima, Cucurbita moschata, Lagenaria
siceraria), dua (Cucumis melo), dwa chudt (Cucumis sativus), dua hiu (Citrullus
lanatus), ca chua (Solanum lycopersicum) hodc ho tiéu (Capsicum annuum) té bao
thuc vat hodc thuc vat, dac biét t6t hon la té bao thwe vat tir dua hdu (Citrullus
lanatus) hodc dwa (Cucumis melo) hodc ciy dwa hdu (Citrullus lanatus) hodc ciy dua
(Cucumis melo). Theo mdt phuong an, thuc vat va té bao thuc vat 1a thuc vat duogc
gieo trong thudc cac loai nay, nhu cac dong lai gan hodc cac gidng c6 cac dic tinh
nong hoc tdt, diac biét 1a tao ra cac san phém c6 thé tiéu thu dugc trén thi truong

(ching han qua) c6 chat luong tét va do dong déu.

Theo mot phuong an khéac, séng ché & cap dén thuc vat va cac phén cua thuc
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vat chira té bao thuc vét theo sang ché.

Theo mdt phuong an kahcs nita, sang ché dé cap dén thuc vat hodc té bao thuc
vat, dic trung & chd té bao thuc vat hodc thuc vat nay c6 hoat tinh protein twong tu
xyclin SDS gidm so vé1 té bao thuc vat kiéu dai hodc thuc vt kiéu dai tuong duong,
trong do6 protein tuong tu xyclin SDS cua té bao thuc vat kiéu dai hoic thuc vat kiéu

dai trong duong dugc ma hoda boi cac phan tir axit nucleic dugce chon tir nhom gém

a) cac phén tir axit nucleic, ma hoéa protein véi trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO 2(protein tuong tu xyclin SDS & dua héu) hodc SEQ ID NO
6 (protein twong tu xyclin SDS & dua) hodac SEQ ID NO 12 (protein tuong tu
xyclin SDS ¢ dua chudt) hodac SEQ ID NO: 19 (protein tuwong tw xyclin SDS &
Solanum lycopersicum) hoac SEQ ID NO: 20 (protein twong tu xyclin SDS &
Capsicum annuum);

b) Cac phan tr axit nucleic ma hoéa protein, trinh tu cia né c6 mirc ddng nhét
it nhit 1a 58% hodc it nhét 60%, tt hon 14 it nhat 70%, tét hon nita 1a it nhat
80%, tham chi t&t hon nita 12 it nhat 90% hodc dac biét tét hon 14 it nhat 95%
Vi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO 2 hoac SEQ ID NO 6 hodc
SEQ ID NO 12 hoac SEQ ID NO 19 hoac SEQ ID NO 20;

c) Céc phan tir axit nucleic, bao gém trinh tu nucleotit nhu dugc chi ra trong
SEQ ID NO 1 hodc SEQ ID NO 5 hodac SEQ ID NO 17 hoéc trinh tu b tro cla
no;

d) Céc phan tr axit nucleic, ma c6 mirc ddng nhét it nhit 58% hoic it nht
60% tét hon 1a it nhdt 70%, tdt hon nita la it nhat 80%, tham chi tot hon nita 1
it nhat 90% hodc dic biét tot hon 14 it nhat 95% véi trinh tw nucleotit dugc md
ta & phéan ¢) dudi day;

e) Céac phan tir axit nucleic, ma lai véi it nhét mot mach ciia cac phan tir axit
nucleic dugc md ta & a), b), ¢), hodc d) trong cac diéu kién nghiém ngit;

f) Cac phan tir axit nucleic ma trinh tu nucleotit ciia n6 khéc véi trinh tw cua
céc phan tir axit nucleic duge nhéan biét & a), b), ¢) hodc d) do su suy bién cua
ma di truyén; va

2) Cac phan tir axit nucleic, ma la cdc manh, bién thé alen va/hodc cac dan
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xudt cla cac phan tir axit nucleic dugc nhan bict trong céac dicu kién a), b), c)

hoic d).

“Mirc ddng nhét v& trinh tu” va “mirc gidng nhau vé trinh tu” c6 thé dugc xac
dinh bing cach sip thang hang hai peptit hodc hai trinh tu nucleotit bang cach sir dung
cac thuat toan sip thing hang dia phuong hoic toan cau. Tiép theo, cac trinh ty ¢6 thé
duoc d& cap dén nhu 1a "v& co ban ddng nhat” hogc “tinh dong nhét ddng ké” khi
chung duoc sip thing hang mot cach tbi wu ching han béi cac chuong trinh GAP hoic
BESTFIT hoac chuong trinh Emboss “Needle” (bing cach sir dung cac thong sé mic
dinh, xem duéi day) c6 chung it nhit mot ty 1¢ phan trdm tdi thiéu nhit dinh vé muc
ddng nhét trinh tw (nhu dugc xic dinh k§ hon duéi ddy). Cac chuong trinh nay st
dung thuét toan sip thiang hang toan ciu Needleman va Wunsch dé sip thang hang hai
trinh tu, trén toan bd chiéu dai cua chung, tdi wu hoa sb cdp va t8i uu hoa sb khoang
trbng. Nhin chung, cic thong s6 mic dinh dugc st dung, véi diém phat tao khoang
trbng = 10 va diém phat kéo dai khoang tréng = 0,5 (d6i voi viée sdp thang hang cia
ca nucleotit va protein). D6i véi nucleotit, ma tran cho diém mac dinh duoc st dung la
ADNFULL va ddi véi protein ma tran cho diém mic dinh 13 Blosum62 (Henikoff &
Henikoff, 1992, PNAS 89, 10915-10919). Su sép thing hang trinh tw va diém vé mirc
ddng nhét trinh tu theo ty 18 phén trim c6 thé dugc xac dinh ching han bang céach s
dung céc chuong trinh may tinh, nhr EMBOSS, c6 thé truy cép tai trang web toan ciu
ebi.ac.uk/Tools/emboss/. Theo cach khac, su giéng nhau hodac déng nhét v& mit trinh
tw ¢6 thé dugc xac dinh béng cach tra ctru dua vao co so dir licu (chéng han EMBL,
GenBank) bing cach st dung cac thuat toan théng thuong di biét va cac dinh dang
dau ra nhu FASTA, BLAST, v.v.., nhung céc két qua can phai dugc goi ra va duoc
sap thang hang theo ting cip mot dé so sanh murc ddng nhét vé trinh tu. Hai protein
hodc hai mién protein, hodc hai trinh ty axit nucleic c6 “mirc déng nhét co ban vé
trinh tw” néu muc déng nhét vé trinh tu theo ty 1€ phﬁn tram it nhit 12 58%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% hodc nhiéu hon (nhu duge xac dinh bing Emboss
“needle” bang cach sir dung cac thong s mic dinh, nghia 12 diém phat tao khoang
trbng = 10, diém phat kéo dai khoang trong = 0,5, bang céach st dung ma tran ghi diém

ADNFULL d6i véi axit nucleic, Blosum62 d6i véi protein). Cac trinh tu nhu vay con
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duoc dé cap dén nhu 13 “bién thé” hoac “bién thé alen” hodc “dan Xuat” trong ban mo
ta nay. Cac bién thé alen khac ctia cdc gen/alen mi hoa protein tuong tw xyclin SDS
va protein twong tu xyclin SDS ngoai céc trinh tu axit nucleic va protein cu thé duogc
bdc 10 trong ban mo td nay co thé dugc nhéan biét. Vi vay, vi du protein tuong tu
xyclin SDS ¢6 mirc ddng nhét co ban vé trinh tu véi protein c¢6 trinh ty SEQ ID NO:
2, hodc vdi protein co6 trinh tu SEQ ID NO: 6, hodc v6i protein ¢ trinh tu SEQ ID
NO: 12, hoac véi protein ¢ trinh ty SEQ ID NO: 18, hodc véi protein c6 trinh tw SEQ
ID NO: 19 12 bién thé ctia protein da néu.

Bién thé alen c6 thé ton tai trong cac té bao thuc vat hodc thuc vat rau dugc
gieo trdng, dac biét 1a rau nhu cac loai ca chua, hanh, toi ty, toi, ca rét, ho tiéu, mang
tay, ac-ti-so, bau, bi, can tay, dua chudt, dua, rau diép, dua hau, rau bi-na, cai bép
(Brassica), rau mat va déu bap. Su dot bién & cac bién thé alen nhu vay ciia gen ma
hoéa protein tuong tu xyclin SDS ¢6 cung anh hudng dén kha nang sinh san cua ciy
duc va cay cai va su tao qua khong hat ¢ cac thuc vat rau khéc. Bién thé alen cu thé
cia gen tuong tu xyclin SDS cé thé ton tai ¢ té bao thuc vat hodc thuc vat tir ho
Cucurbitaceae, nhu dua (Cucumis melo), dwa chudt (Cucumis sativus), dua hau
(Citrullus lanatus), bi (Cucurbita pepo, Cucurbtita maxima, Cucurbita moschata,
Lagenaria siceraria), bién thé alen duoc dic biét wu tién cia gen twong tu xyclin SDS
c6 thé ton tai & t& bao thuc vat ciia dua hiu (Citrullus lanatus), dua (Cucumis melo)
hodc dua chudt (Cucumis sativus) hoac thuc vat dua hau (Citrullus lanatus) hodc dua
(Cucumis melo) hoac dua chudt (Cucumis sativus ). Ngoai ra, bién thé alen cia gen
tuong ty xyclin SDS cling c6 thé ton tai & t& bao thuc vat hodc thuc vat tir ho
Solanaceae, nhu ca chua (Solanum lycopersicum) hodc cac ho dai ctia ca chua (S.
pimpinelli, S. cheesmaniae, S. galapagense, S. pimpinellifolium, S. chmielewskii, S.
habrochaites, S. neorickii, va S. pennelli, S. arcanum, S. chilense, S. corneliomulleri,
S. huaylasense, va S. peruvianum), hd tiéu (Capsicum annuum), Solanum melongena

(ca tim), Solanum tuberosum (khoai tay), v.v..

Bién thé alen ciing c6 thé ton tai & cac cdy trong dugc gieo trong khéc, nhu cac
cy trong trén dong rudng (chang han cac loai Brassica, ngd, lua, dau twong, laa my,

lta mach, bong, thudc 14, ca phé, v.v.) hodc cac cdy dn qua (chdang han nho, tdo, mén,
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qua c6 mui, dau tay, v.v.).

Luu ¥ ring protein twong tu xyclin SDS ctia Cucurbitaceae c6 mirc dong nhét
v& trinh tu cao v6i nhau (it nhit 70% dbi véi trinh tu dua ra) va protein twong tu
xyclin SDS cua Solanaceae cling c6 muc ddng nhit vé trinh tu cao v&i nhau. Mit
khéac, muc dong nhit vé trinh tu giita cac trinh tw Cucurbitaceae va Solanaceae 1a

khéng cao (40% hodc thap hon), xem bang A duéi day.

Bang A — muc dong nhét v& trinh ty cla protein twong tw xyclin SDS (sap

thing hang céc cip doi bang cach sir dung Needleman va Wunsch)

Dua  hdu|Duwa (SEQ|Dua chudt|{Ca  chua | HO tiéu
(SEQ ID|IDNO6) |[(SEQ ID|(SEQ ID|(SEQ ID
NO 2) NO 12) NO 19) NO 20)

Duwa  hiu| 100% 73% 70% 34% 32%

(SEQ ID

NO 2)

Dua (SEQ 100% 86% 40% 38%

ID NO 6)

Dua chu0t 100% 40% 37%

(SEQ ID

NO 12)

Ca chua 100% 81%

(SEQ 1D

NO 19)

Ho tiéu 100%

(SEQ ID

NO 20)

“Cac diéu kién lai nghiém ngdt” c6 thé duoc sir dung dé nhan biét cac trinh tur
nucleotit, ma vé co ban dong nhit véi trinh ty nucleotit da néu. Cac diéu kién nghiém
ngat phu thudc trinh ty va khac nhau trong cac truong hop khac nhau. Thong thuong,
cac diéu kién nghi€ém ngat dugc chon thép hon khoang 5°C so v6i diém nhiét néng
chay (Tm) d6i v6i cac trinh tur cu thé & ndng do ion va d6 pH xac dinh. Tm 13 nhiét do
(& néng do ion va d6 pH xéac dinh) ma & d6 50% trinh tu dich lai héa v6i mot doan do
dwoc ghép d6i mot cach hoan toan. Thong thuong, cac diéu kién nghiém ngit s& dugc
chon trong d6 ndng d6 mudi bang khoang 0,02 phan tir gam & d6 pH 7 va nhiét do it
nhét 12 60°C. Viéc giam ndng do mudi va/hodc ting nhiét do lam ting tinh nghiém

ngat. Cac didu kién nghiém ngat dé lai héa ARN-ADN (thAm Northern bang cach sir
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dung doan do ching han 100nt) 1a cac diéu kién bao gdm it nhit mot 1an rira trong
0,2X SSC & 63°C trong 20 phut ching han, hodc cic diéu kién twong dwong. Cac diéu
kién nghiém ngit dé lai héa ADN-ADN (thAm Southern bang cach sir dung doan do
ching han 100nt) 1 cac diéu kién trong d6 bao gém it nhat mot 1an rira (thuong 13 hai
14n) trong 0,2X SSC ¢ nhiét do it nhat 50°C, thuong 1a khoang 55°C, trong 20 phut
ching han, hodc cic diéu kién trong duwong. Ciing xem tai liéu Sambrook et al. (1989)

va Sambrook va Russell (2001).

Su gidm hoat tinh cua protein twong tu xyclin SDS trong té bao thuc vat hoac

thue vat theo sang ché ciing c6 thé dat duoc bang tac dung gy cam gen.

Theo mét phuong an khéc cia sang ché, hoat tinh giam ciia protein twong tw

xyclin SDS & té bao thuc vat hodc thuc vét theo sang ché 1a do tac dung giy ciAm gen.

Té bao thuc vt theo sang ché va thuc vat theo sang ché c6 hoat tinh protein
tuong tu xyclin SDS giam c6 thé duoc san xuit bang cac phwong phap khac nhau dan
dén tac dung gdy cam gen da biét d6i v4i chuyén gia trong linh vuc. Cac phuwong phap
nay bao gdm, vi du, su biéu hién cia ARN d6i nghia twong ung hodc cia ciu tric
ARN soi kép (cong nghé ARNi), su cung cép cac phan tir axit nucleic hodc cac vecto,
ma c6 tac dung ddng kim ham sy biéu hién ciia ribozym duoc tao cau tric tuong tmg

ma phan tach cac san phim phién ma cu thé ma héa protein twrong tu xyclin SDS.

Su giam hoat tinh protein twong tu xyclin SDS & té bao thuc vat va thuc vat
theo sang ché co thé duoc giy ra boi viée biéu hién trinh ty ddi nghia & cac té bao

thuc vat hodc thuc vat twong Umg.

Su giam hoat tinh protein tuong ty xyclin SDS & té bao thuc vat va thuc vat
theo sang ché c6 thé c6 dugc bang cach biéu hién déng thoi cac phan tt ARN c6
nghia va d6i nghia (cong nghé ARN can thiép -ARNi) ctia gen dich twong img cin tic
ché, t&t hon 12 cia gen hodc alen ma hoa protein twong tu xyclin SDS.

Ngoai ra, da biét r%mg & thuc vat, su hinh thanh cac phan tt ARN soi1 kép cua
trinh tw khai ddu c6 thé dan dén in trans dé metyl hoa va sy bat hoat qué trinh phién
ma ciia cic ban sao twong dong cia trinh ty khéi dau nay (Mette et al., EMBO J. 19,
(2000), 5194-5201). Sy giam hoat tinh protein twong tu xyclin SDS & té bao thuc vat
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va thuc vt theo séng ché c6 thé c6 dugc nhod su bicu hién dong thoi cia cac phan ti
ARN c6 nghia va doi nghia (cong nghé ARNi) cua trinh tu khoi dau khéi dau sy phién
ma cua gen dich tuong Gng can Gc che, tot hon la cda gen hodc alen ma hoa protein

twong tu xyclin SDS.

Cac ribozym cling da dugc mo ta trude day dé lam gidm su bicéu hién cua

protein bang cach phan cit cac phan tt ARN mé hoa gen dich nay.

Thao ludn khéc vé cac k§ thuat gdy cAm gen twong ung da biét d6i voi chuyén
gia trong linh vic s& dugc dua ra tiép theo dudi day va c6 kha nang ap dung cho té

bao thuc vat hodc thuc vat theo sang ché.

“Téc dung gy cAm gen” dung dé chi diéu tiét giam hodc sy rc ché hoan toan
su biéu hién gen cua gen hodc ho gen dich. Cac té bao thuc vat hodc thuc vat da duoc
gdy cAm tao ra lugng san phdm phién ma c6 thé dich ma (bao gdbm mARN) it hon dbi
v6i gen dich hodc alen twong tng, so vdi té bao thuc vat kiéu dai twong ting hoic thuc
vét kiéu dai twong img. Luong san phim phién ma c6 thé dich ma (bao gdm mARN) it

hon c6 thé 14 do sy phan hity dich ctia cac san phdm phién ma twong tmg.

“Gen hoac alen dich” ¢6 thé duoc hiéu 1a gen hodc alen hodc ho gen (hodc mot
hodc nhiéu alen cu thé ctia gen ndy) ma n6 can phai dugc diéu bién dé sinh vat (ching
han té bao thuc vat hodc thuc vat) tao ra dugc kiéu hinh mong mubn. Lién quan dén
thuc vat tao ra qua khong hat bat thu duc chang han (a) (cac) gen dich hodc (a) (cic)

alen dich la (c4c) gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS.

Theo mét phuong an khac cua sang ché, hoat tinh giam cua protein twong tu
xyclin SDS & té bao thuc vat hodc thuc vat theo séang ché dugc gdy ra bdi phuong
phap diéu bién mién dich.

Mot phuong phap c6 thé c6 khac dé lam giam hoat tinh enzym cua protein & té
bao thuc vat hodc thuc vat con dugce goi 1a phuong phap diéu bién mién dich. Da biét
réng su biéu hién cua céc khang thé in planta, ma nhan biét mot cach cu thé protein
thuc vat, dan dén sy giam hoat tinh cua protein da néu. Thao luén tiép theo vé cong
nghé twong tmg da biét dbi voi chuyén gia trong linh vuc s& dugc dua ra tiép theo

duéi day.
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Mot phuong 4n khéac nita cua sang ché 1a t& bao thuc vat hodc thuc vat dic
trung & chd ching chira alen dot bién ctia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS.
Thé dot bién alen cua gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS ¢6 thé c6 mit & dang
ddng hop tir hodc di hop tir. Theo mot khia canh, thé dot bién alen ma hoéa protein
tuong tu xyclin SDS ¢6 chirc nang protein dot bién di duoc ma héa giam hodc mat
chirc nang protein dot bién da dwoc ma hoa. Thé dot bién alen co thé ma hoéa protein
v&i mot hodc nhiéu axit amin duge thay thé, cai xen hoic khuyét doan, tao ra protein
¢6 chtre nang giam hodc mét chirc nang so véi protein (chirc nang) kiéu dai. Theo mot
khia canh, thé dot bién alen tao ra protein tuong tu xyclin SDS dugc tao ra, protein bi
cét cut ndy c6 chirc ning giam hodc mét chirc nang. Theo mot khia canh khac, thé dot
bién alen ma hoa protein véi1 mot hodc nhiéu axit amin duoc thay thé, cai xen hoac
khuyét doan trong mot mién bao toan cia protein twong tu xyclin SDS, nhu mién
xyclin N (pfam00134) hodc mién xyclin C (pfam02984). Mién xyclin N va mién
xyclin_C cia protein ¢6 thé dugc nhén biét bai chuyén gia chang han béi protein dua
trén protein BLAST trén trang web cua NCBI (trang web toan cu ¢
blast.ncbi.nlm.nih.gov) hodc bang cach tra ciru trong co sd dir liéu mién bao toan cua

NCBI (trang web toan cau & ncbi.nlm.nih.gov/cdd).

Trong trinh ty SEQ ID NO: 2, mién xyclin N nam trong khoang tir axit amin

388 dén axit amin 463 va mién xyclin_C nim trong khoang tir axit amin 466 dén 531.

Protein d6i v6i protein BLAST tao ra cic mién Cyclin N va Cyclin_C ciia cau
1énh tra ctru dugc st dung, bao gém sép théng hang trinh ty nghi ngd véi mién nay.
Luu ¥ rang “tir” mot sd nhét dinh “dén” mot s6 khac bao gdm céc diém cudi, nghia 1a
bao gdm s déu tién va sb cubi cing da néu. Vi vay, ddi véi trinh tu protein bat ky
dwoc néu & day, hodc dbi véi cac trinh tu bién thé khac (ching han cac protein c6 mic
ddng nhit vé trinh ty it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95% hoic 16n dbi véi trinh tw protein
bt ky dugc néu & ddy, ching han SEQ ID NO: 2, 6, 12, 19 hodc 20), cic mién

xyclin N va xyclin C c6 thé duge xac dinh.

Trong SEQ ID NO 6, mién xyclin N nim trong khoang tir axit amin 351 dén
axit amin 481 va mién xyclin C nim trong khoang tir axit amin 486 dén axit amin

577.
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Trong SEQ ID NO: 12, mién xyclin N nim trong khoang tir axit amin 343 dén
axit amin 473 va mién xyclin_C nam trong khoang tir axit amin 478 dén axit amin

569.

Trong SEQ ID NO: 19, mién xyclin N niam trong khoang tir axit amin 362 dén

axit amin 494 va mién xyclin_C nam trong khoang tir axit amin 499 dén 584.

Trong SEQ ID NO: 20, mién xyclin N nim trong khoang tir axit amin 332 dén

axit amin 464 va mién xyclin_C nam trong khoang tir axit amin 469 dén 554.

Thuc vat trong d6 thé dot bién alen cta gen mi hoéa protein twong ty xyclin
SDS c6 mat & trang thai di hop tir, s€ tao ra hat va 1a thuc vat hiru thu duc. Vi vay, cac
thuc vat d6 c¢6 thé duoc sit dung dé dua thé dot bién alen ctia gen ma hoa protein
twong tu xyclin SDS vao mdt thuc vat khac hodc ching c6 thé dugc str dung dé dua
cac tinh trang khac vao thuc vat trong d6 thé dot bién alen cua gen ma hoa protein
tuong tu xyclin SDS ¢6 mit. Cac thuc vat nay ciing c¢6 thé dugc sit dung dé nhan
gidng thuc vat chira alen dot bién ctia gen ma hoa tuwong tu xyclin SDS. 50% cay con
duoc tu thu phin trong mdi truomg hop ciing s& mang thé dot bién alen cta gen ma
héa protein trong tu xyclin SDS & trang théi di hop tir. Vi vay, thuc vat trong d6 thé
dot bién alen cta gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS ¢6 mit 14 hitu hiéu trong

nhan gidng ching han.

Vi vay, mot phuong 4n cla sang ché dé cap dén té bao thuc vat hodc thuc vat
theo sang ché ma di hop tir d6i v6i mot alen dot bién ctia gen ma hoa protein twong tu

xyclin SDS.

Theo mét phuwong an duoc wu tién cia sang ché, hoat tinh giam cua protein
tuong tu xyclin SDS & té bao thuc vat hodc thuc vat theo séng ché 1a do hoic duogc
gdy ra béi hodc 14 tac dung cua alen dot bién ctia gen ma hoa protein twong tw xyclin
SDS c6 mdt trong té bao thuc vat hodc thuc vat, twong Ung.

Theo mot khia canh, té bao thuc vat hodc thuc vat theo sang ché déng hop tir
d6i v6i thé dot bién alen clia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS mé hoa protein
tuong tu xyclin SDS ¢6 chirc ning giam hodc protein twong tw xyclin SDS mét chirc

nang. Thuc vat theo sang ché dong hop tir dbi v6i mot alen dot bién cia gen ma hoa
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protein twong tw xyclin SDS tao ra qua khong hat nhd vao su thu phan véi phan cua

no hoac phén thu duogc tir mot thuc vat khac (chéng han tir thuc vat kiéu dai).

Vi viy, mot phuong an khac ctua sang ché dé cap dén té bao thuc vat hoac thuc
vét theo sang ché dong hop tir d6i voi mot alen dot bién cia gen mi hoa protein tuong

tu xyclin SDS.

Alen d6t bién cia gen ma hoéa protein twong tu xyclin SDS tao ra thuc vat hitu
thu duc nhung tao ra qua khong hat, khi thuc vat nay la dong hop tir ddi vai alen dot
bién nay. Dbi véi cac phuong 4n cia sang ché, su dot bién & thé dot bién alen ciia gen
ma hoa protein twong tw xyclin SDS ¢6 thé 13 dot bién bét ky, bao gdm x6a doan, cat
cut, cai xen, dot bién diém, dot bién ddi nghia, dot bién vo nghia hodc khong cung
nghia, dot bién & vi tri cét, dot bién dich chuyén khung va/hodc dot bién trong cac
trinh tu diéu tiét. Tt hon 1a, dot bién trong thé dot bién alen cua gen ma hoa protein
tuong tu xyclin SDS 12 d6t bién diém va/hodc dot bién & vi tri cat. Dot bién nay c6 thé
X4y ra trong trinh ty ADN bao gdm trinh tw ma hoa ctia gen ma hoa protein trong tu
xyclin SDS hodc trong Trinh ty ARN ma hoa protein twong tu xyclin SDS hodc né ¢6
thé x4y ra trong axit amin cta protein trong tu xyclin SDS. Ddi véi trinh tw ADN ctia
gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS, dot bién nay c6 thé xay ra trong trinh tw ma
hoéa (cds, bao gdbm cac exon) hodc nd ¢6 thé xay ra trong cac trinh tw khong ma hoa
nhu cac vung khong dich ma 5° va 3°, céc intron, céc trinh tu khéi dau, cac trinh tu
tang cudng, v.v. clia gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS. D6i véi ARN mi héa
protein tuvong ty xyclin SDS, dot bién nay c6 thé xay ra trong tién-mARN hoic
mARN. Theo mét khia canh, thé dot bién alen tao ra protein mét chirc nang hodc co
chirc nang giam do mot hodc nhiéu axit amin bi thay thé, cai xen va/hodc x6a doan, vi
du din dén mot hodc nhiu axit amin bi thay thé, cai xen hodc x6a doan trong mién
xyclin N va/hodc mién xyclin_C bao toan. Vi du, su cat cut protein dé tao ra su x6a
doan cua mién xyclin C, hodac mot ph(?m clia né, hoic mién xyclin N va mién
xyclin_C hodc mdt phin ctia mién xyclin N va mién xyclin_C s& din dén sy mét chirc

nang hoac gidm chirc ndng cia protein nay.

Vi vay, mdt phuong an khac nita ctia sang ché d€ cap den té bao thuc vat hodc

thuc vét theo sang ché chira alen dot bién ciia gen ma hoa protein twong tur xyclin SDS
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dac trung ¢ chd alen dot bién nay bao gom hoac tdc dong dén mot hodc nhiéu 4ot bién
dugc chon tir nhom goém:
a) dot bién x0a doan, cat cut, cai xen, dot bién di€m, dot bién vo nghia, dot
bién sai nghia hodc dot bién khong cung nghia, dot bién & vi tri cat, dot bien

dich chuyén khung trong trinh tu bd gen;

b) dot bién & mot hoac nhicu trinh tu di€u tiét;
c) dot bién x0a doan, cat cut, cai xen, dot bi€n diém, dot bién vo nghia, sai

nghia hodc dot bién khong ciing nghia, dot bién & vi tri cit, dot bién dich
chuyén khung trong trinh tw mé hoa;

d)  dot bién x6a doan, cit cut, cai xen, dot bién diém, dot bién vo nghia, sai
nghia hodc dot bién khong cing nghia, dot bién & vi tri cat, dot bién dich
chuyén khung trong tién-mARN hoic mARN; va/hoic

e) su x6a doan, ct cut, cai xen hodc thay thé mot hoac nhiéu axit amin trong

protein twong tu xyclin SDS.

So v&i SEQ ID NO 1, mét trong sb cac alen dot bién ctia gen ma hoéa protein
tuong tu xyclin SDS dugc bdc 16 & day theo mot phuong 4n (c6 mdt trong cdy dua hiu
EMBI1 dot bién), c6 dot bién diém (thay thé G bang A) & vi tri nucleotit 2185 trong
SEQ ID NO 1. mARN dugc phién ma tir alen dot bién da duoc boc 16 cua gen ma hoa
protein twong ty xyclin SDS 1a nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 3. Nucleotit twong
g & vi tri 2186 dén 2201 cia alen kiéu dai cia gen ma hoa protein twong tu xyclin
SDS nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 1 khong c¢6 mat trong mARN nhu dugc chi ra
trong SEQ ID NO 3. Vi vdy, dot bién diém duoc phét hién trong alen dot bién cua gen
ma hoa protein twong tu xyclin SDS gy ra sy x6a doan cia 16 nucleotit trong mARN
duge phién ma tir thé dot bién alen so v6i mARN dwoc phién mi tir alen kiéu dai
twong tmg. Su x6a doan trong mARN dugc phién ma tir alen dot bién dugc giai thich
boi sy dot bién cua vi tri cat dan dén su phan cat lya chon cia mARN tuong Ung.
Ngoai ra, su x6a doan cia 16 nucleotit trong mARN duoc phién ma tir alen dot bién
dd néu cia gen ma hoda protein twong tu xyclin SDS gay ra su dich chuyén khung
trong khung doc cia mARN dugc phién ma tir thé dot bién alen so véi mARN dugc

phién ma tir alen kiéu dai twong mg. Protein duogc dich ma tir alen kiéu dai ctia gen
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ma hoa protein trong tu xyclin SDS 1a nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 2. Protein
duoc dich ma tir thé dot bién alen cia gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS 14 nhu
dugc chi ra trong SEQ ID NO 4. Trinh ty nucleotit twrong tmg ma hoa cic axit amin tur
358 dén 363 (Ile-Leu-Arg-Phe-Glu-Glu) trong SEQ ID NO 2 khong c¢6 mit trong SEQ
ID NO 4 va do sy dich chuyén khung trong khung doc, phan con lai ctia trinh tur axit
amin 1a khac nhau va céc axit amin 364 dén 562 trong SEQ ID NO 2 dwgc thay bang 8
axit amin khac thuong Asn-Trp-Thr-Met-Lys-Lys-Pro-Ile trong SEQ ID NO 4 (nghia
1a cac axit amin tir 358 dén 365 ciia SEQ ID NO 4). Thé dot bién protein twong t
xyclin SDS ngén hon nhidu, chi c6 365 axit amin, so v6i protein kiéu dai gdm 562 axit
amin. Vi vdy, trinh ty axit amin cta thé dot bién protein twong tw xyclin SDS 1a nhu
duogc chi ra trong SEQ ID NO 4 bao gém su x0a doan axit amin va sy thay thé axit
amin so vdi protein twong tu xyclin SDS kiéu dai nhu duoc chi ra trong SEQ ID NO
2. Nigoai ra, sy dich chuyén khung trong khung doc ctia mARN dugc phién ma tir thé
dot bién alen cua gen ma hoa protein tuong tu SDS gay ra su dot bién vo6 nghia tao ra
codon két thuc sém (nucleotit 1096 dén 1098 trong SEQ ID NO 3), din dén trinh tu
axit amin dugc ma héa bsi thé dot bién alen bi cit cut 197 axit amin & dau tan cung C
so voi trinh tu axit. amin twong ung dugc ma hoa bdi alen kiéu dai nhu dugc chi ra
trong SEQ ID NO 2. Vi vdy, so véi protein kiéu dai, 205 axit amin cta kiéu dai & dau
tan cing C duogc thay bing 8 axit amin khac (khac thuong) & dau tan cing C do su
dich chuyén khung, tao ra protein dot bién ngén hon 197 axit amin so véi protein kiéu
dai. Vi vay, thé dot bién protein dwoc cit cut so voi protein kiéu dai, do 205 axit amin
cta kiéu dai ¢ dau tan cung C bi mét trong thé dot bién protein. Chi c¢6 cac axit amin
ctia exon 1 cua protein kiéu dai (cac axit amin tir 1 dén 357 cua SEQ ID NO: 2) ciing
¢6 mit trong thé dot bién protein. Piéu nay ¢ nghia la cac mién protein dugc bao toan
xyclin N va xyclin C ciing khong c6 mit, c6 nghia la thé dot bién protein khong c6
chirc niang (nghia 1a thé dot bién alen 1a alen mét chirc nang) hodc ¢ chirc ning giam.
Toém lai, theo mot khia canh vi du duge boc 16 cu thé trong ban md ta nay la
trinh ty axit nucleic cua alen dot bién ciia gen ma hoéa protein twong tu xyclin SDS ¢6
mot dot bién diém (thay thé nucleotit) so véi trinh tr axit nucleic ciia gen ma hoa

protein twong tw xyclin SDS kiu dai twong tmg. Dot bién diém trong thé dot bién alen
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ctia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS gdy ra dot bién & vi tri cét din dén su cit
nbi thay thé cia tién-mARN tuong ung. Su cit ndi thay thé giy ra su dich chuyén
khung trong khung doc mé cua mARN dugc phién ma tir thé dot bién alen ctia gen ma
héa protein tuwong tu xyclin SDS. Su dich chuyén khung trong khung doc mé cia
mARN duogc phién ma tir thé dot bién alen ciia gen ma hoéa protein tuong tw xyclin
SDS gdy ra sy x6a doan cla cac nucleotit, sy thay thé ctia cac nucleotit (dot bién vo
nghia hodc khong ciing nghia) va su tao ra cac dot bién vo nghia tao ra codon két thic
som trong mARN duoc phién ma tir thé dot bién alen ctia gen mi hoa protein twong tur
xyclin SDS so v4i mARN dugc phién ma tir gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS
kiéu dai tuong tng. Trinh tu axit amin twong tng ctia protein duoc dich ma tir mARN
duoc phién ma tir thé dot bién gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS thé hién su
x0a doan cua cac axit amin, su thay thé ctia cac axit amin va su cit cut cia céc trinh tu
axit amin & dau tan cung C so véi trinh ty axit amin dugc dich ma tr mARN duoc
phién ma tir gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS kiéu dai twong tng. Do dot bién
diém 1a & intron du tién, cic axit amin dugc ma hoa béi exon 2, exon 3 va exon 4 cua
protein twong tu xyclin SDS kiéu dai nay 1a bi mt trong thé dot bién, nghia 13 chi c6
cac axit amin dugc ma hoa baoi exoh 1 cua protein twong tu SDS kiéu dai 1a c6 mit

trong thé dot bién protein.

O dua héu, exon 1 ctia protein twong tu xyclin SDS ma héa axit amin 1 dén 357
cia SEQ ID NO 2; ¢ dua, exon 1 cia protein twong tw xyclin SDS ma hoa axit amin 1
dén 338 trong SEQ ID NO: 6; & dua chudt, exon 1 ciia protein twong tu xyclin SDS
m3 hoa axit amin tir 1 dén 330 trong SEQ ID NO: 12; & ca chua, exon 1 cua protein
twong tu xyclin SDS ma hoa axit amin tir 1 dén 350 trong SEQ ID NO 19; & hd tiéu,
exon 1 clia protein twong ty xyclin SDS mé hoa axit amin tir 1 dén 320 trong SEQ ID
NO 20.

Ngoai ra, cdy dua hiu dot bién EMBI1 duoc md ta trén diy (va trong phan vi
du), mot cay dua hiu khac, chira mot dot bién khac & gen ma hoéa protein twong tu
xyclin SDS, da dugc tao ra béng cach sinh dot bién. Thé dot bién nay bao gém su thay
thé nucleotit C (Xytosin) thanh T (Thymin) & nucleotit 1687 ctia SEQ ID NO: 1, dan

dén codon ‘cag’ (ma hoa axit amin glutamin, axit amin 224 clia protein kiéu dai) bi
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thay ddi thanh ‘tag’, ma 1a codon két thuc. Thé dot bién cADN duoc chi ra trong SEQ
ID NO 17 va protein bi cét cut, chi bao gdm mot phan cua cic axit amin dugc ma héa
boi exon 1 (nghia 1a chi cdc axit amin tir 1 dén 223 thay vi cac axit amin tir 1 dén
357), dugc chi ra trong SEQ ID NO 18. Tuong tw, & cdy dot bién EMB1, hai mién bao
toan, cac mién xyclin N va xyclin_C, ddu bi mét trong thé dot bién protein. Ngoai ra,
thé dot bién nay dan dén sy mit chirc nang (hodc it nhat 1 sy giam chirc ning) cua

protein twong tu xyclin SDS.

Theo mot khia canh cta sang ché, thé dot bién alen clia gen ma héa protein
teong tu xyclin SDS c6 dot bién din dén mot hoac nhiéu hodc tit ca cac axit amin ma
hoa mién xyclin N va/hodc xyclin C bi x6a doan hodc bi thay thé bang cac axit amin
khéc so voi kiéu dai. Theo mét khia canh, thé dot bién alen dan dén protein bi cét cut
khong c6 toan by hodc mat phﬁn cua xyclin N va/hodc toan by hodc mot phﬁn cua
mién xyclin C. Vi du, thé dot bién alen chira dot bién dan dén codon két thuc som,
nho d6 toan bd hoac mot ph?m ciia mién xyclin N va/hodc toan bd hodc mot phén cua

mién xyclin C khong hé c6 mit trong protein thu duorc.

Theo mét khia canh, thé dot bién alen 13 alen dot bién ctia gen twong tu xyclin
SDS & dua hiu c6 SEQ ID NO: 1 va tao ra protein cd trinh tu SEQ ID NO: 4 hoac
protein c6 trinh tw SEQ ID NO: 18.

