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(57) Sang ché dé cap dén cac phan tor ADN va c4c cau tric mai, bao gom céc trinh
ty nucleotit caia chdng, hitu ich dé diéu bién sy biéu hién cua gen ¢ thuc vat va té
bao thuc vat. Sang ché ciing dé xuét thuc vat chuyén gen, té bao thuc vat, cac
phan cua thuc vat, hat va san pham hang hoéa bao gém phan tir ADN duoc lién két
chat ché vai polynucleotit cé thé sao chép khac loai, cling véi cac phuong phap
sur dung chdng.

Céu hinh cat xét gen chuyén 1

Doan khéi dau
hodc doan kh&i  Doan dan Intron Vung ma hoa JUTR
diu kham [A] dadu[B] [C] D] [E]

CAu hinh cat xét gen chuyén 2

Doan khai dau i i
hodc doan kh&i BPoandan Intron Doandan  Viang ma hoéa IUTR
dau kham [F] dau[G] [H] dau [1] [ (K]

Cau hinh cat xét gen chuyén 3

Poan khéi dau
hodc doan khéi  Doan dan Ving ma Intron Ving ma héa FUTR
dau kham [L] dau [M] héa [N] (O] [P] [Q]

FIG. 8
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Linh vire ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc k§ thuat sinh hoc phan tir thuc vét va k§ thuat di

truyén thuc vét va cac phan td ADN hitu ich dé diéu bién su biéu hién gen & thuc vat.
Tinh trang ky thuét cia sang ché

Céc yéu t diéu chinh 13 cac yéu t6 di truyén ma diéu chinh hoat tinh di truyén
bang cach diéu bién su sao chép cia phan tir polynucleotit c6 thé sao chép dugc lién
két chat ch&. Cac yéu té nay bao gdm cac doan khoi dau, cac doan din ddu, cac intron
va cac vung khong dich ma 3 va 1a hitu ich trong linh vuc k¥ thuét sinh hoc phan tw

thuc vat va di truyén thuc vét.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuit cac yéu t6 didu chinh gen méi dé sir dung trong thuc vat. Sang
ché ciing dé xuét cac céu traic ADN bao gém cic yéu t6 diéu chinh nay. Sang ché ciing
dé xuét té bao thuc vat, thuc vat va hat chuyén gen bao gdm cac yéu t6 diéu chinh nay.
Céc trinh tu ¢6 thé dugc tao ra duoc lién két chat ch& voi phan tr polynucleotit co thé
sao chép. Theo mdt phuong 4n, phan tir polynucleotit c6 thé sao chép co thé 1a khac
loai dbi vai trinh tu diéu chinh duge dé xudt trong ban mé ta sang ché nay. Do d6, theo
phuong an cu thé, trinh tu yéu td diéu chinh duoc dé xuit boi sang ché c6 thé duoc xac
dinh nhu dugc lién két chat ché v6i phan tir polynucleotit ¢6 thé sao chép khac loai.
Sang ché ciing dé xuét phuong phap san xuat va sit dung cac yéu t6 diéu chinh, ciu
trac ADN bao g@)m yéu td diéu chinh va té bao thuc vat, thuc vat va hat chuyén gen
bao gdm yéu t6 diéu chinh dugc lién két chat ché véi phan tir polynucleotit c6 thé sao

chép.

Do dé, theo mot khia canh, sang ché dé xuét phén t&¢ ADN bao gém trinh tu
ADN dugc chon tir nhém bao gdm: a) trinh tu ¢6 d6 dong nhét it nhat 85% véi véi
trinh ti bit ky trong s6 cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; b) trinh tur
bao gdm trinh tu bt ky trong sé cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; va

¢) méanh cua trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183,
1
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trong d6 manh nay c6 hoat tinh diéu chinh gen; trong d6 trinh ty dugc lién két chat ché
v6i phan ti polynucleotit ¢ thé sao chép khac loai. Theo cdc phuwong an cu thé, phan
tir ADN bao gdm it nhét khoang 90%, it nht khoang 95%, it nhat khoang 98% hodc it
nhét khoang 99% trinh tu ddng nhét véi trinh tw ADN cta cua trinh tu bét ky trong s
cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183. Theo mot s6 phuong én vé phan tr
ADN, trinh tw ADN bao gém yéu t6 diéu chinh. Theo mdt sé phuong én, yéu td didu
chinh bao gbém trinh tu khéi dAu. Theo cac phwong an cu thé, phan ti polynucleotit c6
thé sao chép khac loai bao gb6m gen dugc quan tim trong ndng nghiép, nhu gen c¢6 kha
nang tao ra tinh khang ddi vé6i thudce diét co ¢ thuc vat hodc gen c6 kha nang tao ra

tinh khang dbi v6i sinh vat gay hai thuc vat & thuc vat.

Sang ché ciing dé xuét té bao thuc vét chuyén gen bao gbm cau tric ADN khac
loai duoc d& xut boi sang ché, bao gdm trinh tw ctia trinh ty bat ky trong sd cac SEQ
ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183 hodc manh hodc bién thé ciia né, trong d6 trinh
tu nay duogc lién két chat ché voi phan tir polynucleotit ¢6 thé sao chép khéc loai. Theo
mot ) phuong an, té bao thuc vat chuyén gen la té bao thuc vat c6 mot 14 mam. Theo