Theo mot khia canh cua sang ché, thé dot bién alen ciia gen ma héa protein
tuong tu xyclin SDS ¢6 dot bién din dén céc axit amin ma hoa cac exon 2, 3 va/hoic 4
clia protein kiéu dai Véng mat. Vi vay, theo mot khia canh, thé dot bién alen ma hoa
protein cit cut teong tu xyclin SDS / hoac protein chira sy x6a doan, ma khong c6 mat
cac axit amin dugc ma hoa bdi cac exon 2, 3 va’hoac 4 cua protein kiéu dai, nghia la
khong ¢6 mit cac axit amin tir 358 dén 413 ctia SEQ ID NO 2 (exon 2) hoic céc axit
amin tir 339 dén 394 cia SEQ ID NO: 6 (exon 2), cac axit amin tir 331 dén 386 cia
SEQ ID NO 12 (exon 2), cac axit amin tir 351 dén 407 cia SEQ ID NO 19 (exon 2),
cac axit amin tir 321 dén 377 ctia SEQ ID NO: 20 (exon 2), vi/hodc cc axit amin tir
414 dén 469 cua SEQ ID NO 2 (exon 3) hodc cac axit amin tir 395 dén 493 ctia SEQ
ID NO 6 (exon 3) hodc céc axit amin tir 387 dén 485 ctua SEQ ID NO 12, cac axit
amin tir 408 dén 506 ctia SEQ ID NO 19 (exon 3), cac axit amin tir 378 dén 476 cua
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SEQ ID NO 20 (exon 3), va/hodc cac axit amin tir 470 dén 562 ciia SEQ ID NO 2
(exon 4) hodc c4c axit amin tir 494 dén 577 ciia SEQ ID NO: 6 (exon 4) hoic cac axit
amin tir 486 dén 569 ctia SEQ ID NO 12 (exon 4), c4c axit amin tir 507 dén 590 cua
SEQ ID NO 19 (exon 4), cac axit amin 477 dén 560 ciia SEQ ID NO 20 (exon 4). Ty
y, thé dot bién alen ma hoa protein twong tu xyclin SDS da bi cdt cut / hodc protein
bao gém sy x0a doan, ma no cling thiéu toan bd hodc mot phén cua cac axit amin ma
hoa exon 1, nghia la céc axit amin 1 dén 357 cua SEQ ID NO 2 hodc céc axit amin 1
dén 338 trong SEQ ID NO: 6 hoic céc axit amin 1 dén 330 trong SEQ ID NO 12 hoic
céc axit amin 1 dén 350 caa SEQ ID NO 19, hodc cac axit amin 1 dén 320 ciua SEQ
ID NO 20. Déi véi cac ving axit amin twong tmg dugc ma héa béi cac exon 1,2, 3 va
4 cua protein tuong tw xyclin SDS khac, chang han cua céc gen twong dong tir cac loai
khac, ¢6 thé dugc nhan biét bang cach sip thing hang theo cip ADN bd gen hodc céc
trinh ty axit amin. Luu y réng chi dbi voi SEQ ID NO 2, cac exon dugc xac dinh 1a
cac exon thuc (dugc phéan tach bdi cac intron trong ADN bd gen), trong khi d6i véi
cac trinh tw khac, cac exon dwoc x4c dinh bing cach sip thang hang va co thé khong
phai la cac exon thuc, nhung chung ding hon 1a céc axit amin twong ing vdi cac exon
cua SEQ ID NO 2 va vi vay ciing ¢6 thé dugc dé cip dén mot cach don gian nhu 1a

cac vung axit amin cua protein.

Theo mot phuong an duge uu tién cia sang ché, thé dot bién alen cia gen ma
hoéa protein tuong ty xyclin SDS c¢6, hodc tao ra, sy dot bién & ddu 5’ cua trinh ty ma
hoa ctia n6 (ma héa diu tan cung N cia protein nay). T6t hon 13, thé dot bién alen clia
gen ma héa protein trong tr xyclin SDS ¢6, hodc tao ra, dot bién diém va/hodc su cat
cut & ddu 5° cia trinh ty ma hoa cia nd. Trude diy da biét ro rang sy dot bién &
condon khéi dau (ATG) ctia mot gen s& ¢6 tac dung 13 gen twong ung nay khong duoc
dich ma thanh protein ¢6 chiéu dai day du tuong tmg. P& dich ma, codon khéi dau c6
thé c6 tiép theo (ATG) c6 thé dugc sir dung, nhung diéu nay s& din dén su cit cut
trinh ty axit amin cta protein nay & dau tan cing N, trong trudng hop ATG tiép theo
xudt hién trong cing mot khung doc hodc dan dén su san sinh protein c6 trinh tu axit
amin khac. Trong ca hai truong hop, dot bién twong Gng & du 5° s& din dén su san

sinh protein ¢6 hoat tinh enzym giam hodc mét hoat tinh enzym. Theo mot phuong 4n

-27-



38086

duoc uvu tién cia sang ché, thé dot bién alen ciia gen ma hoa protein twong tw xyclin
SDS ¢6 su dot bién ¢ condon khéi dau. Dot bién trong codon khai dau nay co thé 1a
dot bién diém & nucleotit bt ky trong s6 ba nucleotit ciia né hozc dot bién x6a doan/
cit cut cta it nhét nucleotit thir nhat, it nhit nucleotit thir nhat va nucleotit thir hai

hodc it nhét ca ba nucleotit thudc codon khoi dau nay.

Theo cac phuong an dugc uvu tién hon nita, sang ché dé cap dén cac alen dot
bién cuia gen ma hoa protein twong tur xyclin SDS ma né tao ra sy x6a doan & dau 3’
cta trinh to ma hoa cua né (md héa ddu tin cing C cia protein nay). Khi mién
xyclin C bao toan ¢6 mat & dau tan cing C cla protein niy, su cat cut ddn dén mot
ph?m clia mién xyclin C véng mat (nghia la 1, 2, 3, 4, 5 axit amin hodc nhiéu hon cia
mién xyclin C hodc thdm chi toan bd mién xyclin C) s& khién cho protein nay c6
chirc néng gidm hodc khong c6 chuc nang. Su cit cut doan dai hon ¢ dau tan cung C,
tham chi s& dan dén mot phﬁn hodc toan bd mién xyclin N bi x6a doan, ma n6 cting s€
din dén protein nay c6 chic ning gidm hodc khong c6 chitc nang. Chi c¢6 nim axit
amin gitta mién xyclin C va mién xyclin N. Su cit cut khoang 90 axit amin hoic
nhiéu hon ¢ dau tan cung C din dén hau hét protein twong tu xyclin SDS mét mién
xyclin_C va su cit cut mot doan dai hon gém 95, 100, 110 axit amin hodc nhiéu hon
s& dAn dén mién xyclin N bi x6a doan it nhit mot phan. Nhu da dé cap dén truéce day,
nhitng sy cét cut nhu vay duge bao ham & day, do din dén protein c6 chirc ning giam
hodc khong c6 chirc ning. Nhu duoc dé cip dén trudc diy, dé kiém tra xem ligu
protein nay cé cé chirc nang giam hodc khong cé chirc nang hay khong, cdy dot bién
dong hop tir d6i v6i alen dot bién c6 thé duge kiém tra kiéu hinh dic trung dé xem

liéu kiéu hinh mong doi c6 xay ra hay khong.

Tét hon 1a alen dot bién cta gen ma hoa protein tuong tw xyclin SDS din dén
su cat cut cua it nhat 10, 20, 30, 40 hoic 50 nucleotit, tdt hon 14 it nhat 100 nucleotit,
tot hon nita 1a cda it nhit 200 nucleotit, thdm chi tdt hon nita 12 cua it nhat 300
nucleotit, tot hon nita 12 cta it nhat 400 nucleotit va tdt nhat 1a cua it nhit 500
nucleotit, dic biét tét hon 1a cua it nhat 615 nucleotit & dau 3’ cua trinh ty ma hoa
protein. Su cat cut 591 nucleotit tir mot trinh ty ma héa dich ma thanh sy cat cut 197

axit amin ddi véi trinh tu protein twong ng. Vi du dugc wu tién d6i voi protein twong
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tu xyclin SDS c6 su cat cut 197 cac axit amin so vé6i trinh tu axit amin cua protein
tuong tu xyclin SDS kiéu dai twong tmg (SEQ ID NO 2) 1a nhu duoc chi ra trong SEQ
ID NO 4. Mot vi du khac 1a sy cit cut 339 axit amin (nghia 1a 1017 nucleotit ciia ving
ma héa) so véi protein tuwong tu SDS kiéu dai twong ung (SEQ ID NO 2) duge chi ra
trong SEQ ID NO 18.

Theo mét phuong 4an, alen dot bién ciia gen ma héa protein twong tu xyclin
SDS ¢6 dot bién bat ky trong s6 cac dot bién néu trén trong trinh ty axit nucleic ma
héa protein cia SEQ ID NO: 2 (dan dén protein dugc ma hda chtra sy x6a doan hodc
su cét cut so voi kiéu dai), hoac trong trinh ty axit nucleic bat ky ma hoa protein ¢
mirc ddng nhat v trinh ty axit amin it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95% hodc nhiéu hon
v6i SEQ ID NO 2, vi du nhu SEQ ID NO 6, ¢6 mirc dong nhit vé trinh tw 13 71% véi
SEQ ID NO 2.

Theo mdt phuong an khac, alen dot bién clia gen mi héa protein twong tu
xyclin SDS ¢6 dot bién bét ky trong sb cac dot bién néu trén trong trinh tw axit nucleic
ma hoa protein cia SEQ ID NO: 6 (din dén protein dugc ma héa chira sy x6a doan
hodc su cét cut so véi kiéu dai), hoac trong trinh tu axit nucleic bét ky ma héa protein
¢6 mirc ddng nhét vé trinh ty axit amin it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95% hoic nhiéu
hon véi SEQ ID NO 6.

Theo mdt phuong an khac, alen dot bién ciia gen ma hoa protein twong tur
xyclin SDS ¢6 dot bién bat ky trong s6 cac dot bién néu trén trong trinh tur axit nucleic
ma hoéa protein ciia SEQ ID NO: 12 (dan dén protein duoc ma hoa chia su x6a doan
hoac su cit cut so v6i kiéu dai), hodc trong trinh ty axit nucleic bét ky mé hoa protein
¢6 mirc dong nhat vé trinh ty axit amin it nhat 1a 70%, 80%, 90%, 95% hodc 16n hon
véi SEQ ID NO: 12.

Theo mét phwong 4n khac, alen dot bién ciia gen ma hoa protein twong tu
xyclin SDS ¢6 d6t bién bat ky trong s6 cac dot bién néu trén trong trinh tur axit nucleic
ma hoéa protein ciia SEQ ID NO: 19 (dan dén protein duoc ma hoa chia sy x6a doan
hoic sy cét cut so v6i kiéu dai), hodic trong trinh ty axit nucleic bat ky ma héa protein

c6 mirc déng nhét vé trinh tu axit amin it nhét 1a 70%, 80%, 90%, 95% hoic 16n hon
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dbi voi SEQ ID NO: 19.

Theo mot phuong an khac, alen dot bién ciia gen ma hoa protein tuong tu
xyclin SDS ¢6 dot bién bit ky trong sb cac dot bién néu trén trong trinh tur axit nucleic
mi hoa protein ctia SEQ ID NO: 20 (din dén protein dwgc mi héa chira su x6a doan
hoac su cit cut so véi kiéu dai), hodc trong trinh tu axit nucleic bat ky ma héa protein
c6 murc ddng nhit vé trinh ty axit amin it nhét 1a 70%, 80%, 90%, 95% hoic 16n hon
v6i SEQ ID NO: 20.

Trong mdt phuong 4n duge wu tién hon nira, alen dot bién ctia gen ma hoa
protein twong tu xyclin SDS c6 dot bién bt ky trong sb cac dot bién néu trén trong
trinh tu axit nucleic nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 1 hoéc trong trinh tw ¢6 mirc
ddng nhét it nhat 1a 58% hodic 60%, t6t hon 1a it nhat 70%, tot hon nita 14 it nhat 80%,
tham chi t6t hon nita la it nhat 90% hodc dac biét tt hon la it nhat 95% véi trinh tu
axit nucleic nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 1. Theo mét khia canh, alen dot bién
clia gen mé hoa protein twong tu xyclin SDS chira dot bién trong trinh tur axit nucleic
nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 1 hoic trong trinh tu bién thé c6 mic dong nhét it
nhat 1a 58% hogc 60%, tot hon 1a it nhat 70%, tét hon nita 1a 80%, tham chi t6t hon
nita 1a 90% hodc dic biét tét hon 1a 95% véi trinh tu axit nucleic nhu dwge chi ra
trong SEQ ID NO 1 trong d6 nucleotit guanin (G) & vi tri nucleotit s6 2185 trong SEQ
ID NO 1 dugc thay thé bang adenin (A), xytosin (C) hodc thymin (T), t6t nhat 1a
nucleotit guanin (G) & vi tri nucleotit s6 2185 trong SEQ ID NO 1, hoic nucleotit
tuong duong trong trinh tur bién thé, duoc thay thé bang adenin (A). Tt nhit 13, alen
dot bién ciia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS c6 trinh tu axit nucleotit nhu
dugce chi ra trong SEQ NO 1 chi khéc 1a nucleotit guanin (G) & vi tri nucleotit s6 2185
trong SEQ ID NO 1 duoc thay thé bang adenin (A), xytosin (C) hodc thymin (T), dic
biét tot nhét 1a nucleotit guanin (G) & vi tri nucleotit s6 2185 trong SEQ ID NO 1 dugc
thay thé bang adenin (A). Theo mot khia canh khac, alen dot bién clia gen ma hoa
protein trong tu xyclin SDS chira dot bién trong trinh tu axit nucleic nhu duoc chi ra
trong SEQ ID NO 1 hodc trong trinh tw bién thé c6 mirc déng nhét it nhat 58% hoic
60%, t6t hon 1a it nhit 70%, tt hon nita 1a 80%, tham chi tot hon nita 1a 90% hodc
diac biét tdt hon 1a 95% v6i trinh tu axit nucleic nhu duoc chi ra trong SEQ ID NO 1
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trong d6 trong alen dot bién cua gen ma hoa protein twong tu SDS, nucleotit Xytosin
(C) & nucleotit 1687, hodc nucleotit twong duong trong trinh ty bién thé, duoc thay thé
bang mot nucleotit khéc, t6t hon 1a bang thymin (T).

Mot phuong an khac cia sang ché dé cap dén té bao thuc vat, cic phan cia
thuc vat hodc thuc vat chira hoac téng hop mARN ma hoa protein twong tu Xyclin
SDS, trong d6 mARN ma hoéa protein twong tu xyclin SDS ¢6 mot hoac nhiéu d6t bién

duoc chon tir nhom gdm:

a) dot bién x6a doan

b)  dot bién sai nghia hodc dot bién khong cung nghia;
c) dot bién dich chuyén khung; va/hozc

d)  dot bién vo nghia.

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién cia sang ché, té bao thuc vat, cic phan cua
thuc vat hodc thuc vat theo sang ché chira hodc téng hop mARN ma hoa protein tuong

tu xyclin SDS c6 mot hodc nhiéu d6t bién duoc chon tir nhém gdm:

a) dot bién x6a doan

b) dot bién sai nghia hodc dot bién khong cing nghia;
c) dot bién dich chuyén khung; va/hoac

d) dot bién vo nghia.

Péi véi sy x6a doan va su thay thé cia mot hodc nhiu nucleotit, t& bao thuc
vat hodc thuc vat theo sang ché t6t hon 1a chira hodc téng hop mARN ma hda protein
tuong tu xyclin SDS, trong d6 mARN chura su x6a doan it nhét 1, it nhat 2, it nhat 4, it
nhat 5, it nht 7, it nhét 8, it nhit 10, it nhat 11, it nhat 13, it nhat 14 hogc tot hon 12 it
nhit 16 nucleotit so véi mARN ma héa protein twong tu xyclin SDS kiéu dai. Theo
mdt khia canh, cac nucleotit dugc xd6a bd trong mARN la mot hodc nhiéu nucleotit
cua exon 1, exon 2, exon 3 va/hodc exon 4 cua protein twong tu xyclin SDS va/hoac
(cac) nucleotit bi x6a trong mARN la mot hodc nhiéu nucleotit thugc mién xyclin N
hodc xyclin C cuia protein tuong tu xyclin SDS. Theo mot khia canh, nucleotit 1a
nucleotit cia exon 2, chéng han mdt hodc nhiéu hodc toan bd cac nucleotit bit dau tir

nucleotit 2186 va két thuc ¢ nucleotit 2201 cia SEQ ID NO 1.
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T6t hon 13, té bao thuc vat hodc thuc vat theo sang ché chira hodc téng hop
mARN mia hoa protein tuong tu xyclin SDS, dic trung & chd mARN nay chtra dot
bién dich chuyén khung va/hodc dot bién vo nghia. Dot bién v6 nghia tao ra codon két
thuc s6m va vi vay tao ra sy cét cut ctia trinh tr ma hoa mARN. Theo mdt phuong an
uu tién, sang ché dé cap dén té bao thuc vat hodc thuc vt theo sang ché chira mARN
ma hoa protein tuong tw xyclin SDS, dac trung ¢ chd mARN nay chira su cat cut trinh
tu ma hoa. Su cit cut cua trinh ty ma héa mARN cua protein twong ty xyclin SDS tot
hon 1a su cét cut cua it nhat 100 nucleotit, tdt hon 1a cta it nhat 200 nucleotit, tot hon
nita 13 cta it nhit 300 nucleotit, tham chi t6t hon nita 1a ciia it nhat 400 nucleotit va
cling tot hon nita 1 cia it nhét 500 nucleotit, dic biét 1a tot hon 14 cua it nhat 591
nucleotit so vdi mARN ma hoéa protein tuong tu xyclin SDS kiéu dai. Theo mot khia
canh, su cit cut cua trinh ty ma héa mARN dan dén exon 2, 3 va 4 Véng mat; hoac
exon 3 va 4 Véng mat; hodc exon 4 véng mit. Theo mot khia canh khac, sy cit cut cla
trinh ty m& héa mARN dan dén toan bd hoidc mot phﬁn cua exon 1, toan bd exon 2,
toan bd exon 3 va toan bo exon 4 Véng mat. Theo mot khia canh khac, dot bién dich
chuyén khung din dén toan bo hodc mét phﬁn cua exon 2 thudc mdt khung doc khac.

| Theo mdt khia canh khéc, dot bién dich chuyén khung din dén toan bd hoic mot phén
cua exon 3 va/hodc exon 4 thuoc mdt khung doc khéac. Su dich chuyén khung c6 thé
dugc gay ra boi sy x6a doan cia mdt hodc nhiéu nucleotit (sé bét ky ma khong 1a boi

sb ciia 3, nhu 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, v.v.), nhd d6 khung doc bi thay doi.

Theo mot phuong 4n dugc uu tién, té bao thyuc vat, cac phén cua thuc vat hoac
thwe vét theo sang ché chura hodc tong hgp mARN mi héa protein twong tu xyclin
SDS ma mARN nay c6 it nhit 58% hodc it nhit 60%, t6t hon 1a it nhat 70%, tot hon
nita 14 it nhit 80%, thdm chi t&t hon nita 1a it nhat 90% hodc dac biét tét hon 14 it nhét
95% mirc dong nhat vé trinh tu véi trinh tr ma héa twong ting duoc chi ra trong SEQ
ID NO 1 hozc SEQ ID NO 5 hogc SEQ ID NO 17 véi diéu kién tién quyét 1a mARN
ma hoéa protein tuong tu xyclin SDS nay bao gbdm dot bién vo nghia hodc codon két
thic s6m. Theo mdt phuong an, codon két thuc nay la thudc exon 1 cua SEQ ID NO:
1, ching han & nucleotit tir 1687 dén 1689. Theo mdt phuong an t6t hon nita, té bao

thuc vat, cac phén cua thuc vat hoac thuc vat theo sang ché chira hoic téng hop
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mARN mai hoa protein twong tur xyclin SDS ma mARN nay co muc ddng nhét vé trinh
tw it nhét 12 58% hogc 60%, tt hon 1a it nhit 70%, tot hon nita 1a it nhat 80%, tham
chi t6t hon nita la it nhat 90% hodc dac biét tét hon 1a it nhat 95% véi trinh tu ma héa
duoc chi ra trong SEQ ID NO 3, v6i diéu kién tién quyét 1a nucleotit tir 1096 dén 1098
trong SEQ ID NO 3 14 codon két thiic. Theo mot phuong 4n t6t nhét cua sang ché, té
bao thuc vét hodc thuc vét theo sang ché chira hodc tong hop mARN ma hoéa protein
trong tu xyclin SDS ma mARN nay ¢6 c6 trinh ty nhu dugce chi ra trong SEQ ID NO
3.

Theo mdt phuong an khéc cla sang ché, t& bao thuc vat hodc thuc vat theo sang
ché chta hoic tong hop mARN mai hoéa protein tuwong tur xyclin SDS ¢6 mot hodc
nhidu dot bién, trong d6 MARN nay duoc phién ma tir alen dot bién ctia gen ma hoa
protein twong tu xyclin SDS. Pugc bao ham béi cac phuong 4n nay cia sang ché 1a té
bao thuc vat, cac ph?m cua thuc vat hoac thuc vat theo sang ché chira hoac téng hop
mARN duogc phién ma tir alen dot bién ciia gen ma héa protein tuong tu xyclin SDS,
dic trung & chd mARN nay bao gém dot bién x6a doan va/hoic dot bién sai nghia
hodc dot bién khong cing nghia va/hodc dot bién dich chuyén khung va/hodc dot bién
v0 nghia, so vdi trinh ty ma héa (ADN) tuong ng cua alen dot bién cua gen ma hoa
protein twong ty xyclin SDS ma tir 36 mARN nay dugc phién ma. Vi vay, theo mot
khia canh d6t bién bat ky ma anh huéng dén viéc gay cam tién-mARN duoc bao ham,
nghia 12 dot bién ma cai bién qua trinh gdy cam tién m-ARN thong thuong, nhd dé tao

ra mot phan tt mARN khéc.

Theo mdt khia canh, lién quan dén dot bién x6a doan, té bao thuc vat hodc thuc
vét theo sang ché chira hodc tong hgp mARN dugc phién mi tir alen dot bién ciia gen
ma hoéa protein twong ty xyclin SDS, trong d6 mARN nay chira sy x6a doan it nhét 1,
it nhat 2, it nhat 4, it nhat 5, it nhat 7, it nhét 8, it nhét 10, it nht 11, it nhét 13, it nhét
14 hodc it nhat 16 nucleotit so v6i trinh tr ma hoa (ADN) tuong tmg clia alen dot bién
cia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS ma tr d6 mARN duoc phién ma. Theo
mot khia canh, cac nucleotit bi x6a trong mARN 1a mdt hodc nhiéu nucleotit cia exon
1, exon 2, exon 3 va/hodc exon 4 cua protein twong tuy xyclin SDS. Theo mdt khia

canh, nucleotit 1a nucleotit cua exon 2, ching han mdt hodc nhiéu hodc tat ca cac

-33-



38086

nucleotit bat ddu tir nucleotit 2186 va két thuc & nucleotit 2201 cia SEQ ID NO 1.

T6t hon 13, té bao thuc vat hodc thuc vét theo sang ché chira hoic téng hop
mARN dugc phién ma tir alen dot bién clia gen mi héa protein twong tw xyclin SDS,
dac trung & chd mARN nay chira dot bién dich chuyén khung va/hodc dot bién vo
nghia so véi trinh ty ma héa (ADN) ciia alen dot bién ciia gen ma hoa protein trong tur
xyclin SDS ma tr d6 mARN dugce phién ma. Dot bién v6 nghia nay tao ra codon két
thuc sém trong mARN ma gdy ra su cat cut dau 3’ cua trinh tu ma héa mARN va sy
ct cut cuia protein trong tu xyclin SDS & dau tan cing C. Vi vdy, theo mdt phuong 4n
sang ché dé cap dén té bao thuc vat hodc thuc vat theo sang ché chtra hodc téng hop
mARN duoc phién ma tir alen dot bién cia gen ma héa protein twong tu xyclin SDS,
dac trung & chd mARN nay chua su cit cut trinh ty m3 hoa so véi trinh tw ma hoéa
(ADN) ctia alen dot bién ctia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS tir 46 mARN
duoc phién ma. Sy cit cut cia trinh ty md hoa mARN cia gen ma hoéa protein twong
tu xyclin SDS tdt hon 12 su cét cut cia it nhat 100 nucleotit, tt hon nita 1a cua it nhét
200 nucleotit, tham chi tdt hon nita 14 cta it nhat 300 nucleotit, tét hon nira 1a cia it
nhét 400 nucleotit va tét hon nira 13 cia it nhat 500 nucleotit, dac biét tot hon 1 cua it
nhit 591 so véi trinh ty ma héa (ADN) cua alen dot bién clia gen ma hoéa protein
tuong tr xyclin SDS ma tir 46 mARN nay dugc phién ma. Theo mdt khia canh, sy cét
cut cla trinh tu ma héa mARN dan dén exon 2, 3 va 4 Véng mat; hodc exon 3 va 4
Véng mat; hoac exon 4 Ve"mg mit. Theo mdt khia canh khac, su cit cut cua trinh ty ma
héa mARN din dén toan bo hoic mot phén cda exon 1, toan bd exon 2, toan b0 exon
3 va toan bd exon 4 Véng mit. Theo mot khia canh khac, dot bién dich chuyén khung
d4n dén toan bo hodc mot phﬁn cua exon 2 thudc mot khung doc khac. Theo mdt khia
canh khac dot bién dich chuyén khung din dén toan bd hodc mot phan cia exon 3
va/hodc exon 4 thudc mot khung doc khac. Su dich chuyén khung c6 thé duoc gy ra
boi su x6a doan ctia mot hodc nhiéu nucleotit (sé bat ky ma khong phai 1a bdi sb cua
3,nhu 1,2,4,5,7,8,10,v.v.), béng cach d6 khung doc bi thay dbi.

Theo mét phuong an dugc wu tién hon nita, t€ bao thuc vat hodc thuc vat theo
sang ché chira hogc tong hop mARN c¢6 mirc dong nhat it nhat 58% hodc 60% tot hon
1 it nhat 70%, t6t hon nita 14 it nhit 80%, tham chi 6t hon nita 1a it nhat 90% hodc
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dic biét tot hon 14 it nhit 95% véi trinh ty ma hoa (ADN) tuong tng duge chi ra trong
SEQ ID NO 1 véi diéu kién tién quyét 14 trinh ty mARN bao gom it nhat mot dot bién
v0 nghia hodc mot codon két thuc sém so v6i trinh tu ma hoa (ADN) tuong g duoc
chi ra trong SEQ ID NO 1, tdt hon 13, dot bién vo nghia xay ra & vi tri nucleotit 1096
dén 1098 trong SEQ ID NO 3. Theo mét khia canh, codon két thiic sém & nucleotit tir
1687 dén 1689 ctiia SEQ ID NO: 1. Theo mdt phuong 4n dugc dic biét wu tién cia
sang ché, t bao thyc vat hodc thuc vat theo sang ché chira mARN c6 trinh tu nucleotit

nhu dugec chi ra trong SEQ ID NO 3.

“Trinh ty ma héa mARN” s€ c6 nghia thong thuong sau day. Trinh tr ma hoa
mARN tuong tng véi trinh ty md hoa ADN tuong ung ctia gen/alen chi khéc la
thymin (T) duoc thay thé bang uraxil (U).

Déi véi dot bién bt ky trong s6 cac dot bién duge mo ta trén dy hodc td hop
gbm cac dot bién (nghia 1 x6a doan nucleotit ddn dén sy dich chuyén khung), can
hiéu ring ching dan dén sy giam chirc ning hoic méit chirc ning lién quan dén hoat
tinh cda protein twong tu xyclin SDS & té bao thuc vat, cac phﬁn cua thuc vat hoac

thue vat theo sang ché.

Mot phuong an khéac nira clla sang ché dé cap dén té bao thuc vat, cac phén cua
thuc véat hoac thuc vat, chira hoac téng hop protein tuong tu xyclin SDS, dic trung &
chd trinh ty axit amin cta protein twong ty xyclin SDS bao gdm dot bién so véi
protein twong tu xyclin SDS kiéu dai twong ung. Dot bién trong protein twong tur
xyclin SDS giy ra sy giam hodc mit chirc nang d6i v6i hoat tinh ctia protein turong tur

xyclin SDS & té bao thuc vat, cac ph?m cua thuc vat hodc thuc vat theo sang ché.

Pic biét tét hon 1a té bao thuc vat, cac phﬁn cua thuc vat hodc thuc vat theo
sang ché chira hodc tong hop protein twong tw xyclin SDS, dic trung & chd trinh tu
axit amin cua protein tuwong tu xyclin SDS chira dot bién so véi protein twong tur

xyclin SDS kiéu dai trong tng.

Dot bién trong protein twong tu xyclin SDS ¢6 thé 1a sy thay thé axit amin, su
cai xen, su x6a doan va/hodc sy cét cut so véi trinh tu axit amin cta protein twong tu

xyclin SDS kiéu dai. Theo mot phuwong an duge wu tién clia sang ché, trinh tu axit
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amin cda protein twong ty xyclin SDS bao gém su x6a doan hoac su cit cut, tot hon
nita 1a sy cit cut & dau tn cung N va/hodc dau tan cung C, thdm chi tot hon nira 1a su
cét cut & ddu tan cung C. Tét hon 1a it nhét 10, it nhat 25, tét hon 1a it nhat 50, 60, 70,
80, 90 hodc 100, t6t hon nira 12 it nhat 150 va tham chi tot hon nita 1 it nhat 197 hodc
it nhat 200, 250, 300 hodc 339 axit amin bi mét tir ddu ddu tan cung N hodc dau tan
cung C cda trinh ty axit amin so véi protein tuong tu xyclin SDS kiéu dai twong tng.
Péi voi dau tn cung C, dot bién trong protein tuong tu xyclin SDS la su cat cut cua it
nhat 25, t6t hon 1a it nhit 50, 60, 70, 80, 90, t5t hon la it nhat 100, tt hon nira la it
nhat 150 va tham chi tot hon nita 1a ciia it nhdt 197 hogc it nhét 200, 250, 300 hogc
339 axit amin so v6i protein tuong tu xyclin SDS kiéu dai twong tng. Theo mot khia
canh khac, dot bién trong protein twong tu xyclin SDS din dén cac axit amin dugc ma
hoa bédi exon 2, 3 va 4 Véng mit; hodc cac axit amin dugc ma hoa bdi exon 3 va 4
véng mit; hodc cac axit amin dugc ma hoa boi exon 4 Véng mit. Theo mot khia canh
khéc, dot bién din dén toan bo hodc mét phén cua cac axit amin dugc ma hoa boi
exon 1, toan bd cac axit amin duoc ma hda bdi exon 2, toan bd céc axit amin durgc ma
hoa bdi exon 3 va toan bd cac axit amin dugc ma hoa boi exon 4 Véng mat. Theo mot
khia canh khéé, dot bién nay dan dén toan bd hoic mét phén cﬁé cac axit amin duoc
ma hoa bdi exon 2 duge thay thé bing cac axit amin khac (ching han do su dich
chuyén khung doc). Theo mét khia canh khac, dot bién dan dén céac axit amin dugc ma
hoa bédi toan bd hodac mot phén ctia exon 3 va/hodc exon 4 dugc thay thé bang cac axit
amin khac (chéng han do su dich chuyén khung doc). Theo mdt khia canh khac, dot
bién din dén toan bd hodc mot phan ciia mién xyclin_ C va/hodc xyclin N ving mit.
Theo mdt khia canh khéc nita, dot bién din dén mién xyclin C va/hoic xyclin N chira

mot hodc nhi€u axit amin duoc thay the, cai xen hodc khuyét doan.

Céc té bao thuc vat, cac phﬁn cua thuc vat hodc thuc vat theo sang ché chua
hoac téng hop protein tuwong tw xyclin SDS c6 mirc ddng nhét it nhat 58% hodc it nhét
60%, t6t hon 1 it nhét 70%, t6t hon nira 14 it nhat 80%, tham chi tt hon nita 1a it nhat
90% hodc dic biét tot hon 1a it nhit 95% véi trinh ty axit amin nhu duge chi ra trong
SEQ ID NO 4 hodc trong SEQ ID NO 18. Theo m¢t phuong 4n dugc uu tién nhét,

protein dugc chira hodc dugc tong hop trong té bao thuc vat, cac phan cia thuc vat
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hodc thuc vat ¢6 trinh tu axit amin nhu dwoc chi ra trong SEQ ID NO 4 hodc trong
SEQ ID NO: 18.

Vi vay, theo mdt phuong an khéac nira, sang ché dé cap dén té bao thuc vat hoac
thuc vat dugc chon tir cac loai dwa hiu, dua, dua chudt, ca chua va ho tiéu chira mot
alen dot bién cua gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS dic trung & chd alen dot
bién nay chira hodc thuc hién mdt hodc nhiéu trong s6 cac dot bién dugc chon tir

“nhém gdm

a) x6a doan, cdt cut, cai xen, dot bién diém, dot bién vo nghia, dot bién sai

nghia hodc dot bién khong cing nghia, dot bién & vi tri cit, dot bién dich chuyén

khung trong trinh tu bd gen;
b) d6t bién trong mot hodc nhiéu trinh tu diéu tiét;

¢) x0a doan, cat cut, cai xen, dot bién diém, dot bién vo nghia, dot bién sai
nghia hodc dot bién khong cung nghia, djt bien & vi tri cat, dot bién dich chuyén

khung trong trinh tu ma hoa;

d) x6a doan, cat cut, cai xen, dot bién di€m, dot bien vd nghia, dot bién sai
nghia hodac dot bién khong cung nghia, djt bién & vi tri cat, dot bién dich chuyén

khung trong tién-mARN hodc mARN; va/hoic

e) su x0a doan, cat cut, cai xen hodc su thay thé cua mot hodc nhi€u céac axit

amin trong protein tuong tu xyclin SDS.

Alen dot bién néu trén dan dén hoat tinh cua thé dot bién protein tuong tu
xyclin SDS giam so v6i protein twong tu xyclin SDS kiéu dai. Viéc giam hoat tinh 1a
do su loai b6 hoan toan su biéu hién cua gen tuong tu xyclin SDS, su gidm su biéu
hién cua gen, su mét chirc nang cua protein dot bién da duoc ma hoa tuong ty xyclin
SDS hoac su giam chirc nang cla thé dot bién protein twong tu xyclin SDS.

Theo mot khia canh, trong do té bao thuc vat hoic thuc vat nay 13 dua héu, alen
dot bién cua protein tuong tu xyclin SDS 1a alen dot bién cta alen ma hoa protein clia
SEQ ID NO: 2 hoic protein c¢6 mirc ddng nhat co ban vé trinh tr v6i SEQ ID NO: 2,
t6t hon 1a mirc ddng nhét vé trinh tur it nhit 12 60%, 70%, 80%, 90% khi chiéu dai hai
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trinh tir cia protein chirc niang tuong tw SDS dugc sap thing hang theo timg cip.

Theo mot khia canh khac, trong d6 té bao thuc vat hodc thuc vat nay 13 dua,
alen dot bién cta protein trong tu xyclin SDS 1a alen dot bién ctia alen ma héa protein
cua SEQ ID NO: 6 hodc protein c6 mirc déng nhét co ban vé trinh tu véi SEQ ID NO:
6, tbt hon 1a muc ddng nhit vé trinh t it nhit 1a 60%, 70%, 80%, 90% khi hai trinh tur
v6i chidu dai ddy du cua protein chirc ning tuwong tw SDS duoc sip thang hang theo

tirng cap.

Theo mot khia canh khac, trong do té bao thuc vat hodc thuc vat nay la dua
chudt, alen dot bién cia protein tuong tu xyclin SDS 1a alen dot bién cua alen ma hoa
protein cia SEQ ID NO: 12 hoic protein ¢6 mirc ddng nhit co ban vé trinh tu v6i
SEQ ID NO: 12, tét hon 1a mitc ddng nhat vé trinh tu it nhat 1a 60%, 70%, 80%, 90%
khi hai trinh ty v6i chidu dai ddy di cia protein chirc ning twong tu SDS duoc sap

thang hang theo timg cap.

Theo mot khia canh khac, trong do6 té bao thuc vat hodc thuc vat nay 1a ca chua,
alen dot bién cua protein trong tu xyclin SDS 12 alen dot bién ciia alen ma héa protein
ctia SEQ ID NO: 19 hoic protein ¢6 murc dong nhét co ban vé trinh tw véi SEQ ID
NO: 19, tét hon 14 mirc ddng nhat vé trinh tu it nhit 13 60%, 70%, 80%, 90% khi hai
trinh tir v6i chidu dai ddy da cua cac protein chie nang tuong tu SDS duge sip thing

hang theo tirng cap.

Theo mot khia canh khac, trong dé té bao thuc vat hodc thuc vat nay la ho tiéu,
alen dot bién cia protein twong tw xyclin SDS 1a alen dot bién ciia alen ma hoa protein
c6 trinh tw SEQ ID NO: 20 hodc protein c6 mirc déng nhét co ban vé trinh tu v6i SEQ
ID NO: 20, tét hon 1a mirc ddng nhét vé trinh tur it nhit 1a 60%, 70%, 80%, 90% khi
hai trinh tw v6i chidu dai ddy di cua protein chirc nang tuong tu SDS dugc sip thing
hang theo tirng cép.

Theo mot khia canh, thuc vat dua hiu, dua, dwa chuét, ca chua hoic ho tiéu
chira alen tuong tu xyclin SDS dot bién & dang di hop tt. Theo mot khia canh khéc,
thuc vat dua h4u, dua, dua chuot, ca chua hodc ho tiéu chtra alen twong tu xyclin SDS

dot bién ¢ dang dong hop tir, nho d6 thuc vat nay tao ra qua khong hat nho su thu
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phan vé6i chinh n6 hodc véi phan khic. Theo mot khia canh dwgc wu tién, alen tuong
tu xyclin SDS dot bién 1a bét hoat (nghia 14 gen nay khong duoc biéu hién) hodc alen

ma hoa protein twong tu xyclin SDS khong chure nang.

Hat tir d6 thuc vét c6 thé phat trién duoc bao ham trong sang ché nay ciing nhur
1a qua khong hat duoc san xut tir thuc vat nay khi alen nay & dang dong hop tir hodc
qua c6 hat duoc san xuét tir thuc vat nay khi alen ndy & dang di hop tir. Ngoai ra, cac
phén bét ky cda thuc vat, nhu cac doan cat, vat liéu nhan giéng sinh dudng, té bao,
v.v. chtra it nhat mot alen dot bién tuong tu xyclin SDS trong bd gen clia ching dugc

dé xuat.

Ngoai ra, céc t& bao nhén giéng va khong nhén gidng chira it nhdt mot ban sao
cua alen d6t bién tuong tu xyclin SDS duoc dé cip dén trong ban mo ta nay. Cén hiéu
rang cac té bao nhén giéng hodc khong nhan giéng nhu vay c6 thé 14 mot phan cia co
quan thuc vat hodc toan bd thuc vat, hodc chung co thé duoc phan lap, chéng han

trong nudi cay té bao hodc mo.

Hat, thuc vat va cac ph?m cua thuc vat duogc dé xuét trong ban md ta nay, chtra
it nhit mot alen dot bién twong ty xyclin SDS trong bd gen ctia ching, t6t hon 1a thuc
vét hiru dung trong ndng nghiép, ching han cac dong lai gin, cac dong giy gidng, cac
gidng hodc cac cdy trong hodc cay lai F1. Tét hon 1a ching c6 cac dic tinh nong hoc
tdt, dac biét 1a tao ra qua cb thé ban trén thi truong voi chét lugng qua tdt va tinh dﬁ‘)ng

deu cua qua.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngir “gidng” hodc “cay trong” cé nghia 1a thuc
vat dugc phan nhém thudc mot nhom da duge phan loai thuc vat don 1€ ¢o cép bac da
biét thap nhét, c6 thé dugc xac dinh béi sy biéu hién cia cac dic tinh c6 dugc do mot

kiéu gen dinh truéc hodc t6 hop ciia cac kiéu gen dinh trude.

Cay “lai F1” (hodc hat lai F1) 1a thé hé thu dugc tir viéc lai chéo hai dong bd
me lai cing dong. Vi vay, hat lai F1 1a nhiing hat ma tir d6 thuc vat lai F1 trudng
thanh. Cay lai F1 khée hon va c6 san luong cao hon, do wu thé giéng lai. Cac dong lai

gan thyc chit 1a dong hop tir & hau hét cac locus trong bo gen.

“Dong thuc vat” hoac “dong gay giéng” dung dé chi thuc vat va thé hé con cua
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né. Nhu dugce st dung & day, thudt nglt "dong lai cing dong" dung dé chi dong thuc
vét da duoc ty nhan gidng lap lai va gin nhu 1a dong hop tr. Vi vay, “dong lai cing
dong” hodc “dong bé me” dung dé chi thuc vat ma trai qua vai thé hé (nghia 1a it nhét

5, 6, 7 hoac nhiéu hon) lai cung dong, tao ra dong thuc vat c6 tinh déng nhét cao.

Alen twong tu xyclin SDS & dua hiu duge dinh vi trén nhiém sdc thé 7 (gitra
nucleotit 7450185 va 7445051) ctia bd gen. Sy dinh vi trén nhiém séc thé co thé dugc
xé4c dinh bang cach tién hanh BLAST dbi v6i toan bd bd gen, ching han trén trang
web toan cu ¢ icugi.org/pub/genome/watermelon/97103). Alen twong tu xyclin SDS
& dua chudt duong nhu ciing dugc dinh vi trén nhiém sic thé 5 (gitta nucleotit 848447
va 852718) cia bO gen dua chudt (trang web toan cdu &

icugi.org/pub/genome/watermelon/Chinese long/).

Dbi voi dwa hiu, alen dot bién cia gen ma hoa protein twong trr xyclin SDS ¢c6
thé thu duoc tir hat dua hdu di hop tir hodc dong hop tir déi v6i thé dot bién alen cua
gen mé hoa protein twong tu xyclin SDS, ndp luu dudi tén NCIMB 42532. Alen kiéu
dai cuia gen ma hoa protein twong ti xyclin SDS ¢6 thé thu duge tir hat dua héu di hop
ttr hodc ddng hop tir di voi gen ma héa protein twong tu xyclin SDS kiéu dai, dugc
nop lvu dudi tén NCIMB 42532. Déi v6i nhitng hat duge ndp luu, alen twong (g cia
gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS dugc goi 1a emb . Cac alen dot bién khac cua
gen ma héa protein twong tw xyclin SDS ¢6 thé duge tao ra de novo, ching han bang
cach sinh dot bién hodc biang cac phwong phap khac da biét dbi v6i chuyén gia trong

linh vuc. Diéu nay 4p dung dbi véi cac loai thuc vat bat ky.

Mot vi du vé viée tao ra alen dot bién tuong tu SDS de novo ¢ dua hiu duoc dé
xudt trong phan vi du thuc hién sang ché. Trong ban mé ta nay, cAc tac gia sang ché da
tao ra quén thé bién thé béng cach tao dot bién cac hat dua hiu va sau dé su dung
TILLING dé nhan biét thuc vét chira alen dot bién twong ty SDS. Alen d4 nhan biét
chira mot thay thé nucleotit duy nhéat ¢ nucleotit 1687 ctia SEQ ID NO: 1, tao thanh
codon két thiic. Vi vdy, alen dot bién ma hoa protein twong tu xyclin SDS da bi cit cut

chi bao gdm cac axit amin 1 dén 223 cua protein kiéu dai (xem SEQ ID NO: 18).

T¢€ bao thuc vat, cac phan cua thuc vat hodc thuc vat hodc thé hé con cua n6 co
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thé thu duogc/thu duge tir hat di hop tir hodc dong hop tir d6i voi alen ciia gen ma héa
protein tuong tu SDS, dugc ndp luu dudi tén NCIMB 42532 ciing 1a mot phuong an
cua sang ché. Theo mét phuong &n dugc wu tién, té bao thuc vat, cac phén cua thuc
vat hodc thuc vat hodc thé hé con cua né thu duge tir hat duge ndp luu dudi tén
NCIMB 42532 dong hop tir d6i v6i mot alen dot bién cia gen ma hoa twong tw xyclin
SDS. Mét phuong an dugce bao ham khéc cua sang ché dé cap dén té bao thuc vat, cac
phén cua thuc vat hoac thuc vat, déng hop tr dbi véi mot alen dot bién cua gen ma
héa protein twong tw xyclin SDS thu duoc/cé thé thu duge sau khi lai chéo cAy dua
héu thu duge tir hat ¢6 s luu trit NCIMB 42532 véi mot thuc vat khéc. Tét hon 13, té
bao thuc vat hodc thuc vat thu dugc/cé thé thu duge sau khi lai chéo mét thuc vat thu
dugc tir hat voi sd ndp luu NCIMB 42532 véi mét thuc vat khac dugce tu thu phén sau
d6 va tuy y trong mot budc tiép theo, chon loc thuc vét san sinh ra qua khong hat
va/hodc chon loc thuc vat déng hop tur ddi v6i mot alen dot bién cua gen ma hoa

tuong tu xyclin SDS.

Thuét ngir “(cac)alen” c6 nghia alen bit ky trong s6 mot hodc nhiéu dang thay
thé cia gen & mot locus cu thé, tit ca cac alen nay déu lién quan dén mot tinh trang
hodc mét dic tinh & mét locus cu thé. O té bao ludng bdi cia mot sinh véat, cac alen
clia mot gen dd néu ndm & mét vi trf cu thé, hodc locus (nhiéu loccus) trén nhiém sic
thé. Mot alen c6 mat trén mdi nhi®m sic thé cia cap nhidm sic thé twong dong. Cac
loai thuc vat ludng boi c6 thé chira mot sb lwong 16n cac alen khac nhau & mét locus
cu thé. Cac alen nay c6 thé 1a cac alen giéng hét ciia gen (ddng hop tir) hodc 14 hai

alen khéc nhau (di hgp tr).

“Alen kiéu dai” trong ban md ta nay dung dé chi mot kiéu gen ma hoa protein
chtre nang dy du (protein kiéu dai). Trinh tu ciia gen ma hoa protein chirc ning day
du twong tu xyclih SDS 1a trinh ty ma hoa ctia céac trinh tu protein twong tu xyclin
SDS kiéu dai nhu dugce chi ra trong SEQ ID NO 1 (tir dwa hdu da dugc trong) va SEQ
ID NO 5 (tr dua da duoc tréng). Trinh tu axit amin dugc ma hoéa bdi gen ma hoa
protein tuong ty xyclin SDS kiéu dai nay dugc mé ta trong SEQ ID NO 2 hoic SEQ
ID NO 6, trong tng. Cac protein twong tu xyclin SDS kiéu dai khac 1a nhu dwgc chi
ra trong SEQ ID NO 12 (dua chudt), SEQ ID NO: 19 (ca chua) va SEQ ID NO: 20 (hd
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tiéu). Cac protein tuong tu xyclin SDS khac ma hoa trinh ty axit nucleic ma hoa céac
alen protein chirc nang day du twong trr xyclin SDS (nghia 14 cac alen bién thé, hoic
bién thé alen) tdn tai trong thuc vét khac va c6 thé c6 mirc dong nhit co ban vé trinh
tw v6i it nhét trinh ty ma hoa cia trinh tu axit nucleic nhu duoc chi ra trong SEQ ID
NO 1 hoac SEQ ID NO 5 hodc véi trinh tu cac axit amin nhu dugc chi ra trong SEQ
ID NO 2 hodc SEQ ID NO 6 hoac SEQ ID NO: 12, hodc SEQ ID NO: 19 hoac SEQ
ID NO: 20. Vi du protein tuong tu xyclin SDS & dua chudt dugc trdong ¢6 SEQ ID NO
12 ¢6 mirc ddng nhat vé trinh ty axit amin 1a 86% véi protein twong tu xyclin SDS
kidu dai cia dua (SEQ ID NO 6) va mitc ddng nhat vé trinh tw axit amin 1a 70% véi
protein tuong tu SDS kiéu dai ctia dua hau (SEQ ID NO 2).

“Alen dot bién” trong sang ché nay dung dé chi alen c6 sy dot bién so véi alen
kiéu dai twong umg. Vi du vé mARN dugc phién ma tir alen dot bién cia gen ma hoa
protein twong tu xyclin SDS 14 nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO 3. Trinh ty axit
amin tuong ung dugc ma héa boi mARN nhu duge chi ra trong SEQ ID NO 3 1a nhu
duogc chi ra trong SEQ ID NO 4.

Thuéat ngir “locus” (s6 nhiéu la loci) ¢6 nghia 1a vi tri hodc cac vi tri dac hiéu
hodc mot vi tri trén nhiém sic thé ma & d6 gen hodc gen danh dau di truyén dugce tim

thiy.

“Sy dot bién” trong phan ti axit nucleic (ADN hodc ARN) la sy thay ddi caa
mot hodc nhiéu nucleotit so vé6i trinh tu kiéu dai tuong Ung, chéng han béng su thay
thé, su x6a doan hoidc sy cai xen ciia mot hodc nhiéu nucleotit. Vi du vé d6t bién nhu
vay 1a dot bién diém, dot bién vo nghia, dot bién sai nghia, dot bién & vi tri cat, dot

bién dich chuyén khung hoic dot bién trong trinh tu diéu tiét.

“Phan tir axit nucleic” c6 nghia thong thuong trong linh vuc. N6 bao g6m

nucleotit chira duong deoxyriboza (ADN) hodc riboza (ARN).

“Dot bién diém” 1a su thay thé cua mot nucleotit duy nhét, hodc su cai xen hoic

su x6a doan cia mdt nucleotit duy nhét.

“Pot bién vo nghia” 1a dot bién (diém) trong trinh tu axit nucleic ma hoa

protein, bﬁng cach d6 mot codon trong mdt phan tir axit nucleic dugc thay dbi thanh
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codon két thiic. Didu nay dan dén codon két thic sém c6 mit trong mARN va dan dén
su dich ma protein d4 bi cat cut. Protein da bi cat cut c6 thé cé chirc ndng giam hodc

mat chirc nang.

“Pot bién sai nghia hodc dot bién khong cing nghia” 1a dot bién (diém) trong
trinh tu axit nucleic ma héa protein, nho d6 mdt codon dugc thay ddi thanh ma d6i véi

mot axit amin khac. Protein tao thanh c6 thé c6 chirc nang giam hodc mat chirc nang.

“Pot bién & vi tri cat” 1a dot bién trong trinh ty axit nucleic ma hoéa protein, nho
d6 ARN ghép ndi tién-mARN bi thay ddi, tao thanh mdt mARN c6 trinh ty nucleotit
khac va mot protein co trinh ty axit amin khéac so v6i kiéu dai. Protein tao thanh c6 thé

¢6 chirc nang giam hodc mat chirc nang.

“Pot bién dich chuyén khung” 13 dot bién trong trinh tu axit nucleic ma hoa
protein nho d6 khung doc cuia mARN bi thay dbi, tao thanh mot trinh tu axit amin

khéc. Protein tao thanh c¢6 thé c6 chirc nang giam hozc mét chirc ning.

“Su x6a doan” trong pham vi cta sang ché c6 nghia 1a ¢ bat ctr noi nao trong
mot trinh tu axit nucleic da néu, it nhat mot nucleotit bi mat so v6i trinh tu nucleic cua
trinh tur ki€u dai twong ing hodc ¢ bat ¢t noi nao trong trinh tu axit amin da neéu, it

nhAt mot axit amin bi mét so véi trinh ty axit amin cua trinh tr (kiéu dai) twong tng.

“Su cit cut” duoc hiéu co nghia 1a it nhit mot nucleotit & d4u 3’ hodc dau 5’
clia trinh tu nucleotit bi mét so vé6i trinh tu nucleic cua trinh t kiéu dai twong tng
hodc c6 nghia la it nhit mét axit amin & dau tan cung N hodc dau tan cung C cua
protein bi mit so véi trinh ti axit amin ciia protein kiéu dai twong tng, nhd d6 trong
d4u 3’ hoic dau tan cung C, sy cat cut it nhit nucleotit dau tién & dau 5° hoac axit
amin dau tién & dau tan cing N, twong Gng, van xay ra, va & dau 5 hodc dAu tan cing
N, su cét cut it nhat nucleotit cudi cung ¢ dau 3’ hodc axit amin cudi cing & dau tan
cung C, twong tmg, van xay ra. Pau 5° duoc xac dinh béi codon ATG dugc st dung

lam codon khoi diu trong dich ma trinh tyr axit nucleic kiéu dai tuong tng.

“Sur thay thé” c6 nghia 1a it nh4t mot nucleotit trong trinh tir axit nucleic hoic
mot axit amin trong trinh ty protein khac véi trinh tu axit nucleic kiéu dai tuong ung

hodc trinh ty axit amin kiéu dai tuong ung, tuong Ung, do su thay dbi cia mot
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nucleotit trong trinh tw ma hoa cia protein tuong tng.

“Su cai xen” ¢6 nghia la trinh tu axit nucleic hodc trinh tu axit amin cua protein
chira it nhat mot nucleotit hodc axit amin khac so véi trinh tu axit nucleic ki€u dai

tuong (mg hodc trinh tu axit amin kiéu dai twong ting, twrong tmg.

“Codon két thiic s6m” trong ngit canh cia sang ché nay c6 nghia 1a codon két
thic c6 mat trong trinh ty ma hoa (cds) gan véi codon khéi dau nay & ddu 5’ hon so

v6i codon két thic cta trinh tr ma hoa kiéu dai twong tng.

“Pot bién trong trinh tu diéu tiét”, chalmg han trong trinh tu khé1 du hodc trinh
tu ting cudmg cia mdt gen, 1a sy thay déi mot hozc nhiéu nucleotit so véi trinh tu kiéu
dai, chéng han béi sy thay thé, su x6a doan hodc su cai xen ciia mdt hoic nhiéu
nucleotit, vi du ddn dén san phém phién md mARN cua gen bi gidm hodc khong duoc

tao ra.

“Dodng hop ti” dugce dé cap dén trong ban mé ta niy c6 nghia la t4t ca cac ban
sao ctia mot gen hodc alen di néu & locus twong mg trén nhiém sdc thé thudc té bao
hoic sinh vt 1a giéng hét nhau. “Pdng hop tr d6i voi mot alen dot bién” c6 nghia 13-
tAt ca cac ban sao cua alen dot bién twong ung & locus twong tng trén nhiém sic thé

thudc té bao hodc sinh vat 13 gidng hét nhau.

“Dj hop ti” dwoc d& cap dén trong ban mo ta nay c6 nghia 1a it nhit mot ban
sao cua mot gen hodc alen da néu & mdt locus déc hi€u trén nhiém sic thé thudc té bao
hodc sinh vat khac véi cac ban sao khac cua (cac) gen hodc (cac) alen & locus/cac
locus twong Gng trén (cac) nhiém sic thé khac. “Di hop tir d6i v6i mot alen dot bién”
¢6 nghia 13 it nh4t mot alen & mot locus ddc hiéu trén nhidm sic thé thue té bao hoic
sinh vét ¢6 trinh tu khac véi (cac) alen & locus/cac locus tuong tmg trén (cac) nhiém
sic thé khéc.

“Pot bién & protein” 13 su thay dbi ciia mot hodc nhiéu gdc axit amin so v6i
trinh tu kiéu dai, chéng han bdi sy thay thé, su x0a doan, su cit cut hodc su cai xen
mét hodc nhiéu géc axit amin.

Céc phuong phéap coéng nghé sinh hoc dé dua cac dot bién vao gen/alen mong

mudn cua thue vat hodc té bao thuc vat 1a da biét truée day. Vi vy, cc alen dot bién
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clia gen ma hoa protein twong ty xyclin SDS ¢6 thé dugce tao ra trong té bao thyuc vat
hodc thue vat biang cach sit dung cac phuong phap nay. Vi du vé cac k§ thuat nay dic
biét 1a k¢ thuat gay dot bién hodc cic enzym ma giy ra su dit gdy ADN sgi kép
(enzyme gay dut gdy AND soi kép (enzym gay dut gdy ADN soi kép - DSBI)) trong
bd gen cua thuc vat. Cac k¥ thuat da biét va da duogc thuc hanh 13 endonucleaza it
phan cit va endonucleaza it phan cét duoc thiét ké theo yéu cau bao gdm nhung khong
gidi han & endonucleaza tim nha, con dugc goi la meganucleaza, cac chét tac dong
tuong tu cht hoat hoa phién ma duoc dung hgp thanh mién xuc tic cua nucleaza

(TALEN) va con dugc goi 1a hé¢ CRISPR/Cas.

T4t ca cac k§ thuat nay 1a thich hop dé dua dot bién vao cac gen trong té bao
thue vat hoac thuc vat. Vi vay, té bao thuc vat va thuc vat theo sang ché mang alen
dot bién cia gen ma hoa protein twong tur xyclin SDS, trong d6 dot bién thanh alen dot
bién dwoc dwa vao bing endonucleaza it phan cit hodc endonucleaza it phan cit dugc
thiét ké theo yéu cau ciing 12 mot phuwong 4n cia sang ché. Déi voi endonucleaza it
phan cit duoc thiét ké theo yéu cau, t6t hon 1a dot bién trong alen dot bién cua protein
twong tu xyclin SDS dwgc dua vao biang meganucleaza, TALENs hoic hé
CRISPR/Cas.

Nhu duoc st dung ¢ ddy, “enzym gay dut gdy ADN soi kép (DSBI)” 1a enzym
c6 kha nang gay ra su dut gdy ADN soi kép & mot trinh tu nucleotit cu thé, dugc goi
12 “vi tri nhén biét”. Endonucleaza it phéan cat 1a enzym DSBI ¢6 vi tri nhan biét gém
khoang 14 dén 70 nucleotit bao toan, va vi vay c6 tan xuét phan cit rat thdp, tham chi

& cac bo gen 16n hon nhu hau hét cac bd gen thuc vat.

“Endonucleaza tim nha, con dugc goi la meganucleaza”, tao thanh mot ho gém
cac endonucleaza it phan cit nhu vay. Chiing c6 thé dugc ma hoa bdi cac intron, cac
gen doc 1dp hodc céac trinh tu xen vao, va c6 céc dac tinh cAu tric va chuc nang ndi bat
dang chil y ma phan biét chung vdi cac enzym gi6i han c6 dién hon, thuong 1a tir hé
cai bién gidi han Typ II & vi khudn. Vi tri nhan biét cia chung c6 tinh bat ddi noi
chung ma né trai nguoc vai tinh bat dbi doi dac trung ciia hau hét cac vi tri nhan biét
enzym gi¢i han. Mot s endonucleaza tim nha dugc ma hoa boi intron hoic intein da

duoc chi ra la thuc day viéc tim nha cua cac yeu to di truyén twong trng cua chiung vao
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cac vi tri khong c6 intron hodc intein trong alen. Béng cach lam dut soi kép dac hi¢u
vi tri trén cac alen khong intron hodc khong intein, cac nucleaza nay tao ra cac dau cac
dAu gay tai td hop, ma n6 tham gia vao qua trinh chuyén héa gen ma né nhan ddi trinh
tu mad héa va dan dén su cai xen ciia mot intron hodc mét trinh tu can thiép & mirc

ADN.

Danh sach cac meganucleaza it phan cat khac va cac vi tri nhan biét trong Gmg
cia ching dugc dua ra trong bang I cia WO 03/004659 (cac trang 17 dén 20) (dugc
két hop vao ddy bang cach vién dan). Cac enzym nay bao gdm I-Sce I, I-Chu I, I-Dmo
I, I-Cre I, I-Csm I, PI-Fli I, Pt-Mtu I, I-Ceu I, I-Sce II, I-Sce III, HO, PI-Civ I, PI-Ctr I,
PI-Aae I, PI-BSU I, PI-Dhal, PI-Dra I, PI-Mav I, PI-Mch I, PI-Mfu I, PI-Mfl I, PI-
Mga I, PI-Mgo I, PI-Min I, PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I, PI-Msh I, PI-Msm I, PI-
Mth I, PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-Npu I, PI-Pfu I, PI-Rma I, PI-Spb I, PI-Ssp I, PI-Fac I,
PI-Mja I, PI-Pho I, PI-Tag I, PI-Thy I, PI-Tko I hodc PI-Tsp I.

Ngoai ra, cac phuong phap sin c6 dé thiét ké “endonucleaza it phan cit duoc
thiét ké theo yéu cau” ma nhan biét mot cach don gian trinh tu nucleotit dich bét ky
duogc lua chon. Tém lai, cac enzym gidi han & dang kham c6 thé duoc diéu ché béng
cach st dung céc thé lai giita mién ngoén tay kém duogc thiét ké dé nhan biét mot trinh
tu nucleotit dic hiéu va mién phéan cit ADN khong dic hiéu tir enzym gi6i han c6
trong ty nhién, nhu Fokl. Cac phuong phap nhu vy da dugc mod ta trong WO
03/080809, W094/18313 hoac W(095/09233 va trong Isalan et al., 2001, Nature
Biotechnology 19, 656- 660; Liu et al. 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 5525-
5530 ching han. Meganucleaza dugc tao ra theo yéu cau c6 thé dwoc san xuét bang
cach chon loc tir thu vién gém cac bién thé, nhu duoc mo ta trong WO2004/067736.
Meganucleaza dugc tao ra theo yéu cu v6i tinh dac hiéu trinh tu va ai luc g_e'in két
ADN thay dbi ciing c6 thé thu duoc nho viée thiét ké mot cach hop 1y nhu duge mo ta
trong W0O2007/047859.

Mot vi du khac v& endonucleaza dugc thiét ké theo yéu ciu bao gdm
endonucleaza con dugc goi 1a “TALE nucleaza (TALEN)”, ma dua trén céac chét tac
dong twong tu chat hoat héa phién ma (TALE) tir bd gen vi khuan Xanthomonas dugc

dung hop v6i mién xuc tac cta nucleaza (chang han FOKI). Tinh dic hiéu gin két

-46-



38086

ADN ctia cac TALE nay dugc x4c dinh bang hai gdc lap c6 thé thay doi (repeat-
variable diresidues - RVD) gdm cac don vi lap 34/35-axit amin dugc sdp xép ngau
nhién, nhu moét RVD nhén biét dic hiéu mot nucleotit trong ADN dich. Cac don vi 1ap
nay c6 thé duoc lip rap dé nhan biét mot cach don gian céc trinh ty dich bat ky va
dugc dung hop véi mién xdc tac ciia mot nucleaza tao ra cic endonucleaza dic hiéu
trinh ty (xem tai liéu Boch et al.,, 2009, Science 326:p1509-1512; Moscou and
Bogdanove, 2009, Science 326:p1501; Christian et al., 2010, Genetics 186:p757-761;
va WO010/079430, WO11/072246, WO02011/154393, WO11/146121,
W02012/001527, W02012/093833, W02012/104729, WO02012/138927,
W02012/138939 ching han). W02012/138927 ciing md ta cic (kh6i) monome
TALEN va TALEN véi cac mién xtc tac khac nhau va té hop cta né.

Gén day, mdt loai hé endonucleaza maéi ¢ thé tao ra theo yéu cu da dugc md
ta; hé nay con dugc goi 1a “hé CRISPR/Cas”, sit dung mot phan tir ARN ddc hiéu
(crARN) c6 tinh dac hi€u trinh tu dé tac dong dén su phan cit cta nucleaza Cas9 co
lién quan (Jinek et al, 2012, Science 337:p816-821). Endonucleaza it phéin cit dugc
thiét ké theo yéu cu con duoc dé cap dén nhu 1 endonucleaza it phan cit khong Xuét
hién trong tu nhién.

Mot phuong phéap khac da biét truée day dé dua dot bién vao gen/alen ciia thuc
vat hodc té bao thuc vat con duoc goi la "sinh dot bién in vivo ". Thao luan tiép theo
v& k§ thuat twong tmg nay duoc néu trong phan mé ta dudi day.

Té bao thuc vat hodc thuc vat theo sang ché mang alen dot bién cua gen ma hoa
protein twong tu xyclin SDS, trong d6 dot bién dugc dua vao alen dot bién nay bang
cach sinh dot bién in vivo ciing 1a m6t phuong 4n ciia sang ché.

Cac k§ thuét khac nhau thuong di biét truée day thich hop dé tao ra dot bién
cai xen & té bao thuc vat hodc thuc vét.

Céc phwong 4n khéc ciia sang ché 1a té bao thue vat va thuc vat theo sang ché
mang alen dot bién ctia gen mi hoa protein twong tu xyclin SDS, trong d6 dot bién

dugc dua vao alen dot bién nay bang cach sinh dot bién nho cai xen.

Té bao thuc vat theo sang ché va thuc vét theo sang ché chtra alen dot bién cua
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gen mi hoa protein twong tir xyclin SDS ¢6 thé duoc tao ra bang k¥ thuat con dugc
goi la sinh dot bién béng cai xen. Dac biét 1a, su cai xen cac gen nhdy va cdc trinh tu
ADN vian chuyén (T-ADN) vao cic gen/alen mi hoa protein twong tu xyclin SDS 1a
thich hop dé lam giam sy biéu hién va/hodc hoat tinh cua cac gen/alen twong tng
trong d6 chung dugc hop nhit (Thorneycroft et al., 2001, Journal of experimental
Botany 52 (361), 1593-1601).

Thao luan k§ hon v& cac k¥ thuat twong ung da biét ddi véi chuyén gia trong

linh vuc s€ dugc dua ra dudi day trong ban mo ta nay.

“Sinh d6t bién nho cai xen” dugc hiéu co nghia 1a mdt cach cu thé, su cai xen
ctia cdc gen nhdy hodc con dugce goi [a ADN van chuyén (T-ADN) vao gen ma hoa
protein twong tir xyclin SDS, bing cach dé khién cho hoat tinh cta protein twong tu
xyclin SDS trong té bao gaun tdm bi giam hodc protein khong chirc ning twong tur

xyclin SDS duoc tao ra.

Theo mot phuong an duge vu tién hon nira, thuc vat theo séng ché 1a cay hiru

thu duec.

Thyc vat theo sang ché 13 hitu thu duc va tao ra qua khong hat khi alen dot bién
twong tw xyclin SDS ¢6 miat ¢ dang dong hop tir. Loi ich cia cdy hiru thu duc so véi
cdy bét thy duc 12 & chd ching s& tao ra phin hitu thu va vi vay khong can phai tréng
mot cay thir hai, con dugce goi 1a cay thu phén trén cung mot canh déng dé tao ra su
dau qua va sy phat trién cdy duc san sinh qua khong hat. Vi vdy, toan bd dién tich
canh tac c6 thé dugc tréng thuc vat san sinh qua khong hat, dan dén lam tdng san
lugng cuia qua khong hat trén mot dién tich canh tac. Ngoai ra, cdy duc va cac phén
cay duc ra hoa va thy tinh cung lic, do nodn va phan dugc tao ra béi cing mot cay.
Diéu nay dam bao cho sy thu phin diy di xay ra dé san xuét ra luong qua nhiéu nhat
c6 thé.

Trong ngit canh cua sang ché nay, “cdy hitu thu duc” dugc hiéu 1a cay tao ra
phén c6 thé ton tai. Hat phén c6 thé ton tai hoac hat phén hitu thu duoc tao ra chéng
han bang céach st dung phin tir ciy twong tmg dé thu phan chéo v6i mot cay khac va

thu nhan hat c¢6 thé séng sét tir cay lai chéo nay.
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Theo mét khia canh, kiéu hinh tao qua khong hat ctua thuc vat theo sang ché
khong chi dugc tao ra & cac cdy ludng bdi ma con duoc tao ra & cac cdy boi thé. Theo
mot khia canh, thuc vat theo séng ché cling tao ra qua khong hat khi ching c6 murc boi
thé khac nhau. Vi vay, can hiéu rd ré’mg té bao thuc vat hoic thuc vat theo sang ché
bao gém thuc vat c6 muc do boi thé bat ky bao gém thuc vat voi mac boi thé 1a sb
chin (2n, 4n, 6n, 8n v.v.) va thuc vt voi mic boi thé 1a s6 16 (3n, 5n v.v.). Theo mot
khia canh, gen dot bién ma héa protein twong tu xyclin SDS 1a dong hop tir & cac cay
ludng bdi, nhung theo mot khia canh khac, protein dot bién twong tu SDS 1a déng hop
ttr & cac cdy da boi, nhu dua hau tir boi. “Dong hop tir & thuc vat da bdi” c6 nghia 1a
locus trén mdi nhidm sic thé bao gdm alen dot bién va khong bao gdm alen kiéu dai

clia gen nay.

Su da boi 12 phd bién & thuc vat. N6 chiu trach nhiém cho viéc gia ting tinh da
dang di truyén va tao ra cac loai c6 tinh trang khée manh, kich thude, sirc séng va tinh
khang bénh gia ting. Nhimg loi ich hién nhién cta thuc vat da boi 1a wu thé lai va su

du thura gen.

Mot sb cdy trong trong vudn va trén canh dong canh tac 16n da trai qua mot
hodc nhiéu 14n sao chép bd gen. Vi du 12 bong (hé sé nhan x6), potato (x2, x3), lia my
(x3), hat ldy dau (x3), ngd (x2), d4u twong (x2), hudéng duong (x2), chudi (x2), tho
(x2) va ca phé (x2) (Renny-Byfield 7 Wendel, 2014, American J. Botany, 101(10),
1711-1725).

Dic biét 1a trong qua trinh nhan gidng thuc vat, da boi & cac thuc vat khac nhau
dugc gy ra bang cach sit dung cic hoa chit bao gdm colchicine, colchamine,
oryzalin, colcemid, trifluralin hodc amiprophosmetyl. Vi du vé su sao chép bo gen &
thuc vat duoc tao ra béng cach str dung cac héa chat 1a cai brussels ludng boi tir thuc
vat don boi (2x), dau t bdi (2x), dua hiu tir boi (2x), dua thom t bdi (2x), hanh t
boi (2x), cdy ci mon tam boi (4x), tir bdi bau ran (2x), bi ngd c6 khia tam bdi va tir
bdi (1,5x, 2x), dua chudt tir boi (2x) va dau phap tor bdi (2x) (Kazi, 2015, J. Global
Biosciences 4(3), 1774-1779).

Thyc vat chira mot alen dot bién cia mot gen ma hoa protein tuong tur xyclin
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SDS ¢6 thé duoc tao ra bang cac phuong phip khac nhau thudng da biét dbi véi
chuyén gia trong linh vuc. Cac phuong phép nay bao gbm sir dung hat duge ndp luu
dudi sb truy cap NCIMB 42532. Mot loi ich cu thé ctia cac hat di duoc ndp luu nay 1a
& chd thuc vat duoc sinh trudng tir cdc hat nay chira alen dot bién s& hitu thu duc. Vi
vay, alen dot bién cua gen mi hoa protein twong ty xyclin SDS c6 mat trong cac thyuc
vat nay co thé dugc dua vao mot thuc vat khac bﬁng cach st dung phén cua thuc vat
chira alen dot bién cua gen ma hoa protein tuwong tw xyclin SDS dé thu tinh cho thyc
vat khac, dac biét 1a cdy dua hiu khac, dic biét 1a dua hdu duoc tréng. Do alen dot
bién ctia gen mi héa protein twong tu xyclin SDS 1a Iin, su tao qua khong hat chi
duoc nhén thiy néu khong c6 alen kiéu dai trdi ndo clia gen ma héa protein twong ty
xyclin SDS ¢6 mat trong cdy twong ung. Vi vay, trong trudng hop alen kiéu dai cua
gen ma hoda protein twong tu xyclin SDS c6 mét trong thuc vat, cac thyc vat nay tao ra
qué c6 hat. Khi chuyén mot alen dot bién ctia gen ma hoéa protein twong tw xyclin SDS
tir hat ludng boi, ddng hop tir ddi v6i mot alen dot bién cua gen ma hoa protein tuong
tu xyclin SDS (ching han tir s6 nop luu NCIMB 42532 hodc thé hé con ciia né) vao
mot thuc vat khac khong chira alen dot bién lin cua gen ma hoa protein twong tu
xyclin SDS, thé hé F1 s& 1a di hop tir va s& khong thé hién kiéu hinh qua khong hat. F1
trude tién can tu thu phén dé thu duoc thuc vat chia kiéu hinh qué khong hat do c6

mat hai ban sao (ddng hop tir) clia alen dot bién lan.

Thuc vat ludng bdi chira hai ban sao ctia alen dot bién ctia gen ma héa protein
tuong ty xyclin SDS c6 thé duogc st dung dé tao ra thuc vat tir boi chira bdn ban sao
cta alen dot bién cua gen ma hoa protein twong ty xyclin SDS. Thuc vat ti boi nay sé
¢6 cung kiéu hinh véi thuce vat ludng bdi, nghia 1a tao qua khong hat (ma 1a t& boi) va
phén hiru thu.

Khi chuyén mot alen dot bién ciia gen mi héa protein tuong tu xyclin SDS tur
thuc vat tir bdi vao mdt thuc vat tir bdi khac khong chira alen dot bién 13n cua gen ma
héa protein twong tu xyclin SDS, thé hé F1 s& 1a di hop tir va khong thé hién kiéu hinh
quéa khong hat. Ngoai ra, kiéu hinh qua khong hat s& chi duge nhin thiy & thé hé thu
duoc tir thé hé F1 ty thu phan.

Nhu da néu, thuc vat tir bdi chira kiéu hinh qua khong hat c6 thé duoc tao ra
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bang cach sao chép cac nhiém sic thé cia thuc vat ludng boi ddng hop tir d6i voi alen
dot bién ctia gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS (ching han tir hat, dong hop tir
d6i v6i mot alen dot bién ciia gen ma héa protein twong tw xyclin SDS tir s6 ndp luu
NCIMB 42532 hodc tir thuc vat ddng hop tir d6i véi mot alen dot bién ctia gen ma hoa
protein twong tu xyclin SDS thu dugc sau khi lai chéo thuc vat thu duoc tir hat ¢6 s6
nop lvu NCIMB 42532 véi mot thuc vat khac va sau do tuy y tu thu phén thuc vét thu
duoc tir thuce vat lai dd néu). Thuc vat tir bdi thu duge bao g@)m bdn ban sao cua alen

d6t bién cta alen dot bién gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS.

Trude day thuong hiéu ring t& bao sinh san hitu tinh cia thuc vat (phén va
noan) bao gém mdt bd cac nhiém sic thé ma 1a mot ntra cua bd céac té bao hién co cua
thuc vat nay. Phén hoa thuc vat va nodn c6 thé duoc tai tao thanh thuc vat hoan chinh.
Do thuc vat c6 mic boi thé 1 sb chin, thuong c6 thé giam muc boi thé di mot nira
nho su tai tao cla phén hoa hoac noan. Tur thuc vat theo sang ché voi mire boi thé 1a
s6 chén (chéng han 2n, 4n, 6n, 8n v.v.), thuc vt c6 bd nhiém séc thé chia doi (chéng
han 1n, 2n, 3n, 4n, v.v., tuong Gng) co6 thé dugc tao ra béng cach tai sainh nho phén

hoa hoac noan.

Cac cy ludng boi theo sang ché c6 thé dugce tai sinh tir té bao phin hoa hoic
nodn chtra alen dot bién ciia gen ma hoa protein tuong tw xyclin SDS, té bao phén hoa
hodc nodn thu duoc tir thuc vat tir bdi chira mot alen dot bién cua gen ma hoa protein
tuong tu xyclin SDS. Tét hon 13, t& bao phe"in hoa hodc nodn thu dugc tir thuc vat to
boi chira alen dot bién ciia gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS & trang thai dong
hop tir. Cac cay ludng bdi tao ra sau do co thé duoc sir dung trong qué trinh giy gidng

tiép theo va trong quaé trinh tao ra thurc vat ¢ kiéu hinh qua khong hat.

Thuc vat tam bdi co thé dugce tao ra béng cach nhan chéo thuc vat ludng boi
(2n) theo sang ché véi thuc vét tor bdi (4n) theo sang ché. Hat clia thuc vat lai c6
ngudn gde tir thue vét lai chéo da néu sé& 14 tam boi (3n). Tét hon 1a thuc vat ludng boi
(2n) va ti bdi (4n) theo sang ché duoc lai chéo v6i nhau déu 1a dong hop tir ddi véi
mot alen dot bién cua gen ma héa protein twong tur xyclin SDS. Hat tam boi thu duge
(va thuc vat tam bdi dugc sinh trudng tir hat nay) s€ cd ba ban sao alen dot bién. Thuc

vat ludng boi duge st dung dé tao ra thuc vat lai tam bdi co thé 1a thuc vat thu
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duoc/co thé thu dugc tir hat ddng hop tir d6i voi mot alen dot bién cua gen ma hoa

protein tuwong tu xyclin SDS thu dugc tir hat ¢6 s6 ndp luu NCIMB 42532 ching han.

Thuc vat (chéng han ludng boi, tam boi hoac tir bdi, hodc boi thé khac) va céc
phén cia thuc vat (nhu qua) chira alen dot bién ctia gen mi hoa protein tuong tu
xyclin SDS ¢6 thé thu duoc/thu duge bang mét trong s6 cac phwong phép vira dugc
mo ta ciing 12 mot phwong an cua sang ché. Ngoai ra, hat ma tir d6 thuc vat nhu vay

c6 thé sinh trudng 12 mot phwong 4n cia sang ché.

Theo mot phuong an duge uvu tién cla sang ché, té bao thuc vat hodc thuc vat
theo sang ché ¢6 mirc boi thé 1 sb chin, tdt hon 13, chung 1a ludng boi (2n) hodc tir

bdi (4n).

Thue vat v6i muc bdi thé 1a s 1¢, ching han thuc vat tam bdi (3n) thuong la
bét thu duc va cai, do trong qua trinh phan bao gidm nhiém cac nhiém sdc thé khong
thé duoc chia déu vao cac té bao con. Loi ich cia thuc vat véi mic boi thé 1a s6 chén,
ching han thuc vat ludng bdi (2n) hodc tr bdi (4n) so v6i thuc vét véi mire boi thé 1a
s6 18, ching han thuc vét tam bdi (3n) 1a & chd thuc vat c¢6 mirc boi thé 1a sé chin c6
thé tao ra phan hiru thu va/hodc noan hiru thu. Két qua 13, thuc vat c6 mirc boi thé 1a
s6 chin c6 thé dugc sinh trudéng ma khong can dén cdy tha hai khac con duge goi la
cdy thu phén can dé tao ra hé qua va sy phat trién & thuc vat véi muc boi thé 1a sb 16
Céc cdy thu phén ciing s& tao ra qua ma thuong sé& mang hat (hodc c6 hat). Cac qua
mang hat nay cn phai dugc tach riéng khoéi qua khong hat ngay khi hodc sau khi thu
hoach. Vi vay, thuc vat c6 mirc bdi thé 1a s& chén c6 loi hon thuc vat c6 muc boi thé
1a s 16 & chd khong can tach riéng cac qua mang hat khong mong mudn dugc tao ra
béi cac cdy thu phan ra khoi qua khong hat mong mudn.

“Mirc boi thé 12 sé chin” trong ban mé ta nay ¢ nghia 14 s6 bd nhiém sac thé
tuong dong c6 mit trong té bao hoic sinh vat khi chia cho hai tao ra mot s6 nguyén.
Vi vay, té bao hodc sinh vt 1 ludng bdi (2n), t& boi (4n), sau boi (6n), tam bdi (8n)
V.V..

“Mirc boi thé 1a sb 1&” trong sang ché nay c6 nghia 1a sé bd nhiém sdc thé

tuong déng c6 mat trong t& bao hodc sinh vat khi chia cho hai tao ra mot s6 nguyén.
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Vi vay, té bao hodc sinh vat 1a don bdi (1n), tam boi (3n) v.v.

“Té bao thuc vat hodc thuc vat ludng bdi” trong ngit canh clia sang ché nay c6
nghia la thuc vat, phﬁn sinh dudng cua thuc vat, qua hoac hat hodc té bao thuc vat, c6

hai bd nhiém séc thé twong tng, trong ban md ta ndy dwgc goi 1a 2n.

“Té bao hodc thwe vat tir bdi” trong ngit canh ciia sang ché nay c6 nghia 1a thuc
vat, (cac) phén sinh dudng cua thyc vét, qua hoac hat hoac té bao thuc vat, c6 bbén bd

nhiém sic thé twong tmg, trong ban mo ta nay duoc goi 1a 4n.

Té bao thuc vat theo sang ché c6 thé 1a té bao thuc vat ma c6 thé duge tai sinh
thanh thyc vat hoan chinh hoic té boa thuc vat ma khong thé duoc tai sinh thanh thuc
vét hoan chinh. Vi véy, té bao thuc vat theo sang ché co thé 1a té bao thuc vat ma

khong thich hgp dé tai sinh thanh mot thuc vét hoan chinh.

Theo mot phuong an dugc uvu tién, thuc vat theo sdng ché 13 hiru thu duc va ¢o
mure boi thé 1a sb chin. Tét hon 13, thuc vat theo sang ché 1a hitu thu duc va 1a ludng

boi (2n) hoac tr bdi (4n).

Theo modt phuong an dugc wu tién khéac, thuc vat theo sang ché 1a thuc vat c6
hat bi thui trong qua trinh phat trién sém cta qua. Tt hon nita 13 thuc vat theo sing
ché 1a thuc vat hiru thu duc c6 hat bi thui trong qua trinh phat trién sém cla qua.
Tham chi tét hon nita 1a thuc vat theo sang ché 14 hiru thu duc, hat bi thui trong qua
trinh phat trién sém cua qua va c6 muc boi thé 1a sb chin. Dac biét tot hon 13, thuc vat
theo sang ché 13 hiru thu duc, hat bi thui trong qua trinh phét trién sém ctia qua, ludng

bdi (2n) hodc ti boi (4).

Thuec vét ¢6 hat bi thui trong qua trinh phét trién sém ctia qua tao ra qua khong
hat. Thuc vat hitu thu duc c6 hat bi thui trong qué trinh phat trién sém cua qua co loi
hon thuc vat c6 hat bi thui trong qu4 trinh phat trién som ctia qua da biét & chd chiing
khong can thuc vat thu phin khéac duoc trong & cing khu vuc trong khi céc cay nay lai
khong hé tao ra qua khong hat. Cac cay thu phén sé& tao ra qua mang hat khong mong
mudn, ma qua nay s& can phai dugc tach riéng ra khéi qua khong hat. Vi vay, cay hiru
thu duc c6 hat bi thui trong qua trinh phat trién sém cia qua c6 lgi & chd khong c6 sy

canh tranh khoang khong gian sinh truéng va chat dinh dudng gifta thuc vat san Xudt

-53-



38086

qua khong hat mong mubn va thuc vat thu phén, diéu nay lam gia ting san lugng cua

qua khong hat mong mudn tinh trén mot dién tich gieo trong san co.

“Hat bi thui trong qu4 trinh phat trién sém ctia qua” thuong duge hiéu trude
day va ciing dugc hiéu lién quan dén sang ché nay c6 nghia 1a sur hinh thanh hé qua va
su phét trién doi hoi su thu phan nhung qua khong tao ra hat truéng thanh hodc c¢6 thé
séng sot. Hat truong thanh hodc co thé séng sot khong dugc phat trién & thuc vat c6
hat bi thui trong qua trinh phat trién sém ctia qua do su phat trién cua hat bi kim ham
hodc do su pha hily ctia nodn va/hodc phdi va/hodc ndi nhil hodc su thui chft cia noan
va/hodc phoi va/hodc ndi nhil trude khi chin.

pé phan biét voi hat bi thui trong qua trinh phat trién sém cia qua 1a tao qua
ma khéng can thy tinh. “Tao qua ma khong can thu tinh” thudng dugc hiéu trude day
va cling duge hiéu lién quan dén sang ché nay dé mo ta su phat trién clia qua ma
khong can sy thy tinh ctia nodn tir cAy cdi. Qua trinh thy phén khong dugc can dén dé

tao ra qua ma qua nay khong hat do khong c6 su thu phén.

Theo modt phuong an duoc wu tién hon nita cua sang ché, thuc vat theo séng

ché san sinh qua khong hat.

Qua cuda thuc vt theo sang ché co thé chtra cac cdu tric ma c6 hinh dang bén
ngoai gidng nhu hat. Céc ciu triic ndy c6 hinh dang bén ngoai gidng nhu hat thuong
c6 mau trang va mém so véi hat cta thuc vat kiéu dai ma c¢6 mau nau sim hodc mau
den sdm va ctng. Cac cu triic ¢6 hinh dang bén ngoai gidng nhu hat & qua ctia thuc
vét theo sang ché do6i khi duoc goi 12 hat 1ép. Tuy nhién, chiing thuc sy khong phai 1a
hat, do chung khong bao gdm phoi c6 thé sinh san dwgc ma 1a cac c4u tric bt ngudn
tr vo clla nodn.

Theo mot phuong an dugc uvu tién hon nita cua sang ché, thyc vt theo séng
ché tao ra qua khong hat va/hoac hitu thu duc va/hodc c6 murc boi thé 1a s6 chin
va/hodc ¢o6 hat bi thui trong qua trinh phat trién som ctia qua. Tham chi tét hon nita 13,
thuc vat theo sang ché tao ra qua khong hat, 1a thyc vat hitu thu duc, ludng boi (2n)

hodc t bdi (4n) va c6 hat bi thui trong qua trinh phat trién sém ctia qua.

Thuét ngit “qua” theo nghia thuc vat ciia n6 thuong dugc hiéu 1a cAu tric mang
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hat dugc phat trién tir noin ciia hoa ctia cay hat kin.

“Qua khong hat” 1a nhu thuong duge st dung trude day va dac bi€t 1a trong
gdy gibng, mic du doi khi trai véi nghia thuc vat cua “qua”, trong ngir canh cua sang
ché nay duogc hiéu nhu 13 qua mang khong chira hat trudng thanh hodc co thé séng sot.
Hat trudng thanh hodc c6 thé sdng sét ¢6 thé duoc ndy mam trong dat trong cac diéu
kién thich hop dbi voi thue vat tuwong tng va sinh trudng thanh thyc vat. Thir nghiém
nay co thé duoc su dung dé xac dinh xem liéu mot thue vat c6 tao ra qua khong hat
hay khong. Qua khong hat s€ khong tao ra hat ma hat nay s€ nay mam va sinh truéng

thanh thwc vét trong cac diéu kién thich hop dbi véi thuc vat tuong tmg.

Bang cach hiéu ro gen nguyén nhan gay ra su tao ra qua khong hat dugc boc 19
trong ban mo ta nay, hién nay da co thé tao ra thuc vat tao ra qua khong hat bang cic
phwong phéap da biét khac nhau. Cac phuong phép ndy c6 thé dua trén su tao ra va
chon loc thuc vit mang cac alen dot bién ma hoéa protein khong chirc ning twong tu
xyclin SDS hodc céac alen dot bién ma hoa protein twong tu xyclin SDS ¢6 chirc nang
giam hodc mét chirc nang hoic bang cach st dung céc tic nhan gy dot bién thong
thuong nhu hoa chét, btrc xa nang luong cao (chéng han tia x, birc xa notron, bic xa
gama hodc bic xa UV). Ciing ¢0 thé tao ra thuc vat chira protein khong chirc nang
twong tu xyclin SDS hodc chira protein trong tu xyclin SDS véi hoat tinh gidm bang
cac k¥ thuat da biét.

Thuc vat theo sang ché c6 thé dugce tao ra béng cach dua mot hoac nhiéu dot
bién vao alen clia gen ma héa protein twong tw xyclin SDS.

Vi vay, theo mdt phuong an khac sang ché @& xuét phuong phép tao ra thuc vat
bao gdm céc budc:

a) dwa dot bién vao quan thé thuc vat

b) chon loc thyc vat hiru thu duc tao qua khong hat

c) xac minh xem liéu thuc vat dugc chon loc ¢ bude b) co6 dot bién & mot alen
clia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS hay khong, tuy y

d) sinh truéng/trong thyuc vat thu dugc & buédce c).

Vi vay, theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra thyuc vat
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bao gdm céac budc:

a) dua dot bién vao quén thé thuc vat
b) chon loc thue vat hiru thu duc tao qua khong hat
c) xac minh xem liéu thuc vat dugc chon loc & bude b) c6 dot bién & alen ma
héa gen mi hoa protein twong tu xyclin SDS hay khong va chon loc thyc vat
mang dot bién nhu vay, va ty ¥
d) sinh truéng/tréng thuc vat thu duge & buédce ),
i) trong d6 alen kiéu dai cia gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS ¢6 murc
ddng nhét vé trinh ty it nhit 1a 60% véi protein bét ky trong s cac protein
duogc chon tir nhém gém: SEQ ID NO 2 hoac SEQ ID NO 6 hoac SEQ ID
NO 12 hoac SEQ ID NO 19 hodc SEQ ID NO 20.

Tuy nhién, theo mot khia canh thir tw cua cac budc cling co thé khac.
Vi vay, theo mot khia canh, phuong phép tao ra thuc vat bao gém cac budc:

a) dua dot bién vao quén thé thuc vat

b) nhan dang thuc vit mang dot bién & alen ma héa gen ma hoa protein twong
tw xyclin SDS va tuy y

¢) xac dinh xem liéu thuc vat nay c6 hiru thu duc hay khong va liéu thuc vat,
hodc thuc vat thé hé con ¢6 duogc tao ra bé‘mg cach tu thu tinh hay khong,

c6 tao qua khong hat hay khong.

Tay v, phuong phap nay bao gdm budc chon loc thuc vat chira it nhit mot ban
sao cua alen dot bién cua gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS. Alen dot bién, khi
o dang déng hop ttr, din dén su tao qua khong hat. Thuc vat chira alen nay 1a hiru thu
duc.

Theo mot khia canh, alen kiéu dai cia gen ma héa protein twong tu xyclin SDS
c6 mirc ddng nhét vé trinh ty it nhit 1a 60% véi protein bét ky trong sd cac protein
duoc chon tir nhém gém: SEQ ID NO 2 hodc SEQ ID NO 6 hoac SEQ ID NO 12 hoac
SEQ ID NO 19 hodc SEQ ID NO 20.

Ngoai ra, budc a) cua cac phuong phép nay (nghia la dua dot bién vao quan thé
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thue vat) ciing ¢6 thé duoc bo qua trong cac phuong phap néu trén.

“Quan thé thuc vat” trong ngit canh cua sang ché nay cé nghia la nhiéu hon
mot thuc vat hoan chinh va cling bao gém cac phf?m cua thuc vat, qua, hat hodc té bao
thuc vat. Cac ph‘?m cua thuc vat, qua, hat hodc té bao thuc vat trong moi trudong hop c6
ngudn gdc tir nhiéu hon mét thue vt c6 nghia la “quan thé cac phan ctia thuc vat, qua,
hat hodc té bao thuc vat”, cac ph?ln cua thuc vat, qua, hat hodc té bao thuc vat nay,

twong Umg, khong thu dugc tir mot thuc vat duy nhét ma tir nhiéu thuc vat.

Céac chét hoa hoc, c6 thé dugc str dung dé tao ra dot bién gay ra do hoa chat, va
cac dot bién nay 1a do tac dong ciia cac chat sinh dot bién twong tng, vi du nhu céac
chat dugc mo ta trong tai liéu Ehrenberg and Husain, 1981, (Mutation Research 86, 1-
113), Miiller, 1972 (Biologisches Zentralblatt 91 (1), 31-48). Viéc tao ra thé dot bién
ctia lia bang cach st dung blic xa gama, etyl metan sulphonat (EMS), N-metyl-N-
nitrosure hodc natri azit (NaN3) dugc mo ta, vi du, trong tai liéu Jauhar va Siddiq
(1999, Indian Journal of Genetics, 59 (1), 23-28), trong tai liéu Rao (1977, Cytologica
42, 443-450), Gupta va Sharma (1990, Oryza 27, 217-219) va Satoh and Omura
(1981, Japanese Journal of Breeding 31 (3), 316-326). Viéc tao ra cac thé dot bién cta
lia my bang cach st dung NaNj3 hodc maleic hydrazit dugc mé ta trong Arora et al.
(1992, Annals of Biology 8 (1), 65-69). Tong quan vé viéc tao ra thé dot bién lua my
bang cach sir dung céc loai biic xa gidu ning lwgng khic nhau va céc chét hoa hoc
khac nhau dugc néu trong tai li€u Scarascia-Mugnozza et al. (1993, Mutation
Breeding Review 10, 1-28). Svec va dong tic gia (1998, Cereal Research
Communications 26 (4), 391-396) md ta viéc sir dung N-etyl-N-nitrosure dé tao ra thé
dot bién & lta my den. Str dung MMS (axit metyl metan sulphonic) va birc xa gama dé
san xuét thé d6t bién cua ké dugc mo ta trong Shashidhara et al. (1990, Journal of
Maharashtra Agricultural Universities 15 (1), 20-23).

Viéc san xuét thé dot bién & céc loai thuc vat, ma cha yéu nhan giéng sinh
duong, da dugc mé t4, vi du, dbi v6i khoai tiy, tao ra tinh bot dwgc cai bién
(Hovenkamp-Hermelink et al. (1987, Theoretical va Applied Genetics 75, 217-221) va
ddi voi bac ha voi san luong dau tang hodc chat lwgng diu duoc bién d6i (Dwivedi et

al., 2000, Journal of Medicinal and Aromatic Plant Sciences 22, 460-463).
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T4t ca cac phuong phap nay vé co ban thich hop trong phuong phép tao ra thuc
vat theo sang ché dé tao ra cac alen dot bién & cac gen ma hoa protein tuong ty xyclin
SDS. Trong phuong phap tao ra thuc vat theo sang ché tt hon 1a quan thé thé dot bién
duogc tao ra bang cach dung etyl metan sulphonat (EMS) cho thuc vét hodc hat cia

thuc vat d¢ dua vao cac dot bién.

Viéc chon loc thuc vt tao qua khong hat co thé dugc thuc hién béng cach sang
loc/xé4c dinh kiéu hinh c6 thé nhin thiy dugc clia qua mdt cach don gian. Do kiéu hinh
khong hat chi duoc nhin thdy & céc diéu kién dong hop tir, ban than quén thé thuc vat
dugc gay dot bién 1a duoc wu tién trude khi xac dinh kidu hinh. Hat phan hitu thu
duoc tao ra bdi thuc vat co thé, chéng han, duoc chi ra béng cach sur dung phén tr cay
trong Gmg dé thu phin chéo v6i mot cy hitu thu cai khac. Trong truong hop hat tir
cay thu phin chéo nay 1a c6 thé sdng so6t, phn hoa duge str dung trong thy phan chéo
1a hitu thu. Dot bién & cac alen thich hgp, dic biét 1a & cac alen cia gen ma hoa
protein tuong tu xyclin SDS, c6 thé duoc phat hién véi su trg gitip cua cac phuong
phap da biét d6i v6i chuyén gia trong linh vuc. Déc biét 1, cac phuong phap phan tich
dua trén su lai hoa véi cac doan do (Southern Blot), su khuéch dai béng cac phuong
phép phéan tng chudi polymeraza (PCR), doc trinh tu cla céc trinh ty bo gen tuwong
mg va tim kiém nhitng thay ddi nucleotit c6 thé duoc st dung cho muc dich nay.
Phuong phap nhan biét dot bién dwa trén cac mAu lai hoa, vi du nhu tim kiém sy
chénh 1éch chiéu dai doan t6i han (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) (Nam et al., 1989, Té bao thuc vat 1, 699-705; Leister and Dean, 1993, The
Plant Journal 4 (4), 745-750). Phuong phap dua trén PCR, vi du nhu phuong phap
phan tich chénh léch chidu dai doan khuéch dai (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP) (Castiglioni et al., 1998, Genetics 149, 2039-2056; Meksem et
al., 2001, Molecular Genetics and Genomics 265, 207-214; Meyer et al., 1998,
Molecular and General Genetics 259, 150-160). Viéc st dung cdc doan khuéch dai
dugc cit béi endonucleaza gigi han (Cleaved Amplified Polymorphic Cac trinh tuy,
CAPS) ciing co thé duoc st dung nho viéc nhan dang dot bién (Konieczny and
Ausubel, 1993, The Plant Journal 4, 403-410; Jarvis et al., 1994, Plant Molecular
Biology 24, 685-687; Bachem et al., 1996, The Plant Journal 9 (5), 745-753). Phuong
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phap xac dinh cac SNP da dugc mo ta boi Qi va déng tac gia (2001, Nucleic acid
Research 29 (22), €116) Drenkard et al. (2000, Plant Physiology 124, 1483-1492) va
Cho va dong tac gia (1999, Nature Genetics 23, 203-207) trong s6 cac phuong phap
khac. Cac phuong phap ma cho phép nghién ctru sy dot bién & mot sb gen nhat dinh
trong mot sd thuc vat trong mot thoi gian ngan 1a dic biét thich hgp. Mot phuong
phap nhu vay con duge goi 1a TILLING (thuong tén cuc bo dugce giy hudéng dich & bo
gen - Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) da dugc mo td boi McCallum va

ddng tac gia (2000, Plant Physiology 123, 439-442).

Trudc ddy da biét ro rang cac phurong phap khac hién nay 1a hiru hiéu dé nhan
dang té bao thuc vat theo sang ché va thuc vat theo sang ché mang alen dot bién cia
gen mi hoa protein twong tu xyclin SDS. Cac phuong phap nay bao gbém phuong phap
duoc goi 1a phuong phap sang loc thuén. Trong phuong phép sang loc thuén, quén thé
dot bién duoc tao ra. Thuc vat thudce qu?m thé dot bién, chéng han thuc vat M2 duogc
sang loc dé thu duoc thuc vat tao ra qua khong hat, cac thuc vat nay sau d6 duoc lai
chéo véi cac dong lai gan khac nhau khac dé tao ra quan thé lap ban d6. Quan thé lap
ban dd sau d6 dugc phan tich bang cic phwong phap da dugc biét 16 truée day dé
nhan dang alen gy ra kiéu hinh qua khong hat. Cdc phuong phéap khac dé nhan biét
liéu thuc vat hodc t& bao thuc vat c6 bao gff)m alen dot bién cua gen ma hoa protein
tuong tu xyclin SDS hay khong bao gbm budc doc trinh tur clia cac alen tuong Gmg va
phan tich marker SNP bang cac phuong phap thong thuong trong linh vuc va dugce
thao luin ching han trong Thomson (2014, Plant Breeding and Biotechnology 2,195-
212).

Céc phuong phép nay v& co ban thich hop dé nhan dang té bao thuc vat theo
sang ché va thuc vat theo sang ché mang alen dot bién ctia gen mi hoéa protein tuong

tu xyclin SDS.

Viéc trong thuc vat tao ra qua khong hat hitu thu duc mang alen dot bién cia
gen ma hoa protein twong ty xyclin SDS dugc nhin biét trong phwong phap tao ra
thuc vét theo sang ché co thé dugc thuc hién bang cac phuong phip thong thuong
trong nha kinh hodc trén canh dong. Viéc canh tic va/hoic nhan gidng cua cac thuc

vét nay c6 thé dugc thuc hién bang cac phwong phéap thong thuong trong linh vuc
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ching han nhu bang céach cat, nudi cay md, té bao, thé nguyén sinh, phoi hoac thé san

in vitro hodc vi nhan gidng bang cach cit ghép v6i mot than ré khéc.

Theo mdt phuong an dugce vu tién cua sang ché, phuong phap tao ra thuc vt
theo sang ché duoc st dung dé tao ra thuc vt theo sang ché. Cac phuong én dugc uu
tién duoc mé ta trén day ddi voi thuc vat theo séng ché theo d6 c6 thé duge ap dung

cho cac phuong phép tao ra thuc vat theo sang ché.

Thuc vat ¢6 thé thu duoc/thu dugc béng phuong phép tao ra thuc vat theo sang

ché ciing 1a mdt phwong an cua sang che.

Cac phuong phap khac sin c6 trong k§ thuét gen ciing ¢6 kha nang tao ra thuc
vét mang cac alen dot bién clia gen ma héa protein twong tu xyclin SDS hodc mang
protein khong chitc nang twong tu xyclin SDS hodc c6 hoat tinh protein tuwong tu

xyclin SDS gidm hodc ¢6 mirc do biéu hién cua protein twong tw xyclin SDS 1a giam.

Céc phuong phap nay dua trén sy dua mot phan tir axit nucleic ngoai lai hoac
mot sd phan tir axit nucleic ngoai lai vao bo gen cua té bao thuc vat hodc thuc vat va
vi vay vé co ban thich hop dé tao ra té bao thuc vat theo sang ché va thuc vat theo

sang che.

Vi vay, mdt phuong an khac nira cua sang ché dé cap dén phuong phap tao ra

thuc vat bao gom céac budce:

a) dwa mot phan tr axit nucleic ngoai lai vao thuc vat, trong d6 phan tir axit

nucleic ngoai lai dugc chon tir nhém gbm:

ii) cac phan tit ADN, ma hoa it nhit mot ARN ddi nghia, 1am giam su biéu
hién ctia gen ndi sinh ma hoa protein tuong tu xyclin SDS;

iii) cac phan tt ADN, ma nh¢ tdc dung trc ché dong thoi dan dén giam sy biéu
hién cta gen ndi sinh ma hoa protein twong tu xyclin SDS;

iv) céc phan tt ADN ma héa it nhat mdt ribozym, ma tdch cac san pham phién
ma cu thé cua gen ndi sinh ma hda protein tuong tu xyclin SDS;

v) céc phan tir AND ma héa ddng thoi it nhét mot ARN ddi nghia va it nhat
mot ARN c6 nghia, trong d6 ARN d6i nghia da néu va ARN c6 nghia tao

thanh mot phan t¢ ARN so1 kép, lam giam sy biéu hién cta gen ndi sinh ma

-60-



38086

hoéa protein twong tu xyclin SDS (k¥ thuat ARN1);

vi) céc phén tir axit nucleic dugc dua vao bing cach gy dot bién in vivo, tao ra
su dot bién hodc su cai xen ctia mét trinh tu khac lodi & gen ndi sinh ma hoa
protein twong ty xyclin SDS, trong d6 su dot bién hodc sy cai xen 1am giam
su biéu hién cta gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS hodc dan dén su
tbng hop ctia mot protein bat hoat twong tur xyclin SDS;

vii) cac phan tir axit nucleic ma hoéa mot khang thé, trong d6 khang thé nay tao
ra su giam hoat tinh cia gen ndi sinh ma héa protein tuwong tyr xyclin SDS
do viéc gin két ctia khang thé nay véi protein ndi sinh twong ty xyclin SDS,

viii) cac phan tir ADN chira cac gen nhay, trong do6 su hop nhat clia cac gen
nhay nay din dén su dot bién hoic su cai xen trong gen ndi sinh ma hoa
protein twong tu xyclin SDS, lam gidm su biéu hién cua gen ndi sinh ma
héa protein twong tu xyclin SDS, hodc dan dén su téng hop cia mot protein
bét hoat twong tu xyclin SDS;

ix) céc phan ttt T-ADN ma do su cai xen trong gen ndi sinh mé hoéa protein
tuong tu xyclin SDS, 1am giam sy biéu hién ctia gen noi sinh ma hoa
protein tuong tur xyclin SDS, hodc dan dén su téng hop ctia mdt protein bat
hoat teong tu xyclin SDS, va/hodc

X) cac phan tir axit nucleic ma héa endonucleaza it phin ct hoic
endonucleaza ﬁ phén cét dugc thiét ké theo yéu cau tot hon 14
meganucleaza, TALEN hoéc h¢ CRISPR/Cas

b) chon loc thuc vat tao qua khong hat, tuy y

c) xac minh xem liéu thuc vat dugc chon loc & budce b) ¢6 ¢6 hoat tinh protein
tuong tu xyclin SDS gidm so véi thue vat kiéu dai ma khong c6 cac phan tir
axit nucleic ngoai lai nao dugc hop nhét vao trong bd gen clia né hay khong, va

tuy y

d) sinh trudng/trong thuc vét thu duoc & budc c).

Theo mdt phuong 4n duoc wu tién cia sang ché, phuong phap theo sang ché
bao gdbm bude dua mdt phan tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat lién quan dén

phuong phép tao ra ciy hiru thu duc, c6 nghia 1a xay ra viéc chon loc thyc vat hitu thu
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duc va tao qua khong hat (¢ bude b va/hoic c).

Viéc giam hoat tinh cta protein twong ty xyclin SDS & té bao thuc vat hodc
thuc vat theo sang ché hoic trong phuong phap theo sang ché bao gdm viéc dua mot
phan tu axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat ma cé thé duoc gdy ra nho su biéu

hién cia cac cu tric doi nghia hodc trc cheé dong thoi.

Dé e ché su biéu hién cua gen bang k¥ thuat dbi nghia hodc trc ché dong thoi,
phan ttrt ADN ¢0 thé duoc st dung, vi du, bao gém toan bo trinh tr ma hoa cho protein
tuong tu xyclin SDS, bao gém céc trinh tur boc suon hién c6 bét ky, ciing nhu 13 cac
phan to ADN, ma chi bao gdm cac phan ciia trinh tw ma héa, vi vy céc phan nay can
phai du dai dé tao ra tic dung d6i nghia hoic tac dung ddng kim him mot cach twong
mg trong té bao. N6i chung, cac trinh tu c6 chidu dai t6i thiéu 1én t6i 20 bp hodc 21
bp (hoic nucleotit), tot hon 1a chidu dai tdi thiéu it nhét 12 100 bp (hodc nucleotit), dic
biét t6t hon 1a it nhét 1a 500 bp (hodc nucleotit) 13 thich hop. Vi du, cdc phan tr ADN
¢6 chidu dai 21-100 bp (hodc nucleotit), t6t hon 1a 100-500 bp (hodc nucleotit), dic
biét t6t hon 13 16n hon 500 bp (hodc nucleotit).

Viéc sir dung cac trinh ty ADN c6 muc do déng nhét cao véi cac trinh tu noi
sinh xudt hién & t& bao thuc vat va ma héa protein twong tu xyclin SDS, ciing thich
hop d6i v6i cac ché phdm dbi nghia hodc ddng kim ham. Mtrc ddng nhét t61 thiéu can
16n hon khoang 65%, tét hon 1a 16n hon 80%. Viéc sir dung céc trinh tw v6i mirc dong
nhét it nhat 90%, dic biét 12 nim trong khoang tir 95% dén 100%, la dugc uu tién.
Nghia ctua thudt nglt "mirc ddng nhat vé trinh tu" dwgc dinh nghia & mot noi khac

trong ban mo ta nay.

Ngoai ra, viéc st dung cac intron, nghia la cac viung khong ma héa cia gen, ma
ma hoa cho protein twong tu xyclin SDS, cling ¢ thé nhan thirc duge dé dat duoc tac
dung d6i nghia hodc ddng kim ham. Viéc st dung c4c trinh ty intron @& tc ché sy biéu
hién gen ciia cidc gen, ma n6 ma hoa cho cic protein sinh tong hop tinh bot, da duoc
mé ta ching han trong cac don yéu cau cdp bang doc quyén sang ché qubc té

WO097/04112, W0O97/04113, WO98/37213, WO98/37214.

Chuyén gia trong linh vuc biét cach dat dugc tac dung d6i nghia va dong kim
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ham. Vi du, phuong phap dong kim ham su @c ché di dugec mod ta trong Jorgensen
(Trends Biotechnol. 8 (1990), 340-344), Niebel et al., (Curr. Top. Microbiol.
Immunol. 197 (1995), 91-103), Flavell et al. (Curr. Top. Microbiol. Immunol. 197
(1995), 43-46), Palaqui and Vaucheret (Plant. Mol. Biol. 29 (1995), 149-159),
Vaucheret et al., (Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 311-317), de Borne et al. (Mol. Gen.
Genet. 243 (1994), 613-621).

Su biéu hién cua ribozym dé giam hoat tinh cua cac enzym cu thé & cac té bao
cling da biét d6i véi chuyén gia trong linh vuc, va dugc mo ta, vi dy, trong EP-BI
0321201. Su biéu hién cua ribozym & té bao thuc vat da dugc mo ta, vi du, trong

Feyter et al. (Mol. Gen. Genet. 250, (1996), 329-338).

Su giam hoat tinh cda protein tuong tu xyclin SDS & té bao thuc vat hoic thuc
vét theo sang ché hodc trong phuong phap theo sang ché bao gdbm budc dua phéan ti
axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vit ciing c6 thé duge gy ra bang cach biéu hién
ddng thoi cac phan tir ARN c6 nghia va d6i nghia (cong nghé ARNi) cua gen dich

tuong tmg can b e ché, tot hon 1a cia gen ma héa protein tuong tu xyclin SDS.

Piéu nay co thé dat duoc, vi du, br?mg cach s dung céc cAu tric kham, chta
"cac doan 1ap dao" cua gen dich twong ing hodc cac phan ctia gen dich. Trong trudng
hop nay, cac ciu trac di truyén nay ma hoa cho cac phan tr ARN c6 nghia va dbi
nghia cta gen dich twong img. ARN c6 nghia va d6i nghia duoc tong hop dong thoi in
planta nhu mét phan tr ARN, trong d6 cac ARN c6 nghia va d6i nghia dugc ngan
cach v&i nhau bang mot doan dém, va c6 kha ning tao thanh mot phan tt ARN soi
kép.

D3 chi ra rang viéc dua mot cdu tric ADN lip ddo vao bd gen cla té bao thuc
vét hodc thue vét 1a mot phwong phap trc ché gen rét hidu qua tuong tng véi cac ciu
tric ADN lap dao (Waterhouse et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, (1998), 13959-
13964; Wang and Waterhouse, Plant Mol. Biol. 43, (2000), 67-82; Singh et al.,
Biochemical Society Transactions Vol. 28 part 6 (2000), 925- 927; Liu et al,
Biochemical Society Transactions Vol. 28 part 6 (2000), 927-929); Smith et al.,
(Nature 407, (2000), 319-320; international patent application W099/53050 Al).
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Trinh tr c6 nghia va trinh ty d6i nghia cta gen dich hodc clia cac gen dich ciing c6 thé
duoc biéu hién mot cach riéng biét v6i nhau bang céc trinh tw khdi dau gidng hoic
khac nhau (Nap, J-P et al, 6" International Congress of Plant Molecular Biology,
Quebec, 18th-24th June, 2000; Poster S7-27, Presentation Session S7). Vi vay, viéc
lam gidm hoat tinh cua protein tuwong tu xyclin SDS trong té bao thuc vat theo sang
ché hodc thuc vat theo sang ché ciing ¢ thé dat duoc bang cach tao ra cic phan tir
ARN s0i kép. Lién quan dén van dé nay, "doan lip dao" ctia cac phan tir ADN ctia gen
ma hoa protein twong tw xyclin SDS hodc cac cADN t6t hon 1a duoc dua vao bd gen
thue vat, trong d6 cac phan tt ADN (gen ma hoa protein tuong tu xyclin SDS hodc
cADN hoac cac doan cua cac gen hodc cac cADN nay) can phién ma chiu su kiém

soat cua trinh tuy khéi dau, ma kiém soat su biéu hién cia cac phan tir ADN nay.

Vi vay, cac doan cta cac phan tu axit nucleic ma héa protein tuong tu xyclin
SDS bat ky ciing 1a mot khia canh cia sang ché. Cac doan nhu vay c6 cac ing dung
khac nhau, chang han lam cac doan moi hodc cac dau do, hodc chung c6 thé duoc két

hop vao céac vecto bién nap va dugc sir dung dé tao ra thuc vat tao qua khong hat.

Cac doan nhu vay ctia cac phan tir axit nucleic ma hoéa protein twong tu xyclin
SDS ¢6 thé ¢6 kich thu6e khac nhau, ching han it nhat 10 nucleotit, it nhat 20, it nhat
30, it nhat 40, it nhit 50, it nhét 60, it nhét 70, it nhit 80, it nhit 90, it nhét 100, it nhat
200, it nhét 300, it nhit 400, it nhit 500 nucleotit hodc nhiéu hon.

Ngoai ra, di biét ring su tao thanh cac phan tir ARN soi kép tr cdc phan tir
ADN khéi dau 6 thuc vat in trans c¢6 thé dan dén sy metyl hoa va su bét hoat qua trinh
phién m3 clia cac ban sao twong dong ciia cic trinh tw khéi dau nay, ma né dugce dé
cip dén trong phan day nhu 1a cac trinh tur khoi dau dich (Mette et al., EMBO J. 19,
(2000), 5194-5201). Vi viy, c¢6 thé 1am giam sy bidu hién gen ciia mot gen dich cu thé
(ching han gen mi hoa protein twong tw xyclin SDS), mot cach tw nhién duéi sy kiém
so4t cua trinh tu khoi dau dich nay, bz"mg cach khtr hoat tinh cda trinh tu khéi dau
dich. Piéu nay c6 nghia 13, trong trudng hop ndy, cac phan tt ADN, ma bao gbm céc
trinh tu khéi ddu dich cua cac gen can te ché (gen dich), trai véi chirc ning ban dau
cta trinh tu khéi dau & thuc vat, khong dugc st dung lam yéu t6 kiém soat su biéu

hién cta cac gen hodc cac cADN, ma ban than ching dugc st dung lam cac phéan ti
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ADN c6 kha nang phién ma.

Dé tao ra cac phan tir ARN khoi dau dich soi kép in planta, ma & day c6 thé
xudt hién nhu céac phan tir cdp téc ARN, tdt hon 1a cac clu trac chira "doan lap dao"
ctia cac phan tr AND khéi ddu dich duoc st dung, trong d6 cac phan tr ADN khéi
dau dich nay chiu su kiém soét cta trinh ty khéi dau, ma kiém soat su biéu hién gen
ctia cac phan tt ADN khéi dau dich nay. Céc ciu tric nay sau d6 duoc dua vao bo
gen cua thuc vat. Su biéu hién cta "doan lap dao" cta cac phan tt ADN khoi dau dich
da néu in planta dan dén su tao thanh cac phéan tir ARN khéi dau dich sgi kép (Mette
et al., EMBO J. 19, (2000), 5194-5201). Trinh ty khéi ddu dich c6 thé bi bat hoat bang
cac cach nay. Vi vdy, viéc lam giam hoat tinh cia protein twong tu xyclin SDS & té
bao thuc vét theo sang ché va thuc vat theo sang ché ciing c6 thé dat dugc bang cach
dua cac phan tr ARN sgi kép cuda trinh tw khoi d4u ctia gen ma hoa protein tuwong tu
xyclin SDS vao té bao thuc vat hodc thuc vat. Lién quan dén véan dé nay, "doan lap
dao" ctia cac phan tir ADN khéi ddu ctia gen mi héa protein twong tw xyclin SDS t6t
hon 1a dugc dua vao bd gen cia thyc vat, trong dé cac phan tot ADN khéi dau dich
(trinh ti khoi dau cua gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS) duge phién ma dudi
su kiém soat cta trinh tu khéi dau, ma kiém soat su biéu hién cta cac phan t¢t ADN
khoi dau dich nay.

Dé wrc ché sy bidu hién cua cac gen bang cach biéu hién dong thoi cac phan tir
ARN c¢6 nghia va d6i nghia (cong nghé ARNi), phan tit ADN c6 thé duoc st dung, vi
du, bao goém toan b trinh tw ma hoa cho protein twong tu xyclin SDS, bao gdm céc
trinh tu boc sudn bit ky hién c6, cling nhu cic phan tir ADN, bao gbm chi cac phan
ctia trinh tw mé héa, nhd d6 cac phan nay phai da dai dé tao ra tac dung ARNi trong té
bao. Cac phan clia gen ma hoa protein tuwong tu xyclin SDS ¢6 thé duoc chon tir trinh
tu ma hoa, cac trinh tu khong dugc ma hoa xudi chiéu hodc nguoc chiéu, céc intron,
céc trinh tu khoi dau va/hodc trinh tu tang cuong. N6i chung, cac trinh tu voi chiéu
dai t6i thidu 20 bp (hodc nucleotit), tdt hon 1a chiéu dai ti thiéu it nhét 25 bp (hodc
nucleotit), dac bi¢t tot hon 1a it nhat 50 bp (hoac nucleotit) 1a thich hgp. Vi du, cac
phan tir ADN c6 chiéu dai tir 20 dén 25 bp (hodc nucleotit), tot hon 1a tir 26 dén 50 bp

(hodc nucleotit), dac biét tdt hon 1a 16n hon 50 bp (hodc nucleotit).
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Viéc st dung trinh ty ADN, c6 mtrc do déng nhét cao véi cac trinh tu ndi sinh
xuét hién & té bao thuc vat va ma hoa protein twong tu xyclin SDS, cling thich hop dé
biéu hién dong thdi cic phan tir ARN c6 nghia va d6i nghia (cong nghé ARNi). Mirc
ddng nhét t6i thiéu can 16n hon khoang 65%, t6t hon 1a 16n hon 80%. Viéc st dung
c4c trinh tu v6i mirc ddng nhét it nhat 90%, dic biét 1a nim trong khoang tir 95% dén
100%, duoc dic biét wu tién. Cac trinh tu, chira cac doan dudi lién tiép cua cac trinh tu
axit nucleic duge bao ham bdéi trinh ty axit nucleic nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO
1, 1a dic biét thich hop dé e ché gen ma héa protein twong tu xyclin SDS bang cong
nghé ARNi.

Viéc lam giam hoat tinh cta protein twong tu xyclin SDS & té bao thuc vat theo
sang ché va thuc vat theo sang ché hodc trong phwong phap theo sang ché bao gém
bude dua phén tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat c6 thé dat duoc bing
phuong phap con dugc goi 1a "sinh dot bién in vivo", trong d6 oligonucleotit lai ARN-
ADN ("Chimeroplast") dugc dua vao t€ bao thuc vat (Kipp, P.B. et al., Poster Session
at the "5 International Congress of Plant Molecular Biology, 21st-27th September
1997, Singapore; R. A. Dixon and C.J. Arntzen, meeting report on "Metabolic
Engineering in Transgenic Plants", Keystone Symposia, Copper Mountain, CO, USA,
TIBTECH 15, (1997), 441-447; Céng bd don sang ché qubc t¢ WO 9515972; Kren et
al., Hepatology 25, (1997), 1462-1468; Cole-Strauss et al., Science 273, (1996), 1386-
1389; Beetham et al., 1999, PNAS 96, 8774-8778).

Mot phan cta thanh phan ADN ctia oligonucleotit ARN-ADN 1a twong dong
véi trinh tu axit nucleic cia gen ndi sinh ma hoa protein tuwong tu xyclin SDS, nhung
so voi trinh tu axit nucleic ciia gen ndi sinh ma héa protein tuong tu xyclin SDS, no6
¢ su dot bién hodc chua vung khéc loai, dugc bao quanh boi cac vung tuong déng.
Biang cach cip dbi bazo clia cic ving tuong dong cua oligonucleotit ARN-ADN va
phéan tir axit nucleic ndi sinh sau do tai td hop twong dong, ving dot bién hodc ving
khac loai dugc chtra trong céc thanh phdn ADN ctia oligonucleotit ARN-ADN ¢6 thé
duoc chuyén vao bd gen cia té bao thuc vat. Didu nay din dén 1am giam hoat tinh cla

mot hodc nhiéu protein twong tu xyclin SDS.

Viéc giam hoat tinh cla protein twong tu xyclin SDS & té bao thuc vat theo
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sang ché va thuc vat theo sang ché hodc trong phwong phap theo sang ché bao gdm
budc dua phan ti axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat c6 thé dat duoc béng cach
dua cac phan tir axit nucleic ma héa céac chit dbi khang/cac chit rc ché cua protein
tuong tu xyclin SDS vao té bao thuc vat. Chuyén gia trong linh vuc biét ring c6 thé
lam gidm hoat tinh cﬁa protein tuong ty xyclin SDS nho su biéu hién cia din xuét
khong chirc nang, ddc biét 1a dot bién troi trans, cia cac protein nay, va/hodc boi su
biu hién cia cac cht dbi khang/cac chét we ché cua cac protein nay. Cac chat dbi
khang/cac chit e ché ciia cic protein nhur viy bao gbm, vi du, cac khang thé, cac
doan khang thé hodc cac phan tir ¢ didc tinh gin két twong tu. Vi dy, khang thé scFv
c6 trong bao chét da dugc st dung dé diéu bién hoat tinh cla protein phytocrom A
trong cdy thubc 14 bién d6i gen (Owen, Bio/Technology 10 (1992), 790-4; Review:
Franken, E, Teuschel, U. and Hain, R., Current Opinion in Biotechnology &, (1997),
411-416; Whitelam, Trends Plant Sci. 1 (1996), 268-272; Conrad and Manteufel,
Trends in Plant Science 6, (2001), 399-402; De Jaeger et al., Plant Molecular Biology
43, (2000), 419-428). Viéc lam giam hoat tinh ciia enzym phan nhanh & cdy khoai tay
bing cach bidu hién khang thé dic hiéu da dugc mé ta boi Jobling va dong tac gia
(Nature Biotechnology 21, (2003), 77-80). Trong tai li¢u nay, khang thé dugc dé xuét

v&i trinh tu dich thé hat sao cho dam bao su trc ché protein dugc dinh vi & cac thé hat.

Viéc giam hoat tinh cua protein tuong tu xyclin SDS & té bao thuc vat theo
sang ché va thuc vat theo sang ché hoic trong phuong phap theo sang ché bao gém
viéc dua phan tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat c6 thé dat duoc béng cach
dua cac phan tir axit nucleic chira céc trinh tu gen nhay vao té bao thyc vat. Su cai xen
cé4c trinh ty gen nhay vao trinh ty cia gen ndi sinh ma héa protein twong ty xyclin

SDS, s& gdy ra su giam biéu hién ciia protein ndi sinh trong tw xyclin SDS.

Céac gen nhay c6 thé 1a cac gen nhay noi sinh (cing loai d6i véi thuc vat) va
cling c¢6 thé 1a cac gen nhay ma khong xuét hién mot cach ty nhién trong té bao nay
(khac loai dbi v6i thuc vat) nhung trong mbi truong hop déu dugc dua vao thuc vat
hodc té bao thuc vt béng cac phuong phap k¥ thuat di truyén, vi du nhu bién nap té
bao. Viéc thay dbi sy biéu hién ciia cic gen bang cac gen nhay la da biét dbi véi

chuyén gia trong linh vuc. Tong quan viéc sir dung cac gen nhdy ndi sinh va khac loai
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lam cong cu trong cong ngh¢ sinh hoc thuc vat dugc thé hién trong tai liéu cua
Ramachandran va Sundaresan (2001, Plant Physiology and Biochemistry 39, 234-
252). Kha nang nhan biét cac dot bién trong d6 cac gen dic hiéu duoc lam bt hoat
bing cac phuong phép sinh dot bién nhd cai xen gen nhay dugc md ta trong phan tong
quan boi Maes va dong tac gia (1999, Trends in Plant Science 4 (3), 90-96). Viéc tao
ra thé dot bién cta lua véi sy giup d& cia cac gen nhay ndi sinh dugc mod ta boi
Hirochika (2001, Current Opinion in Plant Biology 4, 118-122). Viéc nhin dang céic
gen ¢ ngd vdi su trg giup cla cac retrotransposon ndi sinh dugce néu, vi du boi Hanley
va ddng tac gia (2000, The Plant Journal 22 (4), 557-566). Kha ning san xuit thé dot
bién vé6i sy tro gitip cua cac retrotransposon va cac phwong phdp nhan biét cac thé dot
bién dugc mé ta boi Kumar va Hirochika (2001, Trends in Plant Science 6 (3), 127-
134). Hoat tinh cia cac gen nhay cong nghé (nhéan tao) & cac loai khac nhau da duoc
md ta& déi v6i ca thuc vat hai 14 mdm va thuc vat mot 14 mdm: ching han déi véi lta
(Greco et al., 2001, Plant Physiology 125, 1175-1177; Liu et al., 1999, Molecular and
General Genetics 262, 413-420; Hiroyuki et al., 1999, The Plant Journal 19 (5), 605-
613; Jeon und Gynheung, 2001, Plant Science 161, 211-219), laa mach (2000, Koprek
et al., The Plant Journal 24 (2), 253-263), Arabidopsis thaliana (Aarts et al., 1993,
Nature 363, 715-717, Schmidt und Willmitzer, 1989, Molecular and General Genetics
220, 17-24; Altmann et al., 1992, Theoretical and Applied Genetics 84, 371-383;
Tissier et al., 1999, The Plant Cell 11, 1841-1852), ca chua (Belzile und Yoder, 1992,
The Plant Journal 2 (2), 173-179) va khoai tay (Frey et al., 1989, Molecular and
General Genetics 217, 172-177; Knapp et al., 1988, Molecular and General Genetics
213, 285-290).

Nhin chung, t bao thuc vét theo sang ché va thuc vat theo sang ché co thé

duoc san xuat voi su trg giap dong thoi clia ca cac gen nhay cung loai va khéc loai.

Déi v6i sang ché nay, té bao thuc vat va thuc vat theo sang ché ciing c6 thé
duoc tao ra béng cach st dung phuong phép sinh dot bién con dugc goi la sinh dot
bién bing cai xen (bai bao tong quan: Thorneycroft et al., 2001, Journal of
experimental Botany 52 (361), 1593-1601). Viéc giam hoat tinh cua protein tuong tu

xyclin SDS & té bao thuc vat theo sang ché va thuc vat theo séng ché hoic trong
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phuong phap theo sang ché bao gdm budc dua phan tir axit nucleic ngoai lai vao té
bao thue vat co6 thé dat dugc béng cach dua cac phén tir axit nucleic chtra cac trinh ty

T- ADN vao té bao thuc vat.

Phuong phép sinh dot bién bang cai xen T-ADN dua trén thuc té 12 mot s6
phan (T-ADN) ctia plasmit Ti tir Agrobacterium c6 thé hop nhit vao bd gen ciia té bao
thue vat. Vi tri hop nhét trong nhiém sic thé thuc vat khong dugc x4c dinh, nhung co
thé xay ra ¢ diém bat ky. Néu T-ADN hop nhét vao mot phan clia nhiém sic thé, n6
chu thanh chtrc nang gen, sau d6 c6 thé din dén su thay dbi vé su biéu hién gen va vi
véy cling dan dén su thay dbi vé hoat tinh clia protein dwgc ma héa béi gen quan tAm.
Dic biét 13, sy hop nhét ciia T-ADN vao viing ma héa cla protein thuong dan dén
protein tuong tng khong thé dugc tong hop nira, hoic khong thé dugc tong hop &
dang c6 hoat tinh nira, boi té bao da néu. Viéc st dung su cai xen T-ADN dé tao ra
céc thé dot bién duge mo ta, vi du, ddi v6i Arabidopsis thaliana (Krysan et al., 1999,
Té bao thuc vat 11, 2283-2290; Atipiroz-Leehan and Feldmann, 1997, Trends in
genetics 13 (4), 152-156; Parinov and Sundaresan, 2000, Current Opinion in
Biotechnology 11, 157-161) va lua (Jeon and An, 2001, Plant Science 161, 211-219;
Jeon et al., 2000, The Plant Journal 22 (6), 561-570). Phuong phap dé nhan dang thé
dot bién, ma da duogc tao ra v6i su trg giup cua phuong phap sinh dot bién bang cai
xen T-ADN, da dugc mo ta, trong sb cac tai liéu khac, bai Young et al., (2001, Plant
Physiology 125, 513-518), Parinov et al. (1999, The Plant Cell 11, 2263-2270),
Thorneycroft et al. (2001, Journal of Experimental Botany 52, 1593-1601), va
McKinney et al. (1995, The Plant Journal 8 (4), 613-622).

Thé dot bién cai xen T-ADN da duoc tao ra & mot sé lugng 16n Arabidopsis
thaliana, vi du, va san c6 bdi cac bd suu tap ching giéng khac nhau ("Stock centre",
e.g. Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, 10010 N. Torrey Pines Road, La
Jolla, CA 92037, http://signal.salk.edu/).

Phuong phap sinh dot bién T-ADN thudng thich hop dé tao ra té bao thuc vt

va thuc vat theo sang ché, ma c6 hoat tinh protein tuwong tu xyclin SDS giam.

Trong sang ché nay, thuat ngit "phéan tir axit nucleic ngoai lai" dugc hiéu ¢6
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nghia 13 phén tir axit nucleic ma khong xuat hién mot cach tu nhién trong té bao thuc
vat kiéu dai turong (rng hodc thyc vat, hodc 1a phan tir axit nucleic khong xuét hién mot
cach tu nhién véi bd tri khoéng gian cu thé trong té bao thuc vat hoic thuc vat kiéu dai,
hodc phan tir axit nucleic ma nam & vi tri trén bd gen cua té bao thuc vat hodc thuc vat
nay ma & d6 n6 khong xuét hién trong tur nhién. Tét hon 13, phan tir axit nucleic ngoai
lai 12 phan tir t4i t6 hop, bao gdm cac yéu td khic nhau, t6 hop hodc bb tri khong gian
cu thé cua ching khong xuét hién mét cach tu nhién trong té bao thuc vat hoic thuc

vat.

Noi chung, phén tir axit nucleic ngoai lai ¢6 thé 1 phén tir axit nucleic bat ky
ma giy ra su gidm hoat tinh cia protein twong tu xyclin SDS. Loai phén tir axit

nucleic nhu vay da duoc mo ta trén day trong ban mo ta nay.

Trong sang ché nay, thuat ngit "bd gen" can dugc hiéu ¢6 nghia 13 toan bd vat
lidu di truyén c6 mit & t& bao thuc vat. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc da
biét ring, cling nhu nhén té bao, cac ngin khéc (ching han thé hat, ty thé) ciing chtra

vét lidu di truyén.

Nhiéu k§ thuat 1a sin c6 d& dua ADN vao té bao chii thuc vat. C4c k¥ thuat nay
bao gbém bién nap té bao thuc vat véi T-ADN bang cach st dung Agrobacterium
tumefaciens hodc Agrobacterium rhizogenes 1am trung gian bién nap, dung hop cac
thé nguyén sinh, tiém axit nucleic, dién di axit nucleic, dua axit nucleic vao bﬁng cac

phuong phép sung ban gen ciing nhu cac phuong phép c¢6 thé ¢ khac.

Viéc st dung phuong phéap bién nap té bao thuc vat qua trung gian agrobacteria
da duoc nghién ctru rong khip va duoc mo ta mot cach thich déang trong EP 120516;
Hoekema, IN: The Binary Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters B.V.,
Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley et al., Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-46 va b1 An
va ddng tac gia trong EMBO J. 4, (1985), 277-287. Dé bién nap khoai tay, xem tai
liéu: Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8, (1989), 29-33, vi du.

Viéc bién nap thuc vat mot 14 mam bing cic vecto dua trén su bién nap
Agrobacterium ciing da dugc mo ta (Chan et al., Plant Mol. Biol. 22, (1993), 491-506;
Hiei et al., Plant J. 6, (1994) 271-282; Deng et al, Science in China 33, (1990), 28-34;
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Wilmink et al., Plant Cell Reports 11, (1992), 76-80; May et al., Bio/Technology 13,
(1995), 486-492; Conner va Domisse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992), 550-555; Ritchie et
al, Transgenic Res. 2, (1993), 252-265). Mot hé théng khéac dé bién nap thuc vat mot
14 mam 12 hé bién nap theo phuong phap sing ban gen (Wan and Lemaux, Plant
Physiol. 104, (1994), 37-48; Vasil et al., Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558;
Ritala et al., Plant Mol. Biol. 24, (1994), 317-325; Spencer et al., Theor. Appl. Genet.
79, (1990), 625-631), bién nap thé nguyén sinh, dién di cac té bao c6 thé thdim qua
mot phén va dua ADN vao béng s¢i thiy tinh. Ddc biét 1a, bién nap ngo6 da dugc mo ta
nhiéu 14n trong tai liéu nay (xem W095/06128, EP0513849, EP0465875, EP0292435;
Fromm et al., Biotechnology 8, (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2,
(1990), 603-618; Koziel et al., Biotechnology 11 (1993), 194-200; Moroc et al.,
Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721-726 ching han). Viéc bién nap thanh cong céc
loai ngli cbe khac cling da dugc mo ta, vi du dbi véi laa mach (Wan and Lemaux, xem
trén day; Ritala et al., xem trén day; Krens et al., Nature 296, (1982), 72-74) va dbi
vé6i lta my (Nehra et al., Plant J. 5, (1994), 285-297; Becker et al., 1994, Plant Journal
5,299-307). T4t ca cac phuong phép trén day 14 thich hop trong khuon khé cia sang
ché nay. Viéc bién nap céc cdy trong 1a rau ciing thuong da biét trudc diy. Trong tai
liéu Curtis (2012, Springer Science & Business Media, ISBN: 1402023332,
9781402023330) bén canh céc phuong phép khac, phwong phép bién nap ca phé, da,
18, cu cai, ca rot, dau, cai bép, stp lo va dua hau duge boc 18. Viéc bién nap cac ciy
trdng 1a rau nhu chudi, chanh, xo0ai, du di1, dua hiu, bo, nho, dua (ngot), qua kiwi, ca
phé, cacao dd dugc mo ta trong tai liéu: Pua and Davey (2007, Springer Science &

Business Media, ISBN: 3540491619, 9783540491613).

Pé biéu hién cac phan tir axit nucleic, nhu cac phén tir axit nucleic ¢6 tic dung
gdy cam gen hodc dugc su dung dé dua cac dot bién vao alen trong té bao thuc vat
hodc thuc vat, c4c axit nucleic nay ot hon 1a dugc lién két v6i cac trinh tu diéu hoa
ADN, bao gbm cac trinh tr ma khdi dau phién ma & té bao thuc vat (trinh tu khoi
dﬁu). Déng thoi, trinh tu khéi dau nay cé thé duoc chon sao cho su biéu hién Xay ra
chu yéu hodc chi xay ra & mot md nhét dinh, & mot giai doan nhét dinh cia qué trinh

phat trién ctia thuc vat hodc & mot thoi diém dugc xac dinh boi anh huéng ngoai canh.
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Trinh tu khéi dau c6 thé cing loai hodc khac loai ddi v6i thuc vat va ddi v6i phan tir
axit nucleic. Vi vay cac phan ti axit nucleic nay thuong khong xuét hién trong tu
nhién & thuc vat nhung 1a cac phan tir axit nucleic tai td hop, c6 nghia la sy td hop cua
cac yéu td di truyén khac nhau (ching han cac trinh ty mé héa, trinh tu bd tro ARNI,
trinh tu khoi ddu) chira trong phan tir axit nucleic khong c6 mit trong t6 hop nay trong

tu nhién.

Céc trinh tu khéi dau thich hop thuong da biét trude day, vi du, trinh tu khéi
dAu ciia ARN 35S cua virus kham & stp lo va trinh tw khoi ddu ubiquitin tir ngd dé
biéu hién co dinh, trinh tu khoi dau patatin B33 (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8
(1989), 23-29) dé bidu hién dic hidu ci & khoai tdy hodc trinh tw khéi dau, ma chi
dam béao su biéu hién & mo c6 hoat tinh quang hop, chéng han trinh tu khoi dau ST-
LS1 (Stockhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et
al., EMBO J. 8 (1989), 2445-2451) hodc, dé biéu hién dic hiéu noi nhii cia trinh tu
khéi ddu HMG tir lia my, trinh tu khéi diu USP, trinh tu khoi dau phaseolin, trinh tu
khoi dau cta gen zein tir ngd (Pedersen et al., Cell 29 (1982), 1015-1026; Quatroccio
et al., Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93), trinh tu khoi dau glutelin (Leisy et al., Plant
Mol. Biol. 14 (1990), 41-50; Zheng et al., Plant J. 4 (1993), 357-366; Yoshihara et al.,
FEBS Lett. 383 (1996), 213-218) hodc trinh tu khoi dau shrunken-1 (Werr et al.,
EMBO J. 4 (1985), 1373-1380). Tuy nhién, céac trinh tur khai ddu ma chi dugc hoat
hoa & thoi diém duge xac dinh béi cac anh hudng ngoai canh (xem WO 9307279
chang han) ciing c6 thé dugc sir dung. Trinh tu khéi dAu cua cac protein sbc nhiét, cho
phép cam mg don gian, ¢ thé dugc dic biét quan tAm & day. Ngoai ra, trinh tw khoi
dAu dic hiéu hat c6 thé duoc sit dung, nhu trinh tw khoi diu USP tir Vicia faba, ma
dam béo su biéu hién dic hiéu hat & Vicia faba va céac thuc vat khéac (Fiedler et al.,
Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; Biaumlein et al., Mol. Gen. Genet. 225 (1991),
459-467).

Phén tir axit nucleic tai t& hop ciing c6 thé chira trinh tu két thuc (d4u hiéu
polyadenyl héa), ma dugc sir dung dé bd sung dudi poly-A vao san pham phién ma.
Chuc nang On dinh san phdm phién ma duge quy cho dudi poly-A. Cac yéu td thude

loai nay dugc md ta trong tai liéu (xem Gielen et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) va ¢6
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thé thay dbi theo y mudn.

Cac trinh tu intron cling co thé c6 mat, chéng han gitta trinh ty khoi dau va
vung ma hoa. Cac trinh ty intron nhu vy co thé dan dén su biéu hién 6n dinh va su
biéu hién gia ting ¢ thuc vat (Callis et al.,, 1987, Genes Devel. 1, 1183-1200;
Luehrsen, and Walbot, 1991, Mol. Gen. Genet. 225, 81-93; Rethmeier, et al., 1997;
Plant Journal. 12(4): 895-899; Rose and Beliakoff, 2000, Plant Physiol. 122 (2), 535—
542; Vasil et al., 1989, Plant Physiol. 91, 1575-1579; XU et al., 2003, Science in
China Series C Vol.46 No.6, 561-569). C4c trinh tu intron thich hop 1a, vi du, intron
dau tién ciia gen skl tir ngd, intron d4u tién ctia gen polyubiquitin 1 tir ngd, intron dau
tién clia gen epsps tu lia hodc mot trong sb hai intron dau tién ctia gen PATI1 tu

Arabidopsis.

Nhiing diéu da dugc mé ta & day lién quan dén béng ching liéu mot thuc vat
co su dot bién trong trinh tu axit nucleic hodc gen hodc alen ma hoa protein twong tu
xyclin SDS hay khéng, ddi véi viéc sinh trudng/trong thuc vat dbi véi phuong phép
tao ra thuc vat theo sang ché ciing c6 thé 4p dung & dy cho phwong phép bao gdm

budce dua mot phan tr axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vét theo sang ché.

Theo mdt phuong an khéc nita cua sang ché, cac phuong phép tao ra thuc vat
theo sang ché va phuong phép theo sing ché bao gdm budc dua mot phan tir axit
nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat con bao gém mot budc nita bao gdm viéc tao ra
mot thue vat khac nita tir thuc vat thu dugce tu bude d) trong mbi phuong phap theo
sang ché. Thuc vét khac nita duoc tao ra nay duge dic trung & chd ching chira it nhét
mdt alen dot bién ciia gen ma héa protein tuong tir xyclin SDS hodc & chd ching ¢6
hoat tinh protein twong ty xyclin SDS giam do viéc dua vao mot phan tir axit nucleic
ngoai lai nhu da dugc mo ta trén day. Cac thuc vat nay co thé duoc tao ra bang cach
sinh san sinh dudng (v0 tinh) hodc sinh san tai sinh (hitu tinh, gi6i tinh). Cac doan cit,
md in vitro, té bao, thé nguyén sinh, phoi hodc dich nudi céy mo seo, vi nhan giéng,
than ré hodc ct. Céc vat liéu nhan gidng khac bao gdbm, vi du, qua, hat, cay gidng con,
di hop tir hodc ddng hop tir ddi véi mot alen dot bién cua gen ma héa protein tuong tu

xyclin SDSs, v.v..
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Céc k¥ thuat dé nhan gidng sinh dudng (v6 tinh), bao gdm vi nhan giéng thuc
vat da dugce biét 15 trude diy va duge mo ta dbi voi chudi, chanh, xoai, du di, bo, dwa
( ngot), di dugc md ta trong tai li€u: Pua and Davey (2007, Springer Science &
Business Media, ISBN: 3540491619, 9783540491613) chéng han. Vi du, Sultana va
Rhaman (2012, LAP Lambert Academic Publishing, ISBN-13: 978-3-8484-3937-9)
boc 16 cac phuong phap nudi cdy mod khac nhau va phwong phép vi nhan gidng d6i voi

dua hau.

Thue vét ¢6 thé thu duoc/thu duoc bang phuong phép theo sang ché bao gdm
budc dua phan tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vét, ciing 1a mdt phwong an

cua sang cheé.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phap dé nhan gidng

thuc vét tao ra qua khong hat bao gém cac budc:

a) thu nhan hat ma tir @6 thuc vat theo sang ché sinh truong hodc thu nhén hat
duoc ndp luu dudi s6 luu gitt NCIMB 42532 hoic thé hé con cia no,
b) cho hat thu dugc & budc a) sinh trudng thanh thuc vat,
c) chon loc thuc vat tao ra qua khong hat tir nhitng thuc vat dugc sinh trudng
O budc b),
d) nhén giéng thuc vét duogc chon loc & bude c) bang phwong phép duoc chon
tir nhoém gdm:
i) ghép cac phan cua thuc vat duoc chon loc & budce ¢) vao mot than ré khac,
ii) nuéi cdy cac phan cia thuc vat dugc chon loc & budc ¢) trong dich nudi chy
moé in vitro va ty y tai sinh thuc vat méi tir dich nuoi céy mo,
iii) tiy y tao dich nuéi cay phoi hoic thé san tir cac phan cua thuc vat dugc
chon loc & budc ¢) va tuy y tai sinh thyc vat méi tr dich nu6i céy mo,

iv) tiy ¥ tao ra cac thuc vat khac bang cac k¥ thuat vi nhan gidng.

Viéc nhén giéng cac phan cia thuc vat bang cach ghép va nhan gidng va tiy y
t4i sinh thuc vat bang cac phuong phap nudi cdy mo da duge biét ré trude diy. Cac
phuong phap nhu vay da dugc mo ta trong cac cong bb khoa hoc khac nhau va duge

xem X€t va tom lugc trong mot sb sach khoa hoc, chéng han nhu Smith (2012,
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Academic Press, ISBN-13: 978-0124159204), Gayatri & Kavyashree (2015, Alpha
Science International Ltd, ISBN-13: 978-1842659618) v.v.. Déi v6i dua héu, céc
phuong phép twong tng dugc mo ta bdi Sultana va Rhaman (2012, LAP Lambert
Academic Publishing, ISBN-13: 978-3848439379) ching han.

Thuc vat hodc cac phﬁn cua thuc vat co thé thu dugc/thu duge bﬁng cac
phuong phép nhan gidng thuc vat tao ra qua khong hat theo sang ché ciing 1a mot

phuong an cta sang cheé.

Theo mdt phuong an khac cua sang ché, tat ca cac phuong phép tao ra thuc vat
theo sang ché hodc tuy y cic phuong phap nhin gidng thuc vat tao ra qua khong hat
theo sang ché dugc boc 10 trong ban md ta nay dugc sir dung dé tao ra thuc vat theo

sang ché.

Theo mot phuong &n khéc nita, sang ché d& cap dén vat liéu nhan gidng cua
thuc vat theo sang ché, va/hodc vat liéu nhan giéng cua thuc vat chira té bao thuc vat
theo sang ché hodc vét liéu nhan gidng ciia thuc vat co thé thu dugc/thu dugc bing
phuong phap theo sang ché ma tao ra thuc vat hodc vat liéu nhan gidng cia thuc vt
~ ¢6 thé thu duoc/thu duge bang phuong phép theo sang ché bao gdm budc dua phan ti
axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat hodc vat liéu nhan giéng cua thuc vat co thé
thu duge/thu duoc tir thuce vat tiry v ¢6 thé thu dugc bing phuong phap nhan giéng
thuc vat tao ra qua khong hat theo sang ché. Mot phuong an déac biét dugc bao ham
cua sang ché 1a vt liéu nhan giéng cua thuc vat ¢o thé thu dugc/thu duoc tir hat dugc
nop luu dudi sé ndp luu NCIMB 42532, 6t hon 1a vat liéu nhan gidng cia thuc vét c6
thé thu duoc/thu duoc tir hat duge ndp luu dudi s6 truy cap NCIMB 42532 di hop tir
hodc dong hop tir dbi véi thé dot bién alen ciia gen ma héa protein twong tu xyclin
SDS. Vat lidu nhan gidng cua thyc vat di hop tir hodc dong hop tir dbi v6i mot alen
dot bién ciia gen mé hoa protein twong tw xyclin SDS, trong d6 vat liéu nhan gidng
nay thu duoc/cé thé thu duge tir thue vat c6 ngudn gbc tlr qua trinh lai chéo ctia mot
thuc vat thu duogc tr hat co s6 ndp luu NCIMB 42532 véi mot thuc vat khac cling

duoc bao ham trong sang ché.

Trong ban mo ta nay, thudt nglt “vat liéu nhan gidng” bao gdm cac thanh phan
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ctia thue va ma thich hop dé nhan gidng thé hé con nhd sinh san sinh dudng (v6 tinh)
hoic sinh san thé hé (hitu tinh, gi6i tinh). Thich hgp dé sinh san sinh dudng 1a, vi du,
cac doan cat, mé in vitro, té bao, thé nguyén sinh, dich nu6i céy phoi hodc thé san, cac
phwong phép vi nhan giéng, than ré hoic ci. Céc vat liéu nhan gidng khac bao gdm,
vi du, qua, hat, céy giéng con, di hop ti dbi v6i mot alen dot bién cua gen ma hoda
protein tuong ty xyclin SDS v.v.. Theo mdt khia canh, vét liéu nhan gidng & dang
doan cit dugc nhan giéng, chéng han béng cach ghép vao mot than ré khac, hodc vt
liéu nudi cly md in vitro, dac biét 1a dich nuoi cdy phoi. Pic biét duoc wu tién 1a vat
lieu nhan gidng & dang vat liéu nudi cly mé in vitro, cu thé 1a dich nudi ciy phoi in
vitro. Thuc vét dugc tao ra bang sinh san sinh dudng trong ban md ta nay con dugc dé
cap dén nhu 14 thue vat dugc nhan giéng sinh dudng. Dac biét 1a, thuc vat trong do
alen dot bién twong tu xyclin SDS c¢6 mit & dang dong hop tir tot hon 1a dwgc nhan

gidng sinh dudng (do qua ctia chiing khong c6 hat).

Mot phuong 4n nita cia sang ché dé cap dén cac phan cia thuc vat theo sang
ché, va/hoac cac phﬁn ctia thuc vat chtra t& bao thuc vét theo sang ché hoac cac ph?m
cta thuc vat c6 thé thu dugc/thu duge bfmg phuong phap theo sédng ché tao ra thuc vat
hodc cac phan cta thue vat c6 thé thu duge/thu duge bang phuong phap theo sang ché
bao gdbm budc dwa phan tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat hodc cac phan
ctia thuc vat c6 thé thu duge/thu dwogce tir thue vat tily ¥ ¢6 thé thu duge bang phuong
phap nhan gidng thuc vat tao ra qua khong hat theo sang ché. Mot phuong an duge
bao ham khac cua sang ché dé cap dén cac phén cta thuc vat c6 thé thu duoc/thu duge
tr hat dugc ndp luu dudi s6 truy cdp NCIMB 42532 (hodac tur thé hé con cta no), tbt
hon 14 cac phan cta thuc vat hodc thuc vat co thé thu duoc/thu duge tir hat duge ndp
Iuu dudi sb truy cap NCIMB 42532 (hoic tir thé hé con ctia n6) di hop tir hodc dong
hop tir d6i v6i thé dot bién alen ciia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS. Céc |
phén cua thuc vat cua thuc vat di hop tir hoac déng hop tir dbi voi mot alen dot bién
cia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS, trong do cic phén cua thuc vat thu
duoc/co thé thu duge tir thue vat ¢6 nguén géc tur viéc lai chéo mot thuc vat thu duogc

tr hat co sb ndp luu NCIMB 42532 v6i mot thuc vat khéc.

Mot phuong 4an khic nita cua sang ché dé cap dén phuong phép tao ra qua
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khong hat bao g@)m budc cho thuc vat theo sang ché sinh treong va’hodc cho thuc vat
chtra t& bao thuc vt theo sang ché sinh trudng hoac cho thuc vat co thé thu dugc/thu
duge bang phuwong phap tao ra thuc vat theo séng ché sinh truéng hodc cho qua cta
thue vat c6 thé thu dugc/thu duge bang phuong phap theo sang ché bao gém budc dua
phén tr axit nucleic ngoati lai vao té bao thuc vt sinh truong hodc cho thuc vit co thé
thu dwoc/thu dugc tir thue vat thy v thu dugce/cé thé thu duoc bang phuong phap nhan
gidng thuc vit tao ra qua khong hat theo sang ché sinh trudng trén dong ruéng hoic
trong nha kinh (ching han nha kinh, nha dng hodc nha Iuéi), cho phép thuc vat dugc
thu phén va thu hoach qua khong hat. Tbt hon 1a thuc vat duge sinh trudng trong
phuong phép tao qua khong hat theo sang ché 1a ddng hop tir d6i v6i mot alen dot bién

clia gen ma hoéa protein twong tu xyclin SDS.

B4t ngd da phat hién ra rang viéc thu phén thuc vét chira alen dot bién ctia gen
ma hoéa protein twong ty xyclin SDS & trang thai ddng hop tir voi phan hoa tir mot
thue vat khac s€ tao ra thuc vat tao qua khong hat. Khong dit khoat néu dau nhuy cua
thue vét 1a dong hop tir ddi véi mot alen dot bién clia gen ma héa protein twong tu
xyclin SDS duoc thu phin bang phan hoa chira alen dot bién cta gen mi hoa protein
tuong ty xyclin SDS hodc bang phan hoa chira alen kiéu dai ctia gen ma hoéa protein
twong tu xyclin SDS. Trong truong hop bét ky, khong phu thudc vao kiéu gen cua
phén hoa, cdy duc 1A ddng hop tir d6i v6i mot alen dot bién ctia gen ma hoa protein
tuong tu xyclin SDS sg& tao ra qua khong hat. Tham chi khi dugc thu phan chéo bang
phén hoa tir thue vat kiéu dai, thuc vat theo sang ché déng hop tur ddi voi mot alen dot
bién cuia gen ma héa protein tuong tw xyclin SDS s& tao ra qua khong hat. Vi vdy, khi

tréng thuc vat theo sang ché, trong moi truong hop s€ thu duge qua khong hat.

“Nha kinh” trong ban mo ta nay s€ duoc hiéu c6 nghia 1 tda nha hodc gian nha
duoc ding dé cho thuc vat sinh truéng ma c6 mdi va tuong lam bang vat liéu trong
subt bao gff)m kinh, nhua, polyetylen, gaze, lu6i hoac vat liéu twong tu. Nha kinh c6
thé c6 hodc khong c6 cac thiét bi cong nghé dé gia nhiét, lam mat, che néng, trdi nudc
tu dong, bon phan, diéu chinh ndng do cacbon dioxit v.v.. Nha kinh v6i loai thiét bi

cong nghé bt ky s& dugc bao ham béi thuat ngt “nha kinh” nhu duge str dung ¢ day.

Theo mdt phuong an khéc, sang ché @ cdp dén qua cua hoic c6 thé thu
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dugc/thu dugc tir thuc vat theo sang ché, va/hoic qua chura té bao thuc vat theo sang
ché hodc qua cta thuc vét c6 thé thu dugc/thu duge bang phuong phap theo sang ché
tao ra thuc vat hodac qua cua thyc vat co thé thu duogc/thu duge béng phuong phap theo
sang ché bao gdbm budc dwa phan tir axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat hoic
qua cua thuc vét co thé thu duoc/thu duge tir thue vat thu duge/cd thé thu duogc béng
phwong phép theo sang ché dé nhan giéng thuc vat tao ra qua khong hat hodc qua c6
thé thu dugc/thu duge bang phuwong phap theo sang ché dé tao ra qua khong hat. Mot
phuong 4n khéac nita duoc bao ham cla sang ché dé cap dén qua cua thuc vat co thé
thu dugc/thu duoc tir hat duge ndp luu dudi s6 truy cap NCIMB 42532 (hoac thé hé
con cua no), tdt hon 1a qué cua thuc vat co thé thu duoc/thu dugce tir hat dugc ndp luu
dudi sb truy cap NCIMB 42532 (hoac thé hé con cta né) di hop tir hozc dong hop tir
d6i voi thé dot bién alen ciia gen ma héa protein twong tw xyclin SDS. Qua di hop tit
hodc ddng hop tir dbi v6i mot alen dot bién ciia gen ma héa protein twong tu xyclin
SDS, trong d6 qua nay thu duge/cé thé thu duoc tir thuce vat ¢6 ngudn gdc tir viée lai
chéo mot thue vat thu duge tir hat ¢6 sb ndp lvu NCIMB 42532 véi mot thuc vat khac
cling duoc bao gdm trong sang ché. Qua nay c6 thé 1a di hop tir d6i voi mot alen dot
bién ctia gen ma hoéa protein tuong tur xyclin SDS va tao ra qua mang hat hodc c6 thé
1a ddng hop tir d6i véi alen ctia gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS va tao ra qua
khong hat. Qua di hop tir d6i v6i alen ciia gen mé hoa protein twong tu xyclin SDS ¢
thé duoc s dung dé nhén gidng thuc vat chira alen dot bién clia gen ma héa protein
tuong tu xyclin SDS. Tét hon 13, qua theo sang ché 1a déng hop tir d6i v6i mot alen
dot bién cua gen ma hoda protein tuong tu xyclin SDS va/hoac tao ra qua khong hat.
Qua khong hat vé logic khéng thich hop dé sinh truéng thuc vat tir nhitg qua nay. Vi
véy, theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén qua theo sang ché ma 13 qua khong hat
khong thich hop dé nhéan gidng hodc khéng thé nhan gidng hoic 12 qua khong nhan
gidng.

Mot phuong 4n khéc nita cia sang ché lién quan dén viéc sir dung phan tir axit

nucleic mi héa protein twong tw xyclin SDS duoc chon tir nhém gdm:

a) cac phan tir axit nucleic, ma hoa protein véi trinh tyr axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO 2 hodc SEQ ID NO 4 hoac SEQ ID NO 6 hoac SEQ ID NO
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12 hodac SEQ ID NO 19 hodc SEQ ID NO 20,

cac phan tir axit nucleic, ma hoa protein, trinh tu cia n6 ¢6 mirc ddng nhit
it nhat 1a 58% hoic it nhit 60%, tot hon 14 it nhat 70%, tot hon nita 1a it nhat
80%, tham chi t6t hon nita 1a it nhit 90% hozc dic biét tt hon 1a it nhat
95%v¢i trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO 2 hodc SEQ ID NO 4
hodc SEQ ID NO 6 hoac SEQ ID NO 12 hoac SEQ ID NO 19 hodc SEQ ID
NO 20;

cac phan tir axit nucleic, chira trinh tu nucleotit nhu dugc chi ra trong SEQ
ID NO 1 hodc SEQ ID NO 3 hoac SEQ ID NO 5 hodac SEQ ID NO 17 hodc
trinh tu bd tro;

céc phan tir axit nucleic, ma c6 mirc dong nhét it nhat 58% hodc it nhat
60%, t6t hon 14 it nhit 70%, t6t hon nita 1 it nhat 80%, tham chi tot hon nita 1
it nhat 90% hodc dic biét t6t hon 14 it nhat 95% véi trinh tu axit nucleic dugc
mo t4 & muc c);

cac phan tir axit nucleic, lai héa véi it nhat mot soi cua céc phan tir axit
nucleic duoc mé ta & muc a), b), ¢), hodc d) trong cac diéu kién nghiém ngit;

céé phan tir axit nucleic, trinh tu nucleotit ciia ching khac v6i trinh tu cua
cac phan tir axit nucleic dugc nhan biét trong cac diéu kién a) hodc b) do su suy
bién cta ma di truyén; va

cac phéan tr axit nucleic, ma la cac doan, bién thé alen va/hodc cac dan xuét
cua cac phan tr axit nucleic dugc nhan biét trong cac didu kién a), b), ¢) hodc

d)

dé san xuét thuc vat tao qua khong hat.

Theo mét phuong an dugce wu ti€n cda viéc st dung phan tir axit nucleic ma

hoéa protein trong ty xyclin SDS, phan tr axit nucleic ma hda protein twong tu xyclin
SDS nay dugc st dung dé tao ra thuc vat theo sang ché. Theo mot phuong an duoc
dic biét wu tién, viéc st dung phén tir axit nucleic ma hoa protein twong tu xyclin SDS

dugc str dung dé tao ra thuc vat tao qua khong hat theo sang ché.

Theo cac phuong an dugc wu tién khéac, phan tir axit nucleic ma hoa protein

tuong ty xyclin SDS dugc st dung dé san xuét phén thuc vat theo sang ché hoac qua
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theo sang ché.

Theo mot phuong an dugc wu tién hon nita, phan tir axit nucleic ma hoa protein
teong tu xyclin SDS duoc st dung trong phuong phép bét ky trong sb cac phuong
phép theo sang ché dugc boc 1 trong ban md ta nay. Cac phan tir axit nucleic ma hoa
protein twong tu xyclin SDS ¢6 thé duge sit dung ching han trong phuong phap theo
sang ché tao ra thuc vat hodc trong phuong phap theo sang ché bao gém budc dua
phan i axit nucleic ngoai lai vao té bao thuc vat hodc trong phwong phép theo séng
ché @ nhan gidng thuc vit tao ra qua khong hat theo sing ché hoic trong phuong

phép theo sang ché dé tao ra qua khong hat.

Theo mot phuong an dugc wu tién khac, phan tir axit nucleic ma héa protein
tuong tu xyclin SDS dugc sir dung dé nhan biét xem liéu thuc vat hoic té bao thuc vat
c6 chira alen dot bién cua gen mi hoa protein trong tu xyclin SDS hodgc liéu thuc vat
hoic té bao thuc vat c6 tong hop mARN dot bién ma héa protein twong tu xyclin SDS
hodc liéu thuc vat hoac té bao thuc vat co co6 hoat tinh protein tuong tu xyclin SDS
giam hay khong. Tét hon 13, phan tir axit nucleic ma hoa protein twong tw xyclin SDS
duoc st dung dé nhén biét xem liéu qua khong hat c6 tao ra thuc vat tao ra thuc vat
chtra alen dot bién cua gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS hay khong hodc liéu
thwe vét c6 tong hop mARN dot bién ma hoa protein twong tur xyclin SDS hay khong
hoac liéu thuc vat c6 c6 hoat tinh protein twong tu xyclin SDS gidm hay khong. Cach
nhén biét cac thuc vat nhu vay da duge mo ta trén day trong ban md ta nay va vi vay
¢6 thé duoc 4p dung & day.

Céc phuong 4n dugc wu tién lién quan dén céc phan tir axit nucleic ma héa
protein tuong tu xyclin SDS da dugc mo ta trén day va vi vay co thé ap dung cho viéc
sir dung theo sang ché.

Theo mot khia canh, phuong phép sang loc dé nhan biét va/hodc chon loc hat,
thuc vat hodc cac phan cia thuc vét hoic ADN tir nhitng hat, thuc vat hodc cac phéan
cuia thuc vat nay chtra alen dot bién ctia gen mé hoa protein twong tw xyclin SDS trong

bd gen clia ching dugc dé xuat.

Phuong phap nay bao gbm budc sang loc & mitc ADN, ARN (hodc cADN)
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hodc protein bang cach st dung cac phuong phép di biét, dé phat hién su c6 mit cua

alen dot bién. C6 nhiéu phwong phéap dé phat hién sy ¢6 mit ctia alen dot bién ctia gen.

Vi du néu c6 mot su khac biét nucleotit don 1¢ (hién twong da hinh nucleotit
don 1é - single nucleotit polymorphism, SNP) gitra alen kiéu dai va alen dot bién, thir
nghiém kiéu gen SNP c6 thé dugc st dung dé phéat hién xem liéu thuc vat hoac ph?‘in
thuc vat hoac té bao nay c6 chira nucleotit kiéu dai hodc nucleotit dot bién trong bo
gen cda no6 hay khong. Vi du SNP co thé dé dang dugc phat hién bang céach sir dung
thir nghiém KASP (xem trang web toan ciu kpbioscience.co.uk) hodc céc thir nghiém
kiéu gen SNP khac. D& phat trién thir nghiém KASP, vi du 70 cdp bazo nguge chiéu
va 70 cdp bazo xudi chiéu ctiia SNP ¢6 thé duoc lva chon va hai doan mdi thuan dac
hiéu alen va mdt doan mdi ngugc dic hiéu alen co thé dugc thiét ké. Xem tai lidu
Allen et al. 2011, Plant Biotechnology J. 9, 1086-1099 chéng han, dic biét 1a p097-
1098 vé phuong phap thir nghiém KASP.

Céc thu nghiém kiéu gen tuong tu khac co thé duoc st dung. Vi du, tht
nghiém kiéu gen TagMan SNP, thir nghiém néng chdy d6 phén giai cao (High
Resolution Melting - HRM), thir nghiém kiéu gen SNP (ching han Fluidigm,

Illumina, v.v..) hodc gidi trinh tw ADN c6 thé duoc st dung mot cach tuong tu.

Phan tich kiéu gen ctia cac cdy ludng bdi hodc cac phan cta thyuc vt (té bao, 14,
ADN, v.v.) co thé phan biét kiéu gen SNP, chéng han thuc vat hodc cac ph?m chira CC
ddi v6i nucleotit 1687 ciia SEQ ID NO: 1 (ddng hop tir d6i véi nucleotit kiéu dai) c6
thé duogc phan biét véi thuc vt hodc céac phén chira CT d6i vé6i nucleotit 1687 cua
SEQ ID NO: 1 (di hop tir d6i voi nucleotit dot bién) trong bd gen clia ching. Viéc
phan tich kiéu gen ciia thuc vat hodic cic phin clia thuc vét to bdi (té bao, 1, ADN,
V.V.) ¢O thé dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu dbi voi cac thue vat ludng bodi,
béng cach st dung vi du thir nghiém KASP dé phéan biét kiéu gen SNP, chéng han
thuc vat hoac cac phﬁn chita CCCC déi vé6i nucleotit 1687 cua SEQ ID NO: 1 (déng
hop tir déi v6i nucleotit kiéu dai) c6 thé dwgc phén biét voi thuc vat hodc céc phan
chira cac kiéu gen khéc d6i véi SNP, chéng han CCCA, CCAA, v.v. trong by gen cua
chung. Tuong ty 4p dung cho cac thyc vat tam bdi. Tuong tu ciing 4p dung cho cac

thuc vat da boi khac.
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Theo mot khia canh dugc wu tién, trong cac phuong phép nay, thuc vat, té bao
thuc vat va céc phﬁn cua thuc vat néu trén ma chua it nhat mot ban sao cta alen dot
bién ctia gen ma hoa protein twong tw xyclin SDS, 1a ciy dua héu, dac biét 1a dua hau

duoc trf“mg trot, chéng han dua hu duoc tréng ludng boi, t bdi hodc tam boi.

Cay dua héu c6 thé 1a cac dong gy gidng hodc cac gidng. Alen dot bién clia
gen mé hoa protein tuong tu xyclin SDS ¢6 thé duge tao ra trong, hodc duge dua vao
trong (chéng han tir hat dugc ndp Iuu dudi tén NCIMB42532 hoéc thé hé con cua no),
cay dua hiu duogc tréng bét ky dé tao ra cac dong hodc cac gidng chira alen dot bién
clia protein tuong tu SDS, t6t hon 1a & dang ddng hop tir. Dua hdu dugc trong tao ra
cac kich thuéc qua da dang (ching han rit nho, nhu dwgc mod ta trong
W02012069539, chéng han nhé hon 0,9 kg hodc tham chi bﬁng hodc nhé hon 0,65
kg; kich thudc riéng bang khoang 3-7 pao, nghia la khoing 1,4 dén 3,2 kg; kich thudc
wép lanh bang khoang 6-12 pao, nghia la khoang 2,7 dén 5,5 kg; va kich thuéc 16n
hon 1én dén 35 pao, nghia la khoang 15,9 kg), mau thit qua, va hinh dang qua va véi
cac mau vé qua khéac nhau. Vi vay, thé dot bién alen c6 thé dugc dua vao dua héu
duoc trff)ng dé tao ra hinh dang qua bét ky (chéng han thon dai, bau duc, bau duc thon
dai, hinh khéi, hinh khéi thon daid, hinh ciu hodc hinh tron), bé mat qua (ching han
vét nhan, nhén), mau thit qua (chéng han d0, d6 sdm, do twoi, dé san ho, cam, hff)ng
cam hodc hong, vang, vang hoang yén hoic tring), mau vo qua (ching han xanh 14
cdy nhat; xanh 14 cay sdm; soc xanh 14 cdy vdi cac soc nhd, trung binh hodc 16n; loai
xam; c6 hoic khéng c6 cic ddm; vang anh kim; vé qua kiéu Crimson, v6 qua kiéu
Jubilee; vo qua kiéu Allsweet; den/xanh 14 cdy sam), d6 diy vo qua, do dai vo qua,
kiéu v6 qua (ching han c6 soc, khong soc, mang 1uéi), c4u truc thit qua / do chéc thit
qua, ham lugng lycopen va/hodc vitamin, ty 1€ duong/axit khac nhau, hwong thom qua
tuyét voi, v.v. bang cach nhan giéng. Xem tai liéu Guner and Wehner 2004, Hort
Science 39(6): 1175-1182, dac biét 1a cac trang 1180-1181 mo ta cac gen dbi voi cac
dic trung cua qua. Nhin chung, cic muc tiéu nhan gidng quan trong 1a chin sém, san
luong qua cao, chét lugng bén trong qua tdt (mau déu dep, ham luong duong cao, ty 1€
duong: axit thich hgp, hwong thom, ham lugng vitamin va lycopen cao, chu trac thit

qué chic, cdu trac thit qua khong xo, khong c6 cac khiém khuyét nhu rong & gira,
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chét hoai vo, thdi sau khi ra hoa hodc c6 cac duong khau hinh chir thap va c6 cac dac
tinh v qua t6t va sitc chiu dung tuyét voi). Qua dugce tao ra bang dong hodc giéng
nay t6t hon 12 qua c6 thé ban duoc trén thi truong. Theo mot khia canh, do duong
(brix) trung binh it nhét 13 6,0, 7,0, 8,0 hodc it nhat 9,0, tot hon 1a it nhét 10,0, t&t hon

nita 14 it nhét 11,0 hodc 16n hon.

Mau qua c6 thé 12 mau bat ky, nhu do, do sam, do tuoi, do san ho, cam, héng
cam, hdng, d6 hdng, vang, vang hoang yén hoic tring. T6t hon 12 mau thit qua 1a

dong nhat.
Thong tin ndp luu

Hat Citrullus lanatus ludng boi cua thuc vat phan tich cho mét alen dot bién
cta gen ma héa protein trong tuy xyclin SDS da dugc ndp luu béi Nunhems B.V. theo
hiép wéc Budapest dudi sb truy cdp NCIMB 42532 & NCIMB Ltd., Bucksburn
Aberdeen AB21 9YA, Scotland vao ngay 27 thang 1 nam 2016. Dé ndp luu hat, alen
cla gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS dugc goi 1a emb 1. Gidi phap Expert duoc

ap dung.

Hat da ndp luu duoc thu tir qua trinh lai chéo nguoc tu thu phén ctia mot thuc
vét dong hop tir dbi v6i alen dot bién embl v6i mot thue vat dong hop tir d6i v6i alen
kiéu dai emb!. Vi vay 25% hat ndp luu 1a ddng hop tir d6i véi alen dot bién embl va
tao ra qua khong hat, 50% 1a di hop tir d6i véi alen dot bién nay va 25% la dong hop

tir d6i voi alen kiéu dai, ma hoa protein twong tu xyclin SDS kiéu dai.

Viéc truy cap vao noi nop hwu 1a dé dang trong sudt thoi han cia don d6i véi

nhitng ngudi c6 quyén yéu cau nhu duge xac dinh boi Uy vién sang che va nhan hiéu.

Theo diéu 37 C.F.R. § 1.808(b), tit ca nhitng han ché dugc ap dit béi ngudi
ndp luu vé tinh sén c6 dé cong bd mot hoic nhiéu khoan muc ndp luu s€ bi loai bo
theo cach khong thé thay ddi ngay khi cdp bang bang cach cho phép truy cap vao ngan
hang n6p luu. Ngan hang ndp luu s€ duoc duy tri trong khoang thoi gian 30 ndm, hoac
5 nam sau 14n yéu cAu gin nhit, hodc trong toan bo thdi gian c6 hiéu luc cla bang tuy
thoi han nao dai hon, va s& bi thay thé néu no bi chét trong giai doan nay. Nguoi ndp

don khong tir b6 bit ky quyén nao dugc cip bang cho don sang ché nay hodc theo lujt
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bao vé gibng cdy trong (the Plant Variety Protection Act (7 USC 2321 et seq.)).

M0 ta trinh tu

SEQID NO 1:

SEQ ID NO 2:

SEQ ID NO 3:

SEQ ID NO 4:

SEQ ID NO 5:

SEQ ID NO 6:

SEQ ID NO 7:

SEQ ID NO 8:

SEQ ID NO 9:

Trinh tur bd gen ctia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS kiéu dai

tu Citrullus lanatus.

Trinh ty axit amin cta protein twong tu SDS tu Citrullus lanatus.
Trinh tu axit amin nay c6 ngudn gdc tir trinh ty mi héa ctia SEQ ID

NO 1.

Trinh tv mARN cia alen dot bién cua protein twong tw xyclin SDS tir

Citrullus lanatus.

Trinh tu axit amin cia alen dot bién cua protein tuong ty SDS. Trinh
tir axit amin c6 thé bat ngudn tir SEQ ID NO 3.

Trinh tur axit nucleic cia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS

kiéu dai tir Cucumis melo.

Trinh ty axit amin cda protein twong tu SDS tr Cucumis melo. Trinh
tur axit amin nay c6 thé bt nguén tr trinh ty ma hoa cia SEQ ID NO
5.

Trinh tu nhan tao duogc st dung lam doan mdi (A4532) trong PCR
va/hoac cac phan Ung trinh tu.

Trinh tu nhan tao duoc sit dung 1am doan mdi (A4533) trong PCR
va/hoac cac phan g trinh tu.

Trinh tu nhan tao dugc st dung lam doan mdi (A4534) trong PCR

va/hodc cac phan g trinh tu.

SEQ ID NO 10: Trinh tu nhan tao dugc st dung lam doan mdi (A4535) trong PCR

va/hoac cac phan ng trinh tu.

SEQ ID NO 11: Trinh tuy nhéan tao dwoc st dung lam doan mdi (A4538) trong PCR

va/hodc cac phan Ung trinh tu.

SEQ ID NO 12: Trinh ty axit amin cua protein twong tu SDS tu Cucumis sativus.
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SEQ ID NO 13: trinh tu ctia mau 114 va 115 cta Fig. 2
SEQ ID NO 14: trinh ty ctia mau 114 va 115 cta Fig. 2
SEQ ID NO 15: trinh tu ctia mau 116 va 117 cta Fig. 2
SEQ ID NO 16: trinh tw ctia mau 116 va 117 cta Fig. 2

SEQ ID NO 17: Trinh tw cADN cuia gen dot bién twong tu xyclin SDSe & dua hiu
chira cac dot bién C thanh T & nucleotit 670 tao ra codon két thic &

nucleotit 670 dén 671

SEQ ID NO 18: protein dot bién twong ty xyclin SDS & dua hdu dugc ma héa boi
cADN ¢6 SEQ ID NO 17

SEQ ID NO 19: Trinh ty axit amin cua protein tuwong tu SDS kiéu dai tir Solanum
lycopersicum
SEQ ID NO 20: Trinh ty axit amin cla protein twong tu SDS kiéu dai tir Capsicum
annuum
Phuong phap chung
1. Phan 1ap ARN
Mo bau nhuy non dugc cit thanh cac miéng nho, duge 1am lanh trong nito 16ng
va dugce bao quan & —80°C cho dén khi st dung tiép. Céc miéng mo di 1am lanh dong
dwoc nghién thanh bot bing pit-tong va cdi trong nito 1ong dé gitt cho bot lanh dong.
100 mg bot duoc sir dung dé phéan 14p ARN tong bang cach st dung kit phan 1ap ARN
thue vat theo huéng din ciia nha san xuit (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen).
2. Diéu ché cADN
ARN duoc xtr ly bing ADNza (TURBOADN-free, Ambion) va 0,9ug ARN
duoc st dung dé phién ma dao theo huéng din ciia nha san xuit (iScript cADN
Synthesiskit, BioRad).
3. PCR dbi v6i cADN
PCR thuc hién trong tong thé tich 20pl dung dich dém (dung dich dém phéan
ung Phire, Thermo Fisher Scientific) chita 0,2mM dNTP’s, 0,4 ul Phire Hot Start II
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ADN Polymeraza (Thermo Fisher Scientific), 0,25uM mdi doan mdi va 0,4 ul hén
hop ¢cADN. Sau budc 1am bién tinh ban diu 30 phit & 90°C, 40 chu trinh gdm 10 gidy
0 98°C, 15 gidy ¢ 60°C va 30 gidy ¢ 72°C dugc thyc hién va phan tmg dugc hoan tt
voi 3 phut & 72°C.

4. Giai trinh tu

Kich thuéc san phdm PCR dugc phan tich bang cich st dung QIAxcel
Advanced System (Qiagen) va hon hgp phan tmg PCR dugc gui dén nha cung cép
dich vu dé giai trinh ty (BaseClear, NL).

Vi du thye hién sang ché
1. Phan 14p thé dot bién cua qua khong hat

Quén thé dot bién duoc thiét 1ap bang cach xir ly khoang 10.000 hat dwa hau tir
dong lai cing dong (WMZDO0048TYY, duoc viét tit 1a TYY trong phan duédi day)
bang EMS trong vai gid va sau d6 rira hat trong voi nuéc dang chay trong 30 phut.
Sau d6, hat dugc gitt w6t cho dén khi gieo trong dét. Thuc vat M1 duoc sinh trudng tir
hat da dugc sinh dot bién, dugc tu thu phén va hat (thé hé M2) duoc thu hoach. Tam
hat tir mdi cy trong 3000 ho M2 duoc gieo trong va ciy dot bién tao qua khong hat
duoc phan 14p. Mot trong sd nhitng cdy dot bién nay duoc goi 1a EMBI. Viéc nhan
gidng cua cdy dot bién EMBI1 duoc thuc hién bing cach ghép canh cua cdy dot bién
EMBI1 v6i than r& cta cdy dua hiu khong duoc sinh dot bién.

2. X4c nhan kiéu hinh quéa khéng hat

Cay dot bién EMB1 duoc lai chéo nguoc vai cay dua hau khong sinh dot bién
ban diu 1a TYY dong lai cing dong, bang cach sit dung phin hoa tir cdy dot bién
EMBI (thé hé BC1). 25% thuc vat duoc sinh trudng tir thé hé BC1 tu thu phan da tao
ra qua khong hat.

Phén hoa tir cdy dot bién EMBI ciing dugc st dung dé lai chéo véi cac cay dua
héu khac thudc dong lai gan dé tao ra qu?m thé 1ap ban d6. 25% thuc vat tu thu phan

ctia quan thé 1ap ban db tao ra qua khéng hat.

Két qua tir qu4 trinh lai chéo ngugc va lai chéo twong tng trong d6 phén hoa tir
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cay dot bién EMB1 duoc sir dung dé thu tinh cho cac dong lai gan khac da ching to 16
rang 12 phn hoa cia cdy dot bién EMBI 1a hitu thu.

Trong céc ciy dot bién EMBI lai chéo khac, ddng hop tir dbi vai alen dot bién
embl dugc ding lam cdy me va dugc thu phan véi phin tir cac dong con lai khéc.

100% thuc vat tir mdi qua trinh lai chéo nay tao ra qué khong hat.

Két qua thu duoc tir cac qua trinh lai chéo khéac nhau chi ra rang dot bién emb]
12 do mét alen lan duy nhit. Két qua nay ciing ching t6 rang kiéu hinh qua khong hat
duoc duy tri khi ph:?in hoa tir thuc vat tao hat dugc dung dé thu tinh cho cay dot bién
EMBI. Vi vay, kiéu hinh qua khong hat khong phai do phén hoa bét thuong cia thé
dot bién EMB1 ma 6 thé 1a do su khiém khuyét trong qua trinh phat trién phdi.

3. Nhan dang gen gay ra kiéu hinh qua khong hat

Quan thé 1ap ban d6 duoc thiét 1ap bang cach thu phén cac dong dua hiu lai
gén khac nhau v6i phan hoa tir cay dot bién EMBI1 duoc phan tich va dang da hinh
nhin don (single nuclear polymorphism - SNP) duoc phat hién trong trinh ty by gen
nhu duoc chi ra trong SEQ ID NO 1. SEQ ID NO 1 chi ra trinh ty cua alen kiéu dai.
Trong alen twong ung cuia cdy dot bién EMBI, nucleotit guanin (G) & vi tri s6 2185
trong SEQ ID NO 1 dugc thay thé bang adenin (A).

4. Phan tich mARN dugc phién ma tir alen embl

Nu hoa ¢6 cac kich thuéc khac nhau duge thu hoach tir cdy dugce tréng trén
ddng rudng. Cac mau sd 114 va 115 1a cc nu hoa tir cay thudc dong lai cing dong
ban dau, duoc goi 1a TYY, ma dugc sir dung dé sinh dot bién. Vi vay, TYY la cay
kiéu dai chira alen kiéu dai emb 1. Cac mau s6 115 va 116 1a cac nu hoa tlr cac cay dot
bién EMB1 tao qua khong hat chira alen dot bién embl. Téng quan vé kiéu hinh, vat

liéu dugc thu hoach va dugce phén tich theo s6 miu twong tmg dugc néu trong bang 1.
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S6 mAu | Tén mau thyc vat Mb dugce thu hoi Ki€u hinh
114 TYY (101) Nu hoa 1 mm Qua mang hat kiéu dai
115 TYY (102) Nu hoa 3-4 mm Qué mang hat kiéu dai
116 EMBI1 (103) Nu hoa 1 mm Qua khong hat
117 EMBI1 (104) Nu hoa 3-4 mm Qua khong hat

Béang 1

ARN dugc phén lép t nu hoa cua cac s6 mau khéac nhau. 700ng ARN ddi vai
mbi s6 mau duge sit dung dé phan tich cADN. Phan tng PCR béng cach sir dung doan
mdi A4532 (SEQ ID NO 7) va A4533 (SEQ ID NO 8) dugc thuc hién trén mdi mau
cADN thu dugc. Cac doan mdi dugc thiét ké dé khuéch dai mot phﬁn cua alen embl
ctia trinh ty ma hoéa duge chi ra trong SEQ ID NO 1. Cac san pham PCR dwgc phan
tich trén gel polyacrylamit dwgc chi ra trén Fig. 3. Tir Fig. 3 c6 thé dé dang suy ra
réng, cac mau sb 116 va 117 tao ra doan PCR ngén hon so véi tat ca cac mau khac.
Didu nay rd rang da chi ra ring mARN cua alen dot bién emb! chia su x6a doan

nucleotit so v6i alen kiéu dai twong tng trong cdc miu sb 114 va 115.
5. Phan tich trinh tu cADN cua alen embl1

cADN ciia cac mu sb 114, 115, 116 va 117 dwoc giai trinh ty bang céach sir
dung doan mdi A4532 nhu duoc chi ra trong SEQ ID NO 7, doan mdi A4538 nhu
duoc chi ra trong SEQ ID NO 11, doan mdi A4534 SEQ ID NO 9 va doan mdi A4535
SEQ ID NO 10. Cac trinh tu thu duoc tir mbi mau sé 116 va 117 1a nhu duge chi ra
trong SEQ ID NO 3 & dang phan tit mARN. Céc trinh tu thu dugc tir méi mau sb 114
va 115 1a gidng hét trinh tw ma héa dugce chi ra trong SEQ ID NO 1. So sanh céc trinh
tu thu duoc tir cac mau s6 114, 115, 116 va 117 chira rr?lng céc trinh ty cua mdi mau
s6 116 va 117 c6 su x6a doan cua 16 nucleotit bao toan so v6i cac trinh tu cia mdi
mau s6 114 va 115. Ngoai ra, cac trinh tu cia mdi miu sé 116 va 117 c6 su dich
chuyén khung ma gy ra codon két thiic som trong trinh tw mi hoa, so véi c4c trinh tur
ctia mdi miu sb 114 va 115. Viéc sap thing hang cc phan trinh tu c6 lién quan dugc

chi ra trén Fig. 2.

Két luan réng, alen dot bién emb1 cua cac mau s6 116 va 117 dugce phién ma
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thanh mARN ma c6 su x6a doan, su dich chuyén khung trong khung doc va codon két
thic s6m so v6i mARN dugc phién mi tir alen kiéu dai cia mau s6 114 va 115. Ngoai
ra, tir Fig. 2 ¢6 thé dugc nhén thiy ring mARN duogc phién ma tir alen dot bién emb]
clia cac mau s6 116 va 117 ma hoa protein trong d6 8 axit amin thay ddi so véi protein

dugc ma hoa bédi mARN dugc phién ma tir alen kiéu dai cua cac miu s6 114 va 115.
6. Tao ra cay dua hiu dot bién khac

Viéc biét rd vé trinh tu gen twong tw xyclin SDS khién cho c6 thé tao ra cac
alen dot bién khac & gen twong tw SDS. Quin thé TILLING dugc sinh dot bién béi
EMS dugc sang loc véi cac doan mdi duoc thiét ké trén mot mién trong d6 dot bién
EMS c6 thé chuyén hoa codon ma hoa axit amin thanh codon két thc.

Mbi xudi: CGAAGAGAAAGGATTAGACGTTG (SEQ ID NO: 21)

Moi nguoc: TCTGAGCAGTCAGTATCAGACG (SEQ ID NO: 22)

Cay duoc nhan biét chira alen dot bién twong tw xyclin SDS. Alen da nhan biét
chira mot thay thé nucleotit duy nhét & nucleotit 1687 caa SEQ ID NO: 1, tao thanh
codon két thuc. Vi vay, thé dot bién alen ma hoéa protein tuong ty xyclin SDS da bi cat
cut chi bao gém cac axit amin tr 1 dén 223 cua protein kiéu dai c6 SEQ ID NO: 2.
cADN cua thé dot bién alen dugc dé xuat trong SEQ ID NO: 17 va protein bi cét cut
dugc ma hoa boi thé dot bién alen dugce dé xuét trong SEQ ID NO: 18.
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YEU CAU BAO HO

1. Té bao cay dua hiu, dic trung & chd té bao cdy nay chira alen dot bién ciia gen ma
hoéa protein twong tu xyclin SDS, trong d6 alen dot bién nay chira dot bién trong mot
hodc nhidu trinh tu diéu tiét dAn dén su biéu hién gen giam voi san phim phién ma
giam di it nhat 70% hoac khong c6 su biéu hién gen so véi alen kiéu dai twong tng,
hodc trong d6 alen dot bién nay ma hoéa protein bao gém su khuyét doan, su cét cut,
cai xen hodc thay thé cia mot hoic nhiéu axit amin, so véi protein dugc ma hoa boi
alen kiéu dai, dan dén su giam chirc ning hodc mét chirc ning clia protein twong tu
xyclin SDS va trong d6 ciy dwa hau chura té bao cdy nay tao ra qua khong hat nho thy
phén khi alen d6t bién nay ¢ dang dong hop ti,

trong do6 protein twong ty xyclin SDS cia alen kiéu dai dwgc ma héa boi cac
phan tir axit nucleic dugc chon tir nhom gém:

a) cac phan tir axit nucleic, ma hoa protein voi trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO 2;

b) cac phan tir axit nucleic, ma hoa protein, trinh tw cua n6 c6 mirc ddng nhat it
nhit 90% vdi trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO 2;

¢) cac phan tir axit nucleic, chira trinh tu nucleotit nhu duoc chi ra trong SEQ
ID NO 1 hodc trinh tu bd trg ciia né;

d) cac phan tir axit nucleic, c6 mirc ddng nhét it nhit 90% véi trinh tu axit
nucleic dugc mo ta ¢ ¢); va

¢) cac phén tir axit nucleic, trinh tu nucleotit cia né khac véi trinh ty cia cac
phéan tlr axit nucleic dugc xac dinh ¢ a) hodc b) do su suy bién ctia ma di truyén.

2. Té bao cdy dua hiu theo diém 1, trong d6 alen dot bién cua gen mi héa protein
tuong tu xyclin SDS ma hoa protein trong d6 mot hodc nhiéu axit amin dugc cai xen,
thay thé hodc khuyét doan trong mién xyclin_C va/hogc mién xyclin N bao toan ctia
protein hodc trong dé toan by hoac mot phan ciia mién xyclin C va/hodc mién

xyclin N bao toan khong c6 mat.

3. Cay dua héu chua té bao ciy dua hau theo diém 1 hoic 2.
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4. Hat ma tir d6 ciy dua hiu theo diém 3 ¢6 thé dugc sinh trudng.
5. Phuong phép chon loc cdy dua hiu bao gdm céc bude:

a) nhan biét cdy dua hiu c6 dot bién & alen ma héa gen ma héa protein twong tw
xyclin SDS trong do alen kiéu dai ctia gen nay ma héa protein twong ty xyclin SDS ¢
muc ddng nhét v& trinh tu it nhit 90% v6i SEQ ID NO 2, trong d6 alen dot bién &
budc a) chira dot bién trong mot hodc nhiéu trinh tu diéu tiét dan dén su biéu hién gen
giam v6i san phdm phién ma giam di it nhat 70% hodc khong c6 su biéu hién gen
hodc trong d6 alen dot bién ma hoa protein bao gém su khuyét doan, su cét cut, cai
xen hodc thay thé cua mot hoac nhiéu axit amin, so v6i protein dugc ma hoa bdi alen
kiéu dai, dn dén su giam chirc ning hodc mét chirc ning cia protein twong ty xyclin
SDS va tao ra qua khong hat nho thu phén khi alen dot bién & dang déng hop tir.

6. Phuong phap chon loc cdy dwa hau theo diém 5, con bao gdm cac budc:

b) xac dinh xem liéu cdy nay c6 hitu thu duc hay khong va li¢u cdy nay, hodc
cdy con dugc tao ra béng cach tu thu tinh, ¢6 tao ra qua khong hat hay khong va/hodc

¢) chon loc cdy chtra it nhat mot ban sao ciia alen dot bién & bude a).

7. Phuwong phap tao ra cdy dua hdu bao gébm céc budc:

a) dua dot bién vao quén thé thuc vat,

b) chon loc cdy hiru thu duc tao qua khong hat, va

¢) xac minh xem liéu thuc vat dugc chon loc & budce b) cd dot bién & alen ma
hoa gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS hay khong va chon loc cdy chira dot bién
nay, trong d6 alen kiéu dai ctia gen mi héa protein twong tu xyclin SDS ¢6 mirc dong

nhat vé trinh tu it nhat 90% véi SEQ ID NO 2.

8. Phuong phap tao ra cdy dua hiu theo diém 7, con bao gdbm budc
d) sinh truéng/trdng cac cay thu dugc & bude c).

9. Phwong phép tao ra ciy dwa hau bao gdm cac budc:

a) dua phan tir axit nucleic ngoai lai vao cdy dua héu, trong d6 phan tir axit

nucleic ngoai lai dugc chon tr nhdm gom:
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i) cdc phan tr ADN, ma hoa it nhit mot ARN ddi nghia, tao ra sw gidm biéu
hién cta gen ndi sinh ma hoa protein twong tu xyclin SDS ¢6 mirc ddng nhéit vé trinh

tu it nhat 90% voi SEQ ID NO 2;

ii) cac phan t¢t ADN, ma nho tidc dung dbng kim ham din dén sy giam biéu
hién cta gen ndi sinh ma hoa protein tuong tw xyclin SDS ¢6 mirc ddng nhéit vé trinh

tu it nhat 90% voi SEQ ID NO 2;

iii) cac phan tr ADN, ma hoa it nhét mot ribozym, phan tach san pham phién
ma cu thé cia gen nodi sinh ma hoa protein twong tw xyclin SDS ¢6 muc ddng nhét vé

trinh tu it nhat 90% véi SEQ ID NO 2;

iv) cac phan tir ADN, ddng thoi ma hoa it nhat mot ARN ddi nghia va it nhét
mdt ARN c6 nghia, trong d6 ARN dbi nghia dd néu va ARN c6 nghia da néu tao
thanh mot phan t¢ ARN sgi kép, gy ra su giam su biéu hién cua gen ndi sinh ma hoa
protein tuong ty xyclin SDS ¢6 mirc dong nhét vé trinh ty it nhat 90% véi SEQ ID NO
2 (cong nghe¢ ARNi);

v) cac phén tir axit nucleic dugc dua vao bang cach sinh dot bién in vivo, dan
dén sy dot bién hodc su cai xen mot trinh tu khac loai trong gen ndi sinh ma hoa
protein twong tu xyclin SDS ¢6 mtrc ddng nhét vé trinh tu it nhat 90% véi SEQ ID NO
2, trong d6 su dot bién hodc su cai xen gdy ra sy giam sy biéu hién cua gen ma hoa
protein tuong tw xyclin SDS hogc din dén sy tong hop cia protein twong tu xyclin
SDS bét hoat;

vi) cac phan t axit nucleic, ma hdéa khang thé, trong d6 khang thé nay dan dén
su giam hoat tinh ctia gen noi sinh ma héa protein twong tu xyclin SDS ¢6 mirc dong
nhit v& trinh tu it nhat 90% véi SEQ ID NO 2 do viée gin két gitra khang thé véi
protein ndi sinh tuong tu xyclin SDS,

vii) phan tr ADN, chira cidc gen nhdy, trong d6 su hop nhit ciia cic gen nhay
nay din dén sy dot bién hodc su cai xen trong gen ndi sinh ma hoa protein tuong tu
xyclin SDS ¢6 mirc ddng nhét vé trinh tu it nhit 90% v6i SEQ ID NO 2, ma né6 dan
dén su giam biéu hién cua gen ndi sinh ma hoa protein twong tu xyclin SDS, hodc dan

dén sy tong hop cua protein twong tu xyclin SDS bét hoat;
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viii) phan tir T-ADN, ma do sy cai xen trong gen ndi sinh ma hoa protein twong
tw xyclin SDS ¢6 mirc dong nhat vé trinh tu it nhit 90% véi SEQ ID NO 2, din dén su
giam biéu hién cua gen ndi sinh mi héa protein tuong tu xyclin SDS, hodc dan dén su

tbng hop ctia protein twong tw xyclin SDS bat hoat;

ix) cac phan tir axit nucleic ma héa endonucleaza it phan cit hoidc endonucleaza
it phan cit duoc thiét ké theo yéu cau, meganucleaza, TALEN hodc hé CRISPR/Cas,

va

b) chon loc cay httu thu duc trong d6 cay, hodc thé hé con cua cay duogc tao ra

bﬁng cach tu thu tinh, tao ra qua khong hat.
10. Phuong phép tao ra ciy dua hiu theo diém 9, con bao 26m cac buée:

¢) xac dinh xem liéu cay thu dugc & bude b) cé hoat tinh cta protein twong tu
xyclin SDS giam so véi cdy kiéu dai ma khong c6 cac phan ti axit nucleic ngoai lai

duoc hop nhat vao bo gen clia n6 hay khong, va/hoic
d) sinh trudng/trong cdy thu duoc & budc c).

11. Cay dua héu thu dugc bang phwong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 5
dén 10.

12. Doan cit hodc vat liéu nhan giéng sinh dudng ciia cdy dwa hiu chira té bao cay
dua hiu theo diém 1 hodc 2, hodc phan cia ciy dua héu theo diém 11, chira cac té bao
mang dot bién & alen ma hoa gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS hodc chira cac

té bao chira phan tr axit nucleic ngoai lai theo diém 9.

13. Vit li€u nhan giéng chira té bao cdy dua hiu theo diém 1 hodc 2 hoic vat liéu
nhan gidng c6 thé thu dugc tir cdy dua hiu theo diém 3 hodc diém 11 trong d6 vat liéu
nhan giéng nay chira té bao mang dot bién & alen ma hoa gen ma héa protein twong tu
xyclin SDS hodc vat liéu nhan giéng nay chira té bao chira phan ti axit nucleic ngoai

lai theo diém 9.

14. Qua chira té bao cay dua h4u theo diém 1 hodc 2 hodc qua co thé thu duoc tr cay
dua hiu theo diém 3 hodc 11 hoic qua co thé thu dugc tir vat liéu nhan giéng theo

diém 13.
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15. Cay dua h4u theo diém 3 hodc hat theo diém 4, trong d6 cay hodc hat da néu déng
hop tir di v6i mét alen dot bién ciia gen ma hoa protein twong tu xyclin SDS.

16. Phuong phap tao ra qua dua hau khong hat bao gbm budge trong cdy dwa hau theo
diém 15 va cho phép cdy dua hdu da néu thu phén va thu hoach qua khong hat.

17. Vat liéu nhén giéng theo diém 13, trong d6 vt liéu nhan gidng nay 1a cay da duoc
nhan gidng sinh dudng.

18. Céy dua hiu theo diém 3 hodc hat theo diém 4, trong d6 ciy hodc hat nay 1a cay
dwa hau ludng boi, tam boi hodc tir bi.

19. Té bao ciy dua hau theo diém 1, trong d6 alen dot bién ma hoéa protein, trong do it
nhét 25 axit amin bi mét tir diu tan cung N hodc dau tan cing C cia trinh tu axit amin
50 v6i protein twong tu xyclin SDS kiéu dai twong ting.

20. Té bao cay dwa hiu theo diém 1 chua alen dot bién ctia gen ma hoa protein twong
tu xyclin SDS, trong d6 alen dot bién nay ma hoéa protein cat cut khong chira cac axit
amin tir 358 dén 562 cua protein kiéu dai c6 SEQ ID NO: 2 hoic khong chira cac axit
amin tir 224 dén 562 cua protein kiéu dai ¢6 SEQ ID NO: 2.

21. Té bao cy dwa hau theo diém 1, trong d6 alen dot bién ma héa protein c6 SEQ ID

NO: 4 hoac ¢6 SEQ ID NO: 18.
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<220>
<221>
<222>

CDS

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

CDS
<400> 1

aaacattcat
atttattgat
atgtcaacac
gaataaattt
tggcaaccac
tatcaéaagt
atggcttcta
tgagcttata
aaaaaaaaaa
aattaaacaa
tattattgaa
aattatactt
tttggggata
atatttgaaa
tttaactaaa
ccctctceccaa

tccataactg

(3099)..(3265)

Intron
(3266)

.. (4324)

exon
(4325)

.. (4607)

(4325) ..(4604)

acttttgaag
tattttttaa
aaaattaatt
tcaagtattt
tcaaactgta
gtttaaatga
aatttaagat
attaaagaac
agaaataaaa
tttaggacat
atcactttta
aaaaatgtaa
tatccatttc
gtagaagact
taattattat
aaaaaaaaaa

ctctgcttte
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aaaattagta
atatttattg
tcatattatg
aattttaaaa
ttttaaaagc
aaataaaagt
ttatcaaatg
atcaatctca
aagaaaaaga
gtctagggag
aatatttcaa
aattaaatac
aaaatcactc
aaaatggaaa
tatttattag
aactcacttc

catcacgaaa

tattatttat
aattttttat
aattagaagt
ataagtcact
cattagtgtc
ttgaagacat
tatatggtat
tgacttatca
aaagaaaaac
tgattctaaa
atcttccaaa
taaattaatt
caaatatgaa
agaatataga
attagcacga
caattcacaa

ctcatcttca

atg aag tcc aag aag cca agg gca aat ccc aaa

-06-

ttatattata
aatataataa
agggaataag
tcaaaagaaa
tttattataa
ttc£tttcta
gtttggttca
attttttgta
attttgtaat
atagttaaat
cacaaaattt
tggagtgatt
tttcataaaa
ggtgaggggc
gaggaggtga
ttctcttttg

tcttcttcat

tttacagatt
aaatgtcgac
agtatgtttg
tataagtgtt
atacttttct
ggttaatcga
aaagagtttt
atgtgtattt
aggaccctac
ccacttttgt
attatataaa
taatatatgt
ttaaagttga
caaaatgata
cagtgaggga
cttcctaact

tcgaaca

ccc gaa tcc tac tct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1017

1065



Met

ccg
Pro

cgg
Arg

tct
Ser

agc
Ser
65

aac
Asn

ggt
Gly

gta
Val

tct
Ser

aag
Lys
145

atc
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

gaa

Lys

ccg
Pro

att
Ile

acc
Thr
50

tcc
Ser

gcg
Ala

tcg
Ser

999
Gly

gga
Gly
130

att
Ile

gat
Asp

gtc
Val

gga
Gly

gag

Ser

aag
Lys

tct
Ser
35

acc
Thr

act
Thr

tgt
Cys

ggt
Gly

agt
Ser
115

gtt
Val

aga
Arg

caa
Gln

tcg
Ser

gag
Glu
195

aaa

Lys

aag
Lys
20

cct
Pro

att
Ile

tcc
Ser

ttt
Phe

ggt
Gly
100

aat

Asn

gat
Asp

agt
Ser

gcg
Ala

tcg
Ser
180

tct
Ser

gga

Lys

aag
Lys

ttt
Phe

gct
Ala

ttc
Phe

gga
Gly

gtt
Val

gtg
Val

ttt
Phe

gat
Asp

gat
Asp
165

aag
Lys

tgc
Cys

tta

Pro

ctc
Leu

ttc
Phe

ttt
Phe

cac
His
70

ttc
Phe

aat
Asn

gaa
Glu

ggt
Gly

ttt
Phe
150

aat
Asn

ctt
Leu

gct
Ala

gac

Arg

cgt
Arg

tgc
Cys

gct
Ala
55

gca

Ala

cag
Gln

ttg
Leu

gtg
Val

gtt
Val
135

agg
Arg

gga
Gly

tgt
Cys

gag
Glu

gtt

Ala

tct
Ser

tcc
Ser
40

tct
Ser

ggc
Gly

agg
Arg

gat
Asp

tct
Ser
120

ctc

Leu

aga
Arg

gtt
Val

gaa
Glu

tct

Ser
200

gaa

38086

Asn Pro
10

cag ctt
Gln Leu
25

ttg gac
Leu Asp

tct tcc
Ser Ser

gga cct
Gly Pro

ccg aat
Pro Asn
90

gaa gtt
Glu Vval
105

gaa tcg
Glu Ser

gga cca
Gly Pro

act att
Thr Ile

gtg aag
Val Lys
170

aag gga
Lys Gly
185

atc ttc
Ile Phe

gaa aac

-97-

Lys

cca
Pro

tcc
Ser

ttt
Phe

gag
Glu
75

ttg

Leu

tcg
Ser

tct
Ser

agc
Ser

gac
Asp
155

ttt
Phe

gct
Ala

cag
Gln

aga

Pro

cgg
Arg

gat
Asp

gct
Ala
60

gtt
Val

cgg
Arg

aag
Lys

tgc
Cys

act
Thr
140

gaa
Glu

caa
Gln

gtg
Val

agc
Ser

cta

Glu

cgc
Arg

tcc
Ser
45

gcc
Ala

tct
Ser

aag
Lys

aag
Lys

gtt
Val
125

agc

Ser

aat
Asn

ttg
Leu

cca
Pro

gtt
Val
205

tgg

Ser

aga
Arg
30

cct
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

aga
Arg

gag
Glu
110
gaa

Glu

tcc
Ser

gaa
Glu

acg
Thr

ctc
Leu
190

tgt
Cys

gaa

Tyr
15

cgc
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

cag
Gln

cga
Arg
95

gtt
Val

tca
Ser

agg
Arg

gat
Asp

gat
Asp
175

act
Thr

tcg
Ser

ttt

Ser

tct
Ser

cct
Pro

tcc
Ser

ctc
Leu
80

ttt
Phe

gga
Gly

aat
Asn

ttg
Leu

cca
Pro
160

gct
Ala

cct
Pro

ttc
Phe

cag

1113

1161

1209

1257

1305

1353

1401

1449

1497

1545

1593

1641

1689



Glu

tta
Leu
225

aag
Lys

tcg
Ser

tac
Tyr

acg
Thr

tcc
Ser
305

tca
Ser

aat
Asn

gta
Val

Glu
210

cca
Pro

tcg
Ser

gat
Asp

tct
Ser

tct
Ser
290

gga
Gly

aca
Thr

gcc
Ala

gat
Asp

Lys

gaa
Glu

gat
Asp

ctt
Leu

agc
Ser
275

gat
Asp

agc
Ser

ttt
Phe

tct
Ser

caa
Gln
355

Gly

cta
Leu

tcg
Ser

gct
Ala
260

cag
Gln

act
Thr

gaa
Glu

agc
Ser

cca
Pro
340

tct
Ser

Leu

ccg
Pro

acg
Thr
245

tgc
Cys

gcg
Ala

gac
Asp

ttt
Phe

atg
Met
325

gac
Asp

acg
Thr

Asp

aga
Arg
230

ata
Ile

acg
Thr

ttg
Leu

tgc
Cys

tca
Ser
310

ttg

Leu

atc
Ile

Val
215

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

tcc
Ser

tca
Ser
295

gag
Glu

ctg
Leu

aga
Arg

38086

Glu Glu Asn

gag atc aat
Glu Ile Asn

cag tgg cct
Gln Trp Pro
250

caa ttc tct
Gln Phe Ser
265

gag ctt caa
Glu Leu Gln
280

gat tac act
Asp Tyr Thr

aaa tcg aac
Lys Ser Asn

cag tac aga
Gln Tyr Arg
330

act agc tcg
Thr Ser Ser
345

Arg

gaa
Glu
235

aat

Asn

tat

tca
Ser

cct
Pro

gac
Asp
315

cgc

Arg

tct
Ser

Leu
220

act
Thr

agc
Ser

gag
Glu

aca
Thr

tca
Ser
300

gac

Asp

gac
Asp

att
Ile

Trp

ttc
Phe

ttg
Leu

aat
Asn

att
Ile
285

att

Ile

gca
Ala

ttt
Phe

gaa
Glu

Glu

act
Thr

aag
Lys

gtt
Val
270

cta
Leu

ttt
Phe

gct
Ala

cta
Leu

gaa
Glu
350

Phe

gtt
Val

ttt
Phe
255

tcg
Ser

ttg
Leu

ttg
Leu

cct
Pro

aac
Asn
335

gag
Glu

Gln

tcg
Ser
240

gaa
Glu

gaa
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

tcg
Ser
320

tta

Leu

aaa
Lys

gtaattcgct atcttcatgc ttccttgacg tttcatttge

aacaaacctg aagctaatca aacaactata tatatatatt

att
Ile

aga
Arg

tat
Tyr
390

ttg
Leu

agt
Ser
375

cgg
Arg

aga
Arg
360

aga

Arg

tcc
Ser

ttt
Phe

gaa
Glu

aca
Thr

gaa
Glu

aga
Arg

acg
Thr

gaa
Glu

cgc
Arg

gat
Asp
395

ttg
Leu

caa
Gln
380

tat
Tyr

gac gat gaa
Asp Asp Glu
365

ttg att att
Leu Ile Ile

ggc gat ctc
Gly Asp Leu

-08-

gaa
Glu

cgc
Arg

att
Ile
400

atttgatttt aaattag

gcc
Ala

gac
Asp
385

ctc
Leu

tat
Tyr
370

tac

Tyr

cag
Gln

cta
Leu

gta
Val

caa
Gln

atg
Met

gag
Glu

cgg
Arg

ttc
Phe

gag
Glu

tca
Ser
405

1737

1785

1833

1881

1929

1977

2025

2073

2128

2185

2233

2281

2329
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aat gtg gtc caa tgg ata gtt gaa gtaagtcctt gataccaaac caccgtgttt
Asn Val Val Gln Trp Ile Val Glu

ctctcaataa
aatagcattg
tgactctcat
agttcccttg
atcccaacaa
actacttaaa
attctaacga
ttaactgatt
atcttaataa
gacattttct
ttcaaggaat

accaattggg

tcg
Ser
415

aga
Arg

gat
Asp

ctc
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

ctt
Leu

att
Ile

caa
Gln

aat
Asn

gaa
Glu

cag
Gln
465

tgtgcatctc agttttaact atataacaag tgttgttctt atctactgta acttcaactt
aacttcgtta gtatgatgaa tattgcttga aaacaaactg tatgccagtt ggtcttcttg

tttcgatcca agggagtgaa attgggtaag ttaggatcga atgctaagta gtactagaaa

410
ttcctgaatt
gtattctgag
atttcaattt
ccttatttgce
tgtgatttac
agccagcagt
atgaggcctg
tttcatttet
tagaatacag
taggaatact
acattcttta

tcaaattttt

tcc
Ser

aaa
Lys

ctt
Leu

agcatgagat
acattggaac
gcactgaatc
tatggaactt
taatgaaaat
ttatgatctt
ccaccagcac
tttcttactt
attcataacc
ccaatgtagt
tactattttt

tacattatgt

cat
His

cag
Gln

420

att
Ile
435

cag
Gln

ctg
Leu
450

ggc
Gly

tac
Tyr

tca
Ser

ctg
Leu

ata
Ile

agc
Ser

agc
Ser

aga
Arg

tgt
Cys

gca
Ala

tg
Trp

attttgctcc
tgtttagtgt
gctaattagt
tatccgacag
tacaaagtca
gcacctgtta
aacgcatctg
ctgcttgaat
gcgagatttg
tgcattttca
attccttttc

tgctttgttt

aca
Thr
425

gag
Glu

acg
Thr

ttc
Phe
440

ttc
Phe

gga
Gly

act
Thr

cta
Leu
455

ttg
Leu

-90-

ggttttccat
atcgaggtag
tcttaacatc
cgtacttttc
ttaccatgat
catctagttg
gcatcttgaa
atattttctg
tgcttattac
tcatctgttyg
tgcgttaata

tgttgaatga

ttt
Phe

tta
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

gct
Ala

gga
Gly

act
Thr

gcg
Ala

aga
Arg
460

tttcatcgtt
tttgaagcac
tcataaaatg
tgatttggct
catactttcc
ttataagctc
tcaactaagt
tttgttttte
tgtggatgtt
acgtttctag
cttgtcacca
tgcag cga

Arg

gtt
Val

acc
Thr
430

cac
His

aga
Arg
445

att
Ile

gaa
Glu

gtgacttttt ttctatcttt tgtctatttg

2383

2443

2503

2563

2623

2683

2743

2803

2863

2923

2983

3043

3101

3149

3197

3245

3295

3355

3415

3475



taataatcag
aaagttcaaa
atatatcgta
atacacacca
tatgttaaca
gacttgtata
ctttctcaaa
tgttaaataa
gctagctggt
gttftatttt
acagaagatc
gtttcttgcce
tggtgggaag
cattaacaat

ttatcttag g

aat
Asn

cga
Arg

gct
Ala
485

ttt
Phe

tgt
Cys
500

tat
Tyr

cta
Leu

tcc
Ser
515

gga
Gly

tac
Tyr

cat
His

aaa
Lys

att
Ile

gac
Asp

cca
Pro

aaagaattgt
gtgtcgagcc
ggtcctctta
cccgtacggt
attcatgtgc
tagaactcta
cttccttttg
ttgtgatttg
gggtctcgag
tgggcatttc
tgaagttgtt
aactgtttac
ggaaaaagtt
ttgaatétac

ttc

Phe
470

tac
Tyr

aag
Lys

aac
Asn

ttc
Phe

cct
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

ctg
Leu

ttt
Phe

tca
Ser

caa
Gln

38086

attaaagtaa
tgaaagcttt
tagcaattat
actgtagtcg
acagaagaga
agtcgagtca
tagccttcat
tttaattaaa
cttggtggat
agggtgcagc
ggcatggaat
aacttcttat
ttccecttteg
tgcgaataac

aaa
Lys

gct
Ala:

gcg
Ala

gag
Glu
490

att
Ile

act
Thr
505

gat
Asp

gca
Ala

520

tac
Tyr
535

aaa
Lys

gaa
Glu
550

caa
Gln

ctg
Leu

ata
Ile

tta
Leu

gag
Glu

aac
Asn

aag
Lys

ttgaatctaa
gcgtttacat
gtaacaaata
aatattgcca
cccgagaccce
aatgtaaaac
ttatctttga
tagagccttg
atatttataa
aaaggaatat
ggcttgttga
ggtacatctt
tgcatccatt

atgctttatt

gga
Gly

gct
Ala
475

gct
Ala

ctt
Leu

ctg
Leu

gtt
Val

gca
Ala

gct
Ala

gcg
Ala

cca
Pro

agt
Ser

caa
Gln
525

ctc
Leu

aaa
Lys
540

aga
Arg

tat
Tyr
555

ttt
Phe

gaa
Glu

-100-

tagtcttgaa
ggaccaaagt
atagccatac
taacactatc
accaagaaaa
aattcttttt
cttgcaattt
tgaattgaga
agctatgata
ccgtgtagag
agaagtctta
cctttgacta
ttcaataaac
taattttctt
aat

Asn
480

tcg
Ser

gac
Asp

tca
Ser

aaa
Lys

gac
Asp
495

atc
Ile

gtt
Val
510

gtc
Val

att
Ile

gtc
Val

cga
Arg

ctt
Leu

tat
Tyr

ctt
Leu

atc
Ile

gag
Glu

aag
Lys
560

tattttttct
aatgttgtga
attagtgtcg
tttcagttct
cattatcttt
cttctcttcet
acatgcaaaa
aggtatccaa
ggactgattt
agcaacacgt
aagttccatt
acttgaccat
tccttecgece
ttttﬁgaaaa

ttg
Leu

gag
Glu

gtc
Val

caa
Gln

ttg
Leu

gcg
Ala

gta
Val
530

gag
Glu

att
Ile

tat
Tyr
545

ctt
Leu

aaa
Lys

3535

3595

3655

3715

3775

3835

3895

3955

4015

4075

4135

4195

4255

4315

4364

4412

4460

4508

4556

4604
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taa agttttacaa aaacaccata atctaaatcc aattagattc aactgtaatg

taaagtacaa taataaaata catataccat aaggaaatgg

aattagatat
aacttgagga
gctattccca
attattttta
ttatcacaaa
ctactataac
ctatctgtgg
<210> 2

<211> 562
<212> PRT
<213>
<400> 2

Met Lys Ser

1

Pro Pro Lys

Ile Ser

35

Arg

Thr Thr

50

Ser

Ser Ser Thr

65

Asn Ala Cys

Gly Ser Gly

tcaatttata
aggtctcctg
ttaagtcaaa
ataatttatt
atccaaaacc
catgtaattt

tactatctca

Lys Lys

Lys
20

Lys

Pro Phe

Ile Ala

Ser Phe

Phe Gly

85

Gly Val

Pro

Leu

Phe

Phe

His

70

Phe

Asn

tattagttag
tcttctggaa
catgtaatga
tgtctaattc
aaaaacccca
ctttcaaaat

taacatctgg

Citrullus lanatus

Arg Ala

Ser

Arg

Ser
40

Cys

Ala
55

Ser
Ala Gly
Gln

Arg

Leu Asp

tgttgttaat
acccttccat
gtttactttt
attttctgta
tcacaatttt
ctacaaaaat

tgcattgtgg

Pro
10

Asn Lys

Gln
25

Leu Pro

Leu Asp Ser

Ser Ser Phe

Glu
75

Gly Pro

Asn Leu

90

Pro

Glu Val Ser

-101-

taggttatag
ctccctgaat
gcccaaaatt
ctttctcctt
gtctgaaccc
ggaaatcttt
agaaataaca

ctttgcagac

Pro Glu Ser

Arg Arg Arg

30

Ser Pro

45

Asp

Ala
60

Ala Ala

Val Ser Ser

Arg Lys Arg

Lys Lys Glu

tgtttgtttc
atttcttact
tcagccttcect
ctaattatta
acgaacttgc
ttgagaactg
cttatttaga

gcatgtca

Tyr Ser

15

Arg Ser

Ala Pro

Glu Ser

Gln Leu

80

Arg Phe

95

Val Gly

4657

4717

4777

4837

4897

4957

5017

5077

5135



Val

Ser

Lys

145

Ile

Asp

Cys

Glu

Leu

225

Lys

Ser

Tyr

Thr

Ser

Gly

Gly

130

Ile

Asp

Val

Gly

Glu

210

Pro

Ser

Asp

Ser

Ser

290

Gly

Ser

115

Val

Arg

Gln

Ser

Glu

195

Lys

Glu

Asp

Leu

Ser

275

Asp

Ser

100

Asn Val

Asp Phe

Ser Asp

Ala Asp

165

Ser Lys
180

Ser Cys

Gly Leu

Leu Pro

Ser Thr
245

Ala Cys

260

Gln Ala

Thr Asp

Glu Phe

Glu

Gly

Phe

150

Asn

Leu

Ala

Asp

Arg

230

Ile

Thr

Leu

Cys

Ser

Val

Val

135

Arg

Gly

Cys

Glu

Val

215

Asn

Glu

Glu

Ser

Ser

295

Glu

Ser

120

Leu

Arg

Val

Glu

Ser

200

Glu

Glu

Gln

Gln

Glu

280

Asp

Lys

38086

105

Glu

Gly

Thr

Val

Lys

185

Ile

Glu

Ile

Trp

Phe

265

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ile

Lys

170

Gly

Phe

Asn

Asn

Pro

250

Ser

Gln

Thr

Asn

-102-

Ser

Ser

Asp

155

Phe

Ala

Gln

Arg

Glu

235

Asn

Tyr

Ser

Pro

Asp

Cys

Thr

140

Glu

Gln

Val

Ser

Leu

220

Thr

Ser

Glu

Thr

Ser

300

Asp

Val

125

Ser

Asn

Leu

Pro

Val

205

Trp

Phe

Leu

Asn

Ile

285

Ile

Ala

110

Glu

Ser

Glu

Thr

Leu

190

Cys

Glu

Thr

Lys

Val

270

Leu

Phe

Ala

Ser

Arg

Asp

Asp

175

Thr

Ser

Phe

Val

Phe

255

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

Leu

Pro

160

Ala

Pro

Phe

Gln

Ser

240

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser



305

Ser

Asn

Val

Ala

Asp

385

Leu

Asp

Asp

Ile

Gln

465

Leu

Val

Leu

Thr

Ala

Asp

Tyr

370

Tyr

Gln

Ser

Gln

Leu

450

Ser

Glu

Gln

Ala

Phe

Ser

Gln

355

Leu

Val

Gln

Lys

Ile

435

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ser

Ser

Pro

340

Ser

Met

Glu

Arg

Leu

420

Leu

Ile

Ser

Arg

Cys

500

Leu

Met

325

Asp

Thr

Phe

Glu

Ser

405

His

Ser

Ala

Trp

Ala

485

Tyr

Gly

310

Leu

Ile

Ile

Arg

Tyr

390

Asn

Gln

Arg

Cys

Phe

470

Lys

Phe

Glu

Leu

Arg

Leu

Ser

375

Arg

Val

Glu

Gly

Leu

455

Tyr

Asn

Pro

Lys

Gln

Thr

Arg

360

Arg

Ser

Val

Thr

Phe

440

Thr

Leu

Phe

Ser

Gln

38086

Tyr Arg
330

Ser Ser
345

Phe Glu

Glu Arg

Thr Thr

Gln Trp
410

Thr Phe
425

Phe Lys

Leu Ala

Lys Ala

Ala Glu

490

Thr Ile
505

Asp Ala

-103-

315

Arg

Ser

Glu

Arg

Asp

395

Ile

Leu

Ala

Thr

Ala

475

Leu

Ala

Pro

Asp

Ile

Leu

Gln

380

Tyr

Val

Gly

Gly

Arg

460

Gly

Val

Ala

Ser

Phe

Glu

Asp

365

Leu

Gly

Glu

Val

Arg

445

Ile

Ala

Leu

Ala

Gln

Leu

Glu
350

Asp

Ile

Asp

Arg

Thr

430

His

Glu

Asp

Ser

Val

510

Arg

Asn

335

Glu

Glu

Ile

Leu

Ser

415

Leu

Leu

Glu

Ser

Asp

495

Val

Val

320

Leu

Lys

Glu

Arg

Ile

400

Arg

Leu

Gln

Asn

Asn

480

Lys

Ile

Ile



515

520

38086

525

Glu Val His Lys Tyr Lys Tyr Leu Leu Glu Arg Lys Leu Leu Tyr Leu

530

535

540

Tyr Ile Asp Pro Ile Glu Gln Ile Asn Lys Tyr Phe Glu Ile Glu Lys

545

Lys Leu
<210> 3
<211> 1673
<212> ARN
<213>

<220>

<223> Duoc
<220>

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

<221> CDS
<222> (1)..
<400> 3

Trinh tu nhdn tao

aug aag ucc
Met Lys Ser

1

ccg
Pro

cgg
Arg

ucu
Ser

agc
Ser
65

ccg
Pro

auu
Ile

acc
Thr
50

ucc
Ser

aag
Lys

ucu
Ser
35

acc
Thr

acu
Thr

550

gdy ra bdi do6t bién

(1673)

(1098)

aag
Lys

aag
Lys
20

ccu
Pro

auu
Ile

ucc
Ser

aag
Lys

aag
Lys

uuu
Phe

gcu
Ala

uuc
Phe

cca
Pro

cuc
Leu

uuc
Phe

uuu
Phe

cac
His
70

agg
Arg

cgu
Arg

ugc
Cys

gcu
Ala
55

gca
Ala

gca
Ala

ucu
Ser

ucc
Ser
40

ucu

Ser

ggc
Gly

aau
Asn

cag
Gln
25

uug
Leu

ucu
Ser

gga
Gly

ccc
Pro
10

cuu
Leu

gac
Asp

ucc
Ser

ccu
Pro

-104-

555

aaa
Lys

cca
Pro

ucc
Ser

uuu
Phe

gag
Glu
75

ccc
Pro

cgg
Arg

gau
Asp

gcu
Ala
60

guu
Val

gaa
Glu

cgc
Arg

ucc
Ser
45

gcc
Ala

ucu
Ser

ucc
Ser

aga
Arg
30

ccu
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

uac
Tyr
15

cgc

Arg

gcu
Ala

gaa
Glu

cag
Gln

560

ucu
Ser

ucu
Ser

ccu
Pro

ucc
Ser

cuc
Leu
80

48

96

144

192

240



aac
Asn

ggu
Gly

gua
Val

ucu
Ser

aag
Lys
145

auc
Ile

gau
Asp

ugu
Cys

gaa
Glu

uua
Leu
225

aag

Lys

ucg
Ser

uac
Tyr

gcg
Ala

ucg
Ser

999
Gly

gga
Gly
130

auu
Ile

gau
Asp

guc
Val

gga
Gly

gag
Glu
210

cca
Pro

ucg
Ser

gau
Asp

ucu
Ser

ugu
Cys

ggu
Gly

agu
Ser
115

guu
Val

aga
Arg

caa
Gln

ucg
Ser

gag
Glu
195

aaa
Lys

gaa
Glu

gau
Asp

cuu
Leu

agc
Ser
275

uuu
Phe

ggu
Gly
100

aau
Asn

gau
Asp

agu
Ser

gcg
Ala

ucg
Ser
180

ucu
Ser

gga
Gly

cua
Leu

ucg
Ser

gcu
Ala
260

cag
Gln

gga
Gly
85

guu
Val

gug
Val

uuu
Phe

gau
Asp

gau
Asp
165

aag
Lys

ugc
Cys

uua
Leu

ccg
Pro

acg
Thr
245

ugc

Cys

gcg
Ala

uuc
Phe

aau
Asn

gaa
Glu

ggu
Gly

uuu
Phe
150

aau
Asn

cuu
Leu

gcu
Ala

gac
Asp

aga
Arg
230

aua
Ile

acg
Thr

uug
Leu

cag
Gln

uug
Leu

gug
Val

guu
Val
135

agg
Arg

gga
Gly

ugu
Cys

gag
Glu

guu
Val
215

aau
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

ucc
Ser

agg
Arg

gau
Asp

ucu
Ser
120

cuc
Leu

aga
Arg

guu
Val

gaa
Glu

ucu
Ser
200

gaa
Glu

gag
Glu

cag
Gln

caa
Gln

gag
Glu
280

38086

ccg
Pro

gaa
Glu
105

gaa
Glu

gga
Gly

acu
Thr

gug
Val

aag
Lys
185

auc
Ile

gaa
Glu

auc
Ile

ugg
Trp

uuc
Phe
265

cuu
Leu

aau
Asn
90

guu
Val

ucg
Ser

cca
Pro

auu
Ile

aag
Lys
170

gga
Gly

uuc
Phe

aac
Asn

aau
Asn

ccu
Pro
250

ucu
Ser

caa
Gln

-105-

uug
Leu

ucg
Ser

ucu
Ser

agc
Ser

gac
Asp
155

uuu
Phe

gcu
Ala

cag
Gln

aga
Arg

gaa
Glu
235

aau
Asn

uau
Tyr

uca
Ser

cgg
Arg

aag
Lys

ugc
Cys

acu
Thr
140

gaa
Glu

caa
Gln

gug
Val

agc
Ser

cua
Leu
220

acu
Thr

agc
Ser

gag
Glu

aca
Thr

aag
Lys

aag
Lys

guu
vVal
125

agc
Ser

aau
Asn

uug
Leu

cca
Pro

guu
Val
205

ugg
Trp

uuc
Phe

uug
Leu

aau
Asn

auu
Ile
285

aga
Arg

gag
Glu
110

gaa
Glu

ucc
Ser

gaa
Glu

acg
Thr

cuc
Leu
190

ugu
Cys

gaa
Glu

acu
Thr

aag
Lys

guu
Val
270

cua
Leu

cga
Arg
95

guu
Val

uca
Ser

agg
Arg

gau
Asp

gau
Asp
175

acu
Thr

ucg
Ser

uuu
Phe

guu
Val

uuu
Phe
255

ucg
Ser

uug
Leu

uuu
Phe

gga
Gly

aau
Asn

uug
Leu

cca
Pro
160

gcu
Ala

ccu
Pro

uuc
Phe

cag
Gln

ucg
Ser
240

gaa

Glu

gaa
Glu

gag
Glu

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



38086

acg ucu gau acu gac ugc uca gau
Thr Ser Asp Thr Asp Cys Ser Asp
290 295

ucc gga agc gaa uuu uca gag aaa

Ser Gly Ser Glu Phe Ser Glu Lys

305 310

uca aca uuu agc aug uug cug cag

Ser Thr Phe Ser Met Leu Leu Gln

325
aau gcc ucu cca gac auc aga acu
Asn Ala Ser Pro Asp Ile Arg Thr
340

gua gau caa ucu acg aau ugg acg

Val Asp Gln Ser Thr Asn Trp Thr
355 360

uguucagaag uagagaaaga cgccaauuga

ccacaacgga uuauggcgau cucauucucc

uugaacgauc gagagauucc aaacuucauc

uggaccagau ucugagcaga ggauucuuca

uagcaugucu aacuuuggcg acuagaauug

ugaaagcugc uggagcugac ucgaauuugg

uucuuucaga caaaguccaa uuuuguuauu

ucuuggcguc ccuaggagaa aaacaagaug

aauacaaaua ccuguuagag agaaaacucc

uaaacaagua uuuugaaauc gagaagaaac

<210> 4

<211> 365

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>

<223> Céu truc tdéng hop

<400> 4

uac
Tyr

ucg
Ser

uac
Tyr

agc
Ser
345

aug
Met

acu
Thr

ccu
Pro

aac
Asn

gac
Asp
315

aga
Arg
330

cgc
Arg

ucu
Ser

ucg
Ser

aag
Lys

aag
Lys
uuauucgcga
agcaacgguc
aggagacgac
aagcuggaag
aagaaaauca
agaaucgagc
ucccuucaac
caccaaguca
uuuaucuuua

uuuaa

-106-

uca
Ser
300

auu
Ile

uuu
Phe

gac
Asp

gca
Ala

gcu
Ala

gac
Asp

uuu
Phe

cua
Leu

auu
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu
350
ccu uaa
Pro

auc

Ile

365

cuacguagag

aaaugugguc

auuuuuagga

acaccuucaa

gucauacagc

uaagaacuuu

uauugcagcu

acgagucauu

uauugaccca

uug
Leu

gaa
Glu

ccu
Pro

ucg
Ser
320

aac
Asn
335

uua
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

gaguaucggu
caauggauag
guuacccucc
auﬁcugggca
ugguucuacc
gcggagcugyg
gcgguuguca
gagguacaua

auugaacaaa

912

960

1008

1056

1098

1158

1218

1278

1338

1398

1458

1518

1578

1638

1673



Met

Pro

Arg

Ser

Ser

65

Asn

Gly

Val

Ser

Lys

145

Ile

Asp

Cys

Lys

Pro

Ile

Thr

50

Ser

Ala

Ser

Gly

Gly

130

Ile

Asp

Val

Gly

Ser
Lys
Ser
35

Thr
Thr
Cys
Gly
Ser
115
Val
Arg
Gln
Ser

Glu
195

Lys

Lys

20

Pro

Ile

Ser

Phe

Gly

100

Asn

Asp

Ser

Ala

Ser

180

Ser

Lys

Lys

Phe

Ala

Phe

Gly

85

Val

Val

Phe

Asp

Asp

165

Lys

Cys

Pro

Leu

Phe

Phe

His

70

Phe

Asn

Glu

Gly

Phe

150

Asn

Leu

Ala

Arg

Arg

Cys

Ala

55

Ala

Gln

Leu

Val

Val

135

Arg

Gly

Cys

Glu

Ala

Ser

Ser

40

Ser

Gly

Arg

Asp

Ser

120

Leu

Arg

Val

Glu

Ser
200

38086

Asn Pro
10

Gln Leu
25

Leu Asp

Ser Ser

Gly Pro

Pro Asn
90

Glu Val
105

Glu Ser
Gly Pro
Thr Ile
Val Lys

170

Lys Gly
185

Ile Phe

-107-

Lys

Pro

Ser

Phe

Glu

75

Leu

Ser

Ser

Ser

Asp

155

Phe

Ala

Gln

Pro

Arg

Asp

Ala

60

Val

Arg

Lys

Cys

Thr

140

Glu

Gln

Val

Ser

Glu

Arg

Ser

45

Ala

Ser

Lys

Lys

Val

125

Ser

Asn

Leu

Pro

Val
205

Ser

Arg

30

Pro

Ala

Ser

Arg

Glu

110

Glu

Ser

Glu

Thr

Leu

190

Cys

Tyr

15

Arg

Ala

Glu

Gln

Arg

95

Val

Ser

Arg

Asp

Asp

175

Thr

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

Leu

80

Phe

Gly

Asn

Leu

Pro

160

Ala

Pro

Phe



Glu Glu Lys Gly Leu
210

Leu Pro Glu Leu Pro

225

Lys Ser Asp Ser Thr

245

Ser Asp Leu Ala Cys

260

Tyr Ser Ser Gln Ala

275

Thr Ser Asp Thr Asp

290

Ser Gly Ser Glu Phe

305

Ser Thr Phe Ser Met

325

Asn Ala Ser Pro Asp

Val Asp

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

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>

340

Gln Ser Thr
355

5

2348

ADN

Cucumis melo

CDS
(192) ..(1925)

Asp

Arg

230

Ile

Thr

Leu

Cys

Ser

310

Leu

Ile

Asn

Val

215

Asn

Glu

Glu

Ser

Ser

295

Glu

Leu

Arg

Trp

Glu

Glu

Gln

Gln

Glu

280

Asp

Lys

Gln

Thr

Thr
360

GenBank/XM 008454203.1

38086

Glu Asn

Ile Asn

Trp Pro
250

Phe Ser
265

Leu Gln

Tyr Thr

Ser Asn

Tyr Arg

330

Ser Ser
345

Met Lys

-108-

Arg

Glu

235

Asn

Tyr

Ser

Pro

Asp

315

Arg

Ser

Lys

Leu

220

Thr

Ser

Glu

Thr

Ser

300

Asp

Asp

Ile

Pro

Trp

Phe

Leu

Asn

Ile

285

Ile

Ala

Phe

Glu

Ile
365

Glu

Thr

Lys

Val

270

Leu

Phe

Ala

Leu

Glu
350

Phe

Val

Phe

255

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

335

Glu

Gln

Ser

240

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser

320

Leu

Lys



38086

<309> 2014-06-25
<313> (1)..(2348)

<400> 5
aactgataaa aacattccaa attgagggat caaaatgata ttttacacga aaaggaggag 60
gagggtggga cccacttcga gagaaacctc aattcgaatt cacatttctc ccttcgette 120
tttaacttcc taactgctct gctttccatc acgaaactcc atcttcatct tcctccttaa 180
tcgcaaacac ¢ atg aaa tcc aag aaa cga agg cct aat ccc aac cct caa 230

Met Lys Ser Lys Lys Arg Arg Pro Asn Pro Asn Pro Gln

1 5 10
tcc ttc tct cca ccc aag aac aag aag ctc cgt tct cac ctt cca cgc 278
Ser Phe Ser Pro Pro Lys Asn Lys Lys Leu Arg Ser His Leu Pro Arg

15 20 25
cgc aaa cgc ccg agg att tca cct ttt ctc tgce tct aat ttg gtt tcc 326
Arg Lys Arg Pro Arg Ile Ser Pro Phe Leu Cys Ser Asn Leu Val Ser
30 35 40 45
cat tcc ccc gect ccc tec acc acc ttt get ttg gect geec gca gaa tcc 374
His Ser Pro Ala Pro Ser Thr Thr Phe Ala Leu Ala Ala Ala Glu Ser
50 55 60

acc tcc act tcc ttc tac aca tcc cga cct gac gtt tct agc cac ctc 422
Thr Ser Thr Ser Phe Tyr Thr Ser Arg Pro Asp Val Ser Ser His Leu

65 70 75
agc gct ccc aat ttc agg aag aga cga ttt gat tcc aag aag gag gtt 470
Ser Ala Pro Asn Phe Arg Lys Arg Arg Phe Asp Ser Lys Lys Glu Val

80 85 90
gga gta.ggg agt aat gtg gaa gtg tct gaa tct tct tgt gtt gaa tct 518
Gly Val Gly Ser Asn Val Glu Val Ser Glu Ser Ser Cys Val Glu Ser
95 100 105
aat tct gga gtt gat ttt ggt gtt tcc gga cca agc act act tcg aag 566
Asn Ser Gly Val Asp Phe Gly Val Ser Gly Pro Ser Thr Thr Ser Lys
110 115 120 125
tta aag aat agg agt agt ttt agg aca act att aac gga aat gaa gat 614
Leu Lys Asn Arg Ser Ser Phe Arg Thr Thr Ile Asn Gly Asn Glu Asp
130 135 140

caa att gat cca gcg gag aat gga gtt gag aag ttc gaa ttc acg gat 662
Gln Ile Asp Pro Ala Glu Asn Gly Val Glu Lys Phe Glu Phe Thr Asp

145 150 155
gtt gat gtc tcg tcg aag ctt tgt gga aag gaa gct gtg gta ctc act 710

Val Asp Val Ser Ser Lys Leu Cys Gly Lys Glu Ala Val Val Leu Thr

-109-



tct
Ser

ttc
Phe
190

cag
Gln

tcg
Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

act
Thr
270

tcc
Ser

tcg
Ser

aat
Asn

gta
Val

gcc
Ala
350

gac
Asp

tgt
Cys
175

gaa
Glu

tta
Leu

aag
Lys

tcg
Ser

tac
Tyr
255

tct
Ser

gga
Gly

aca
Thr

tcc
Ser

gat
Asp
335

tat
Tyr

tac
Tyr

160

gta
Val

gag
Glu

cct
Pro

tcg
Ser

gat
Asp
240

tct
Ser

gat
Asp

agc
Ser

ttt
Phe

tct
Ser
320

caa
Gln

cga
Arg

ata
Ile

gag
Glu

aaa
Lys

gag
Glu

gat
Asp
225

ctt
Leu

agc
Ser

gag
Glu

gaa
Glu

aga
Arg
305

cca
Pro

tct
Ser

atg
Met

gag
Glu

tct
Ser

cga
Arg

cta
Leu
210

tcg
Ser

gct
Ala

cag
Gln

tac
Tyr

ttt
Phe
290

atg
Met

gac
Asp

acg
Thr

ttc
Phe

gag
Glu

tgt
Cys

tta
Leu
195

ccg
Pro

acg
Thr

tgc
Cys

gcg
Ala

tgc
Cys
275

tca
Ser

ttg
Leu

atc
Ile

att
Ile

aga
Arg
355

tat
Tyr

gct
Ala
180

gaa
Glu

aga
Arg

ata
Ile

acg
Thr

ttg
Leu
260

tca
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu
340

aat
Asn

cga
Arg

165

gaa
Glu

gtt
Val

aat
Asn

gaa
Glu

gag
Glu
245

tcg
Ser

gat
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

act
Thr
325

aga

Arg

aga
Arg

tcc
Ser

38086

tct atc
Ser Ile

gaa gat
Glu Asp

gag att
Glu Ile
215

cag tgg
Gln Trp
230

caa ttc
Gln Phe

ctt cag
Leu Gln

tac act
Tyr Thr

tcg aac
Ser Asn
295

tac aga
Tyr Arg
310

agc tcg

Ser Ser

ttt gaa
Phe Glu

gaa aga
Glu Arg

aca acg
Thr Thr

-110-

ttt
Phe

aac
Asn
200

aat
Asn

cct
Pro

tct
Ser

tca
Ser

cca
Pro
280

gaa
Glu

cgc
Arg

cct
Pro

gaa
Glu

cgc
Arg
360

gat
Asp

cag
Gln
185

aga
Arg

gaa
Glu

ggc
Gly

tac
Tyr

act
Thr
265

tca
Ser

gac
Asp

gac
Asp

att
Ile

ttg
Leu
345

caa
Gln

tat
Tyr

170

agt
Ser

cta
Leu

act
Thr

agc
Ser

gat
Asp
250

att
Ile

att
Ile

gca
Ala

ttt
Phe

gaa
Glu
330

gac

Asp

ttg
Leu

ggc
Gly

gtt
Val

tag
Trp

ttc
Phe

ttg
Leu
235

gat
Asp

cta
Leu

ttc
Phe

gct
Ala

cta
Leu
315

gaa
Glu

gac
Asp

att
Ile

gat
Asp

tgt
Cys

gaa
Glu

act
Thr
220

aag
Lys

gtt
Val

ttg
Leu

ttg
Leu

cct
Pro
300

agc

Ser

gaa
Glu

gaa
Glu

att
Ile

ctc
Leu

ccg
Pro

ttt
Phe
205

gtt
Val

ttt
Phe

tcg
Ser

gag
Glu

gaa
Glu
285

tca
Ser

tta
Leu

aaa
Lys

gaa
Glu

cac
His
365

att
Ile

758

806

854

902

950

998

1046

1094

1142

1190

1238

1286

1334



ctt
Leu

gaa
Glu

gac
Asp

att
Ile
430

cag
Gln

acg
Thr

gtt
Val

ttc
Phe

aag
Lys
510

ttc

Phe

gaa
Glu

aca
Thr

tta
Leu

cag
Gln

aac
Asn

cag
Gln
415

cta
Leu

tca
Ser

tac
Tyr

ctt
Leu

tac
Tyr
495

aat
Asn

cct
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu

aag
Lys

caa
Gln

aaa
Lys
400

att
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr

aga
Arg

aag
Lys
480

ctg
Leu

ttc
Phe

tca
Ser

caa
Gln

aac
Asn
560

ctt
Leu

cgg
Arg

385

ctt
Leu

ctg
Leu

ata
Ile

agc
Ser

aga
Arg
465

ttc
Phe

aaa
Lys

gca
Ala

aca
Thr

gat
Asp
545

gac
Asp

tta
Leu

370

tca
Ser

cat
His

agc
Ser

gca
Ala

tgg
Trp
450

gca

Ala

cat
His

gct
Ala

gtg
Val

att
Ile
530

gca
Ala

gat
Asp

tga

aat
Asn

cag
Gln

aaa
Lys

tgt
Cys
435

tta
Leu

gaa
Glu

tgt
Cys

gct
Ala

ctc
Leu
515

gca
Ala

cca
Pro

ctg
Leu

atg
Met

gag
Glu

gga
Gly
420

cta
Leu

cag
Gln

gtt
Val

ttc
Phe

gga
Gly
500

gtt
Val

gct
Ala

agt
Ser

cct
Pro

gtc
Val

acg
Thr
405

ttc
Phe

act
Thr

caa
Gln

gtt
Val

ttg
Leu
485

gct
Ala

ctt
Leu

gca
Ala

caa
Gln

gaa
Glu
565

38086

375

caa tgg
Gln Trp
390

aca ttt
Thr Phe

ttc aaa
Phe Lys

ttg gcg
Leu Ala

agg aat
Arg Asn
455

ggc atg
Gly Met

470

cca act
Pro Thr

aac tca
Asn Ser

gca gac
Ala Asp

gtt gtc
vVal Vval
535

cga gtc
Arg Val
550

tgt atc
Cys Ile

ata
Ile

tta
Leu

gct
Ala

act
Thr
440

atc
Ile

gaa
Glu

gtt
Val

gat
Asp

aaa
Lys
520

atc
Ile

att
Ile

gag
Glu

gtt
Val

gga
Gly

gaa
Glu
425

aga
Arg

cat
His

tgg
Trp

tac
Tyr

ttg
Leu
505

gtc
Val

ttg
Leu

gag
Glu

agc
Ser

gaa
Glu

gtt
Val
410

agt
Ser

att
Ile

gta
Val

ctt
Leu

aac
Asn
490

gag
Glu

caa
Gln

gcg
Ala

aca
Thr

ttg
Leu
570

cga
Arg
395

acc
Thr

cgc
Arg

gaa
Glu

g99
Gly

gtt
Val
475

ttc
Phe

aat
Asn

ttt
Phe

tcc
Ser

cat
His
555

gag
Glu

380

tct
Ser

ctt
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

agc
Ser
460

gaa
Glu

ttg
Leu

cga
Arg

tgt
Cys

tta
Leu
540

gtc
Val

tag
Trp

aga
Arg

cta
Leu

caa
Gln

aat
Asn
445

aac
Asn

gaa
Glu

tgg
Trp

gct
Ala

tat
Tyr
525

gga
Gly

aga
Arg

cta
Leu

tggaagcatc aaatcctaac acagcaaaaa agaaagcaag

-111-

1382

1430

1478

1526

1574

1622

1670

1718

1766

1814

1862

1910

1965



38086

575
caattggtct ttttgacata ttcttgacca
agctcaccct ccgaaaccag ctatataggt
tctatcacca acagaatgaa aatttggttt
tgaatcagga cctagtcaag tccaaaacca
cataatttca tgtatttagt agtgttgaat
taatgactct atattcttca ccaaaacaaa
agcaattgaa gcttaaaatg taa
<210> 6
<211> 577
<212> PRT
<213> Cucumis melo
<400> 6
Met Lys Ser Lys Lys Arg Arg Pro
1 5
Pro Pro Lys Asn Lys Lys Leu Arg

20
Pro Arg Ile Ser Pro Phe Leu Cys
35 40

Ala Pro Ser Thr Thr Phe Ala Leu

50 55
Ser Phe Tyr Thr Ser Arg Pro Asp
65 70
Asn Phe Arg Lys Arg Arg Phe Asp

85
Ser Asn Val Glu Val Ser Glu Ser
100

cttaaacatc
aagacattca
ttcctttcaa
aatagtattt
tacaggatgt

caatggttac

Pro Asn

10

Asn

Ser His Leu

25

Ser Asn Leu

Ala Ala Ala

Val Ser

75

Ser

Ser Lys

90

Lys

Ser Val

105

Cys

-112-

atcttgaaca
tcaattcagt
attttattat
gatgttcatt
atgtaattga

gatgagattt

Pro Gln Ser

Pro Arg Arg

30

Val Ser His

45

Glu Thr

60

Ser

His Leu Ser

Glu Val Gly

Glu Asn

110

Ser

cagctagtga
tctcttctat
aacaagagat
tacatgcttt
tactcagacc

tcaatactcg

Phe
15

Ser

Lys Arg

Ser Pro

Ser Thr

Ala Pro

80

Val
95

Gly

Ser Gly

2025

2085

2145

2205

2265

2325

2348



Val

Arg

Pro

145

Ser

Glu

Lys

Glu

Asp

225

Leu

Ser

Glu

Glu

Arg
305

Asp

Ser

130

Ala

Ser

Ser

Arg

Leu

210

Ser

Ala

Gln

Tyr

Phe

290

Met

Phe

115

Ser

Glu

Lys

Cys

Leu

195

Pro

Thr

Cys

Ala

Cys

275

Ser

Leu

Gly

Phe

Asn

Leu

Ala

180

Glu

Arg

Ile

Thr

Leu

260

Ser

Glu

Leu

Val

Arg

Gly

Cys

165

Glu

Val

Asn

Glu

Glu

245

Ser

Asp

Lys

Gln

Ser

Thr

Val

150

Gly

Ser

Glu

Glu

Gln

230

Gln

Leu

Tyr

Ser

Tyr
310

Gly

Thr

135

Glu

Lys

Ile

Asp

Ile

215

Trp

Phe

Gln

Thr

Asn

295

Arg

Pro

120

Ile

Lys

Glu

Phe

Asn

200

Asn

Pro

Ser

Ser

Pro

280

Glu

Arg

38086

Ser Thr

Asn Gly

Phe Glu

Ala Val

170

Gln Ser

185

Arg Leu

Glu Thr

Gly Ser

Tyr Asp
250

Thr Ile
265
Ser Ile

Asp Ala

Asp Phe

-113-

Thr

Asn

Phe

155

Val

Val

Trp

Phe

Leu

235

Asp

Leu

Phe

Ala

Leu
315

Ser

Glu

140

Thr

Leu

Cys

Glu

Thr

220

Lys

Val

Leu

Leu

Pro

300

Ser

Lys

125

Asp

Asp

Thr

Pro

Phe

205

Val

Phe

Ser

Glu

Glu

285

Ser

Leu

Leu

Gln

Val

Ser

Phe

190

Gln

Ser

Glu

Glu

Thr

270

Ser

Ser

Asn

Lys

Ile

Asp

Cys

175

Glu

Leu

Lys

Ser

Tyr

255

Ser

Gly

Thr

Ser

Asn

Asp

Val

160

Val

Glu

Pro

Ser

Asp

240

Ser

Asp

Ser

Phe

Ser
320



Pro

Ser

Met

Glu

Arg

385

Leu

Leu

Ile

Ser

Arg

465

Phe

Lys

Ala

Asp

Thr

Phe

Glu

370

Ser

His

Ser

Ala

Trp

450

Ala

His

Ala

Val

Ile

Ile

Arg

355

Tyr

Asn

Gln

Lys

Cys

435

Leu

Glu

Cys

Ala

Leu
515

Arg

Leu

340

Asn

Arg

Met

Glu

Gly

420

Leu

Gln

Val

Phe

Gly

500

Val

Thr

325

Arg

Arg

Ser

Val

Thr

405

Phe

Thr

Gln

Val

Leu

485

Ala

Leu

Ser

Phe

Glu

Thr

Gln

390

Thr

Phe

Leu

Arg

Gly

470

Pro

Asn

Ala

Ser

Glu

Arg

Thr

375

Trp

Phe

Lys

Ala

Asn

455

Met

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

Arg

360

Asp

Ile

Leu

Ala

Thr

440

Ile

Glu

Val

Asp

Lys
520

38086

Ile

Leu

345

Gln

Val

Glu

425

Arg

His

Trp

Tyr

Leu

505

Val

Glu

330

Asp

Leu

Gly

Glu

Val

410

Ser

Ile

Val

Leu

Asn

490

Glu

Gln

-114-

Glu

Asp

Ile

Asp

Arg

395

Thr

Arg

Glu

Gly

Val

475

Phe

Asn

Phe

Glu

Glu

Ile

Leu

380

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

460

Glu

Leu

Arg

Cys

Lys

Glu

His

365

Ile

Arg

Leu

Gln

Asn

445

Asn

Glu

Trp

Ala

Tyr
525

Val

Ala

350

Asp

Leu

Glu

Asp

Ile

430

Gln

Thr

val

Phe

Lys

510

Phe

Asp

335

Tyr

Tyr

Gln

Asn

Gln

415

Leu

Ser

Tyr

Leu

Tyr

495

Asn

Pro

Gln

Arg

Ile

Gln

Lys

400

Ile

Gly

Tyr

Arg

Lys

480

Leu

Phe

Ser



38086

Thr Ile Ala Ala Ala Val Val Ile Leu Ala Ser Leu Gly Glu Lys Gln
530 535 540

Asp Ala Pro Ser Gln Arg Val Ile Glu Thr His Val Arg Thr Glu Asn
545 550 555 560

Asp Asp Leu Pro Glu Cys Ile Glu Ser Leu Glu Trp Leu Leu Lys Leu
565 570 575

Leu

<210> 7
<211> 38
<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 7
gtaaaacgac ggccagttgc ctctccagac atcagaac

<210> 8
<211> 38
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> boan mdi

<400> 8
caggaaacag ctatgaccaa tccgttgtgg accgatac

<210> 9
<211> 38
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 9
gtaaaacgac ggccagtgct ccttcgtcaa catttagc

-115-



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

<220>
<223>

<400>
caggaaacag ctatgacctt ggcgtctttc tctacttctg

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

<220>
<223>

<400>
caggaaacag ctatgaccct ggtccaggag ggtaactc

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

<400>

10
40
ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi

10

11
38
ADN

Trinh tu nhédn tao

boan

11

12
569
PRT

mdi

Cucumis sativus

12

Met Lys Ser

1

Pro

Pro

Pro

Ala

65

Ser

Pro

Leu

Pro

50

Gln

His

Lys

Ile

35

Ser

Ser

Leu

Lys

Asn

20

Leu

Thr

Thr

Asn

Lys

Lys

Pro

Thr

Ser

Pro

Arg

Lys

Phe

Phe

Thr

70

Leu

Arg

Leu

Phe

Ser

55

Ser

Asn

Pro

Arg

Cys

Phe

Phe

Phe

38086

Asn

Ser

25

Cys

Ala

Phe

Arg

Pro

10

Gln

Tyr

Ser

Pro

Lys

-116-

Lys

Leu

Leu

Ser

Thr

75

Thr

Pro

Pro

Asp

Ser

60

Gly

Arg

Gln

Arg

Ser

45

Ser

Pro

Phe

Ser

Arg

30

Asp

Phe

Glu

Asp

Phe

15

Lys

Ser

Thr

Val

Ser

Ser

Arg

Pro

Ala

Ser

80

Asn



Lys

Val

Thr

Ile

145

Lys

Ile

Asp

Ile

Trp

225

Phe

Gln

Pro

Glu

Glu

Glu

Ser

130

Asp

Gly

Phe

Asn

Asn

210

Pro

Ser

Ser

Ser

Asp

Val

Ser

115

Lys

Pro

Ala

Gln

Arg

195

Lys

Gly

Tyr

Thr

Ile

275

Ala

Gly

100

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

180

Leu

Thr

Ser

Asp

Ile

260

Phe

Ala

85

Val

Ser

Lys

Glu

Val

165

Val

Trp

Phe

Leu

Asp

245

Leu

Leu

Pro

Gly

Gly

Asn

Asn

150

Leu

Cys

Glu

Thr

Lys

230

Val

Leu

Glu

Thr

Ser

Leu

Arg

135

Gly

Thr

Ser

Phe

Val

215

Ile

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Asp

120

Arg

Val

Ser

Phe

Gln

200

Ser

Glu

Glu

Met

Gly

280

Thr

38086

90

Glu Gln
105

Phe Gly
Thr Ile
Asp Ala
Cys Val

170

Glu Glu
185

Leu Pro
Lys Ser
Ser Asp
Tyr Leu

250

Ser Asp
265

Ser Glu

Phe Thr

-117-

Val

Val

His

Ser

155

Glu

Lys

Glu

Asp

Ser

Ser

Gly

140

Ser

Ser

Gly

Leu

Ser
220

Leu Ala

235

Ser

Asp

Phe

Met

Gln

Cys

Ser

Leu

Glu

Gly

125

Asn

Lys

Cys

Leu

Gln

205

Thr

Cys

Pro

Ser

Glu

285

Leu

Ser

110

Pro

Glu

Leu

Ala

Glu

190

Lys

Ile

Thr

Leu

Asp

270

Lys

Gln

95

Ser

Ser

Asp

Cys

Glu

175

Val

Asn

Glu

Glu

Ser

255

Tyr

Ser

Tyr

Cys

Thr

Pro

Gly

160

Ser

Glu

Glu

Gln

Gln

240

Leu

Thr

Asn

Arg



Arg

305

Ile

Leu

Gln

Tyr

Val

385

Gly

Glu

Arg

His

Trp

465

Tyr

Leu

290

Glu

Glu

Asp

Leu

Gly

370

Glu

Val

Thr

Ile

Val

450

Leu

Asn

Glu

Phe

Glu

Asp

Ile

355

Asp

Arg

Thr

His

Glu

435

Gly

Val

Phe

Asn

Ile

Glu

Glu

340

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

420

Glu

Ser

Glu

Leu

Arg

Ser

Glu

325

Glu

Cys

Ile

Arg

Leu

405

Gln

Asn

Asn

Glu

Trp

485

Ala

Leu

310

Val

Ala

Asp

Leu

Glu

390

Asp

Ile

Gln

Thr

Val

470

Phe

Lys

295

Asn

Asp

Tyr

Tyr

Gln

375

Lys

Gin

Leu

Ser

Tyr

455

Leu

Tyr

Asn

Phe

Gln

Arg

Ile

360

Gln

Lys

Ile

Gly

Tyr

440

Arg

Lys

Leu

Phe

38086

Ser His

Ser Thr
330

Met Phe
345

Glu Glu
Arg Ser
Leu His
Leu Ser

410

Ile Ala
425

Ser Trp
Arg Ser
Phe His
Lys Ala

490

Ala Val

-118-

Ile

315

Ile

Arg

Tyr

Asn

Gln

395

Lys

Cys

Leu

Lys

Cys

475

Ala

Leu

300

Arg

Leu

Asn

Arg

Met

380

Glu

Gly

Leu

Gln

Val

460

Phe

Gly

Val

Thr

Arg

Arg

Ser

365

Val

Thr

Phe

Thr

Gln

445

Val

Leu

Ala

Leu

Ser

Phe

Glu

350

Thr

Gln

Thr

Phe

Leu

430

Arg

Gly

Pro

Asn

Ala

Ser

Glu

335

Arg

Thr

Trp

Phe

Lys

415

Ala

Asn

Met

Thr

Ser

495

Glu

Ser

320

Glu

Arg

Asp

Ile

Leu

400

Ala

Thr

Ile

Glu

Val

480

Asp

Lys



38086

500 505 510

Val Gln Phe Cys Tyr Phe Pro Ser Thr Ile Ala Ala Ala Val Val Ile
515 520 525

Leu Ala Ser Leu Gly Glu Lys Gln Asp Ala Pro Ser Glu Arg Val Ile
530 535 540

Glu Ile His Val Arg Thr Glu Asn Asp Asp Leu Pro Glu Cys Ile Glu
545 550 555 560

Ser Leu Glu Trp Leu Leu Lys Phe Leu
565

<210> 13

<211> 50
<212> ADN

<213> nhén tao

<220>
<223> trinh ty cta miu 114 va 115 cua Fig. 2

<400> 13
acgattttga gatttgaaga attggacgat gaagaagcct atctaatgtt

<210> 14
<211> 17
<212> PRT

<213> nhén tao

<220>
<223> trinh tu cta mdu 114 va 115 cua Fig. 2

<400> 14

Thr Ile Leu Arg Phe Glu Glu Leu Asp Asp Glu Glu Ala Tyr Leu Met

1 5 10 15
Phe

<210> 15

<211> 34

<212> ADN

-119-



38086

<213> mnhén tao

<220>
<223> trinh tu cua mdu 116 va 117 cua Fig. 2

<400> 15

acgaattgga cgatgaagaa gcctatctaa tgtt 34
<210> 16

<211> 9

<212> PRT

© <213> nhén tao

<220>
<223> trinh tu ctua mdu 116 va 117 cua Fig. 2

<400> 16

Thr Asn Trp Thr Met Lys Lys Pro Ile

1 5
<210> 17

<211> 1689

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>
<223> Citrullus lanatus - cADN ctia gen tuong tuw xyclin SDS ch@ta dét bién C
thanh T cta nucleotit 670 tao thanh codon két thuc

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(672)

<400> 17

atg aag tcc aag aag cca agg gca aat ccc aaa ccc gaa tcc tac tct 48
Met Lys Ser Lys Lys Pro Arg Ala Asn Pro Lys Pro Glu Ser Tyr Ser

1 5 10 15

ccg ccg aag aag aag ctc cgt tct cag ctt cca cgg cgc aga cgc tct 96
Pro Pro Lys Lys Lys Leu Arg Ser Gln Leu Pro Arg Arg Arg Arg Ser
20 25 30

cgg att tct cct ttt ttc tgc tcc ttg gac tcc gat tcc cct gect cct 144
Arg Ile Ser Pro Phe Phe Cys Ser Leu Asp Ser Asp Ser Pro Ala Pro
35 40 45

tct acc acc att gct ttt gct tct tct tecc ttt gct gecc gec gaa tcc 192
Ser Thr Thr Ile Ala Phe Ala Ser Ser Ser Phe Ala Ala Ala Glu Ser

-120-



50

act
Thr

tcc
Ser

agc
Ser
65

aac
Asn

tgt
Cys

gcg
Ala

tcg
Ser

ggt
Gly

ggt
Gly

gta
Val

agt
Ser
115

999
Gly

tct
Ser

gtt
Val

gga
Gly
130

att
Ile

aag
Lys
145

aga
Arg

atc
Ile

gat
Asp

caa
Gln

gat
Asp

gtc
Val

tcg
Ser

tgt
Cys

gga
Gly

gag
Glu
195

aaa
Lys

gaa
Glu

gag
Glu
210
ttaccagaac
acgatagaac
ttctcttatg

attctattgg

tccggaagceg

ttc
Phe

tcc
Ser

ttt
Phe

gga
Gly
85

gtt
Val

ggt
Gly
100

aat
Asn

gtg
Val

ttt
Phe

gat
Asp

agt
Ser

gat
Asp

cac
His
70

ttc
Phe

aat
Asn

gaa
Glu

ggt
Gly

ttt
Phe

38086

55

gca
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

agg
Arg

ttg
Leu

gat
Asp

tct
Ser
120

gtg
Val

ctc
Leu

gtt
Val
135

agg
Arg

aga
Arg

150

gat
Asp
165

gcg
Ala

tcg
Ser
180

aag
Lys

tct
Ser

tgc
Cys

tta
Leu

gga
Gly
taccgagaaa
agtggcctaa
agaatgtttc
agacgtctga

aattttcaga

aat
Asn

ctt
Leu

gct
Ala

gac
Asp

gtt
Val

gga
Gly

tgt
Cys

gaa
Glu

tct
Ser
200

gag
Glu

gtt gaa
Val Glu
215

tgagatcaat
tagcttgaag
ggaatactct

tactgactgc

gaaatcgaac

Val

cct
Pro

gga
Gly

gag
Glu
75

aat
Asn
90

ttg
Leu

ccg
Pro

gtt
Val

tcg
Ser

gaa
Glu
105

tct
Ser

tcg
Ser

gaa
Glu

cca
Pro

gga
Gly

agc
Ser

att
Ile

act
Thr

gac
Asp
155

ttt
Phe

gtg aag
Lys

170

aag
Lys
185

gct
Ala

gga
Gly

ttc
Phe

atc
Ile

cag
Gln

aac
Asn

gaa
Glu

aga
Arg
gaaactttca
tttgaatcgg
agccaggcgt
tcagattaca

gacgacgcag

-121-

60

tct
Ser

gtt
Val

agc
Ser

cgg
Arg

aag
Lys

aga
Arg

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
110

tgc
Cys

gtt
Val
125

gaa
Glu

tcc
Ser

act
Thr
140

agc
Ser

aat
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

caa
Gln

ttg
Leu

acg
Thr

ctc
Leu
190

cca
Pro

gtg
Val

gtt
Val
205

tgt
Cys

agc
Ser

cta
Leu
220

tgg
Trp

gaa
Glu
ctgtttcgaa
atcttgcttg
tgtccgagcet
ctccttcaat

ctccttegtce

ctc
Leu
80

cag
Gln

ttt
Phe

cga
Arg
95

gtt
Val

gga
Gly

aat
Asn

tca
Ser

ttg
Leu

agg
Arg

cca
Pro
160

gat
Asp

gat
Asp
175

gct
Ala

cct
Pro

act
Thr

ttc
Phe

tcg
Ser

ttt
Phe

tag

gtcggattcg
cacggagcaa
tcaatcaaca
ttttttggaa

aacatttagc

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

732

792

852

912

972



atgttgctgc
agctcgtcta
gacgatgaag
gactacgtag
tcaaatgtgg
acatttttag
agacaccttc
cagtcataca
gctaagaact
actattgcag
caacgagtca
tatattgacc
<210>
<211>

<212>
<213>

18
223
PRT
nhén

<220>
<223> Céau

<400> 18

Met Lys Ser
1

Pro Pro Lys

Ile Ser

35

Arg

Thr
50

Ser Thr

Ser Ser Thr

agtacagacg
ttgaagaaga
aagcctatct
aggagtatcg
tccaatggat
gagttaccct
aaattctggg
gctggttcta
ttgcggagct
ctgcggttgt
ttgaggtaca

caattgaaca

tao

tric
Lys

Lys

Lys
20

Lys
Pro Phe
Ile

Ala

Ser Phe

Pro

Leu

Phe

Phe

His

38086

cgactttcta
gaaagtagat
aatgttcaga
gtccacaacg
agttgaacga
cctggaccag
catagcatgt
cctgaaagct
ggttctttca
catcttggcg
taaatacaaa

aataaacaag

téng hop

Arg Ala

Ser

Arg

Ser
40

Cys

Ala
55

Ser

Ala Gly

aacttaaatg
caatctacga
agtagagaaa
gattatggcg
tcgagagatt
attctgagca
ctaactttgg
gctggagctg
gacaaagtcc
tccctaggag
tacctgttag

tattttgaaa

Pro
10

Asn Lys

Gln
25

Leu Pro

Leu Asp Ser

Ser Ser Phe

Gly Pro Glu

-122-

cctctccaga
ttttgagatt
gacgccaatt
atctcattct
ccaaacttca
gaggattctt
cgactagaat
actcgaattt
aattttgtta
aaaaacaaga
agagaaaact

tcgagaagaa

Pro Glu Ser

Arg Arg Arg

Ser Pro

45

Asp

Ala
60

Ala Ala

Val Ser Ser

catcagaact
tgaagaattg
gattattcgc
ccagcaacgg
tcaggagacg
caaagctgga
tgaagaaaat
ggagaatcga
tttcccttceca
tgcaccaagt
cctttatctt

actttaa

Tyr Ser

15

Arg Ser

Ala Pro

Glu Ser

Gln Leu

1032

1092

1152

1212

1272

1332

1392

1452

1512

1572

1632

1689



38086

65 70 75 80

Asn Ala Cys Phe Gly Phe Gln Arg Pro Asn Leu Arg Lys Arg Arg Phe
85 90 95

Gly Ser Gly Gly Val Asn Leu Asp Glu Val Ser Lys Lys Glu Val Gly
100 105 110

Val Gly Ser Asn Val Glu Val Ser Glu Ser Ser Cys Val Glu Ser Asn
115 120 125

Ser Gly Val Asp Phe Gly Val Leu Gly Pro Ser Thr Ser Ser Arg Leu
130 135 140

Lys Ile Arg Ser Asp Phe Arg Arg Thr Ile Asp Glu Asn Glu Asp Pro
145 150 155 160

Ile Asp Gln Ala Asp Asn Gly Val Val Lys Phe Gln Leu Thr Asp Ala
165 170 175

Asp Val Ser Ser Lys Leu Cys Glu Lys Gly Ala Val Pro Leu Thr Pro
180 185 190

Cys Gly Glu Ser Cys Ala Glu Ser Ile Phe Gln Ser Val Cys Ser Phe
195 200 205

Glu Glu Lys Gly Leu Asp Val Glu Glu Asn Arg Leu Trp Glu Phe

210 215 220
<210> 19
<211> 590

<212> PRT
<213> nhén tao

<220>
<223> Solanum lycopersicum

<400> 19

Met Lys Arg Lys Leu His Ala Glu Ala Val Gln Pro Ala Val Gln Gln
1 5 10 15

-123-



Pro

Pro

Ile

Lys

65

Glu

Asp

Asp

Val

Val

145

Ala

Val

Ser

Leu

Lys

Arg

Ala

50

Gly

Phe

Gln

Ser

Asp

130

Ile

Ser

Ala

Phe

Ser
210

Glu

Arg

35

Ala

Ser

Arg

Lys

Cys

115

Ile

Glu

Gly

Arg

Asn

195

vVal

Ile

20

Lys

Ser

Val

Arg

Lys

100

Ser

Ser

Gly

Gly

Ser

180

Ser

Gln

Leu

Arg

Ser

Asn

Ile

85

Asp

Glu

Arg

Thr

Phe

165

Arg

Val

Ser

Pro

Ser

Tyr

Lys

Thr

Ser

Val

Asp

Glu

150

Cys

Asn

Leu

Ile

Ala

His

Leu

55

Glu

Arg

Glu

Ile

Ile

135

Asp

Gly

Ala

Gln

Lys
215

Val

Ile

40

Thr

Val

Ala

Val

Gly

120

Val

Ser

Glu

Ala

Ser

200

Cys

38086

Lys Arg
25

Ser Pro
Ser Glu
Lys Lys
Tyr Phe

90

Glu Leu
105

Lys Ile
Ser Lys
Glu Val
Ser Ser

170

Lys Ile
185

Pro Ser

Ser Glu

-124-

Gln

Ile

Val

Arg

75

Arg

Ser

Ile

Arg

Ile

155

Ile

Glu

Asn

Leu

Leu

Ser

60

Glu

Lys

Glu

Lys

Asn

140

Ser

Ser

His

Ser

Arg
220

Arg

Arg

45

Arg

Ile

Lys

Cys

Ile

125

Arg

Arg

Gly

Glu

Lys

205

Ala

Ser

30

Ser

Gln

Glu

Leu

Ser

110

Glu

Asn

Phe

Glu

Asp

190

Cys

Ala

Lys

Phe

Ser

Gly

Leu

95

Cys

Asp

Ala

Leu

Asp

175

Val

Gly

Glu

Leu

Ser

Ser

Glu

80

Val

Val

Pro

Lys

Lys

160

Ala

Val

Asn

Glu



Val

225

Val

Cys

Ala

Asp

Phe

305

Leu

Gln

Thr

Asn

Cys

385

Met

Glu

Glu

Glu

Ser

Tyr

Ile

290

Ser

Phe

Ser

Gly

Arg

370

Ser

Val

Thr

Ser
Gln
Glu
Ser
275
Ser
Glu
Leu
Thr
Leu
355
Glu
Thr

His

Met

Glu

Ala

Asn

260

Glu

Asp

Lys

Arg

Pro

340

Glu

Arg

Thr

Trp

Phe
420

Val

His

245

Phe

Leu

Tyr

Ser

Phe

325

Ile

Asp

Arg

Asp

Ile

405

Leu

Ser

230

Glu

Ser

Gln

Ser

Asn

310

Gly

Asn

Glu

Gln

Tyr

390

Leu

Ser

Arg

Lys

Ile

Ser

Pro

295

Ala

Gln

Ser

Glu

Leu

375

Gly

Glu

Val

Val

Leu

Val

Glu

280

Ser

Asp

Gln

Ser

Asp

360

Asp

Gln

Asn

38086

Cys Pro

Val Glu
250

Asp Val
265

Ile Phe

Tyr Trp

Ala Ser

Phe Cys

330

Glu Asp
345

Glu Glu
Leu His
Leu Ile
Ala Thr

410

Leu Phe
425

-125-

Glu

235

Ala

Ser

Pro

Tyr

Pro

315

Arg

Gln

Ser

Asp

Val

395

Arg

Asp

Val

Glu

Asp

Glu

Asp

300

Ser

Ser

Ile

Tyr

Tyr

380

Gln

Lys

Arg

Glu
Leu
Asp
Ser
285
Ser
Pro
Thr
Ser
Arg
365
Ala
Gln

Asp

Phe

Leu

Asp

Tyr

270

Ser

Gly

Thr

Ala

Thr

350

Met

Glu

Arg

Leu

Leu
430

Ser

Leu

255

Ser

Asp

Ser

Phe

Ala

335

Glu

Ile

Glu

Leu

Gln

415

Ser

Ala

240

Glu

Ser

Ile

Gln

Thr

320

Leu

Phe

Arg

Tyr

Gln

400

Lys

Lys



Gly

Leu

Arg

465

Val

Phe

Thr

Ala.

Ser
545

Cys

Pro

Tyr

Thr

450

Gln

Val

Leu

Ala

Leu

530

Ala

His

Glu

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

<400>

Phe

435

Leu

Lys

Ala

Pro

Thr

515

Leu

Leu

Leu

Cys

20

560
PRT
Capsicum

20

Lys

Ala

Thr

Met

Thr

500

Glu

Gly

Val

Val

Ile
580

Met Lys Arg Asn

1

Thr

Val

Phe

Glu

485

Ile

Tyr

His

Ile

Thr

565

Lys

Lys
Arg
Ser
470
Trp
Tyr
Met
Glu
Leu
550

Lys

Ser

annuum

Arg

Ile

455

Val

Leu

Asn

Glu

His

535

Ala

Thr

Leu

Cys

440

Glu

Ala

Val

Phe

Lys

520

Leu

Leu

His

Glu

38086

Leu Gln

Glu Asn

Gly Thr

Gln Glu
490

Leu Trp
505

Thr Ala

Cys Tyr

Ser Ala

Ala Lys

570

Trp Leu
585

Ile

Gln

Thr

475

Val

Phe

Lys

Arg

Ala

555

Ile

Val

Ala

Pro

460

Tyr

Leu

Tyr

Tyr

Pro

540

Asn

Glu

Lys

Gly

445

Phe

Ser

Asn

Leu

Leu

525

Ser

Leu

Asp

Tyr

Ile

Asn

Cys

Phe

Lys

510

Ala

Thr

Tyr

Glu

Ile
590

Ala

Ser

Ser

Gln

495

Ala

Val

Val

Ala

Asp
575

Cys

Ile

Glu
480

Cys

Ala

Leu

Ala

Ser

560

Leu

Leu His Ala Glu Ala Ala Glu Ile Leu Pro Ala Met

5

10

-126-

15



Lys

Ser

Lys

Tyr

65

Val

Pro

Lys

Asn

Ser

145

Val

Asn

Glu

Ser

Lys

Pro

Lys

50

Leu

Asp

Val

Val

Ala

130

Val

Ser

Leu

Asp

Ala
210

Gln

Ile
35

Arg

Lys

Ser

Asp

Val

115

Ser

Glu

Phe

Ser

Ile

195

Leu

Leu

20

Leu

Glu

Lys

Cys

Ile

100

Glu

Gly

Gly

Asn

Val

180

Glu

Glu

Arg

Leu

Ile

Lys

Ser

85

Ser

Gly

Phe

Ser

Ser

165

Gln

Ser

Asn

Ser

Ser

Glu

Asp

70

Glu

His

Thr

Phe

Arg

150

Val

Thr

Glu

Ala

Lys

Val

Val

55

Ala

Ile

Asp

Glu

Gly

135

Thr

Leu

Ile

Val

Asn
215

Leu

Asn

40

Asp

Glu

Val

Ile

Asp

120

Glu

Thr

Gln

Lys

Ser

200

Glu

38086

Pro Arg
25

Lys Glu

Glu Phe

Val Glu

Gly Lys

90

Val Ser
105

Ser Asp
Ser Ser
Glu Lys
Ser Pro

170

Cys Thr
185

Arg Ile

Lys Leu

-127-

Arg

Thr

Arg

Leu

75

Ile

Lys

Ala

Lys

Ile

155

Ser

Glu

Tyr

Val

Lys

Val

Arg

60

Ser

Val

Gln

Ile

Ser

140

Asn

Glu

Asn

Pro

Glu
220

Arg

Val

45

Ile

Glu

Lys

Lys

Ser

125

Gly

Asp

Ser

Arg

Glu

205

Pro

Ser

30

Val

Thr

Cys

Ile

Arg

110

Phe

Val

Glu

Lys

Ala

190

Val

Glu

His

Val

Arg

Ser

Glu

95

Asn

Leu

Asp

Asp

Cys

175

Ala

Glu

Phe

Ile

Lys

Ala

Cys

80

Asp

Ala

Lys

Val

Val

160

Gly

Glu

Leu

Asp



Leu

225

Ser

Asp

Ser

Leu

Ala

305

Glu

Ile

Glu

Leu

Leu

385

Ser

Ala

Glu

Ser

Phe

Gln

Thr

290

Leu

Ile

Arg

Tyr

Leu

370

Lys

Lys

Cys

Cys

Ala

Asp

Phe

275

Leu

Gln

Thr

Asn

Cys

355

Met

Glu

Gly

Leu

Ser

Tyr

Leu

260

Ser

Phe

Phe

Gly

Arg

340

Ser

Val

Thr

Tyr

Thr
420

Glu
Ser
245
Ser
Glu
Leu
Thr
Leu
325
Glu
Thr
His
Met
Phe

405

Leu

Asn

230

Glu

Asp

Lys

Arg

Ser

310

Lys

Arg

Thr

Trp

Phe

390

Lys

Ala

Phe

Leu

Tyr

Ser

Phe

295

val

Asp

Arg

Asp

Ile

375

Leu

Thr

val

Ser

Gln

Ser

Asn

280

Ser

Asn

Glu

Gln

Ser

360

Leu

Ser

Lys

Arg

38086

Val Leu

Ser Glu
250

Pro Ser
265

Gly Asp

Gln Gln

Ser Ser

Glu Asp

330

Leu Tyr
345

Gly Asp
Glu Gln
Val Asn
Arg Cys

410

Ile Glu
425

-128-

Asp

235

Ile

Tyr

Ala

Phe

Glu

315

Glu

Leu

Leu

Ala

Leu

395

Leu

Glu

Val

Phe

Trp

Thr

Cys

300

Asp

Glu

His

Ile

Thr

380

Phe

Gln

Asn

Thr

Pro

Tyr

Pro

285

Arg

His

Ser

Asp

Val

365

Arg

Asp

Ile

Gln

Ala

Glu

Asp

270

Ser

Ser

Ile

Tyr

Tyr

350

Gln

Lys

Arg

Val

Pro
430

Asp

Ser

255

Ser

Pro

Thr

Ser

Met

335

Ala

Gln

Asp

Phe

Gly

415

Phe

Tyr

240

Ser

Gly

Thr

Ala

Thr

320

Leu

Glu

Arg

Leu

Leu

400

Ile

Asn



Ser Ile Arg Gln Lys Thr
435

Ser Glu Val Val Ala Met
450

Gln Cys Phe Leu Pro Thr
465 470

Ala Ala Arg Ala Thr Glu
485

Val Leu Ala Leu Leu Gly
500

Val Ala Ser Ala Leu Val
515

Val Ser Cys His Leu Val
530

Asp Leu Pro Glu Cys Ile
545 550
<210> 21

<211> 23

<212> ADN

<213> nhéan tao

<220>
<223> Poan mdi xudi

<400> 21

cgaagagaaa ggattagacg tt
<210> 22

<211> 22

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>
<223> bDoan mdi ngugc

<400> 22
tctgagcagt cagtatcaga cg

Phe

Glu

455

Ile

Tyr

His

Ile

Thr

535

Lys

g

Thr

440

Trp

Tyr

Met

Glu

Leu

520

Lys

Ser

38086

Val Ala
Leu Val
Asn Phe
Glu Arg

490

His Leu
505
Ala Leu

Thr His

Leu Glu

-129-

Gly

Gln

Leu

475

Thr

Cys

Ser

Ala

Trp
555

Thr

Glu

460

Trp

Thr

Tyr

Ala

Lys

540

Leu

Ala

445

Val

Phe

Lys

Arg

Ala

525

Ile

Val

Tyr

Leu

Tyr

Tyr

Pro

510

Asn

Lys

Lys

Ser

Asn

Leu

Leu

495

Ser

Leu

Asp

Tyr

Cys

Phe

Lys

480

Ala

Thr

Tyr

Glu

Ile
560

23

22
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13
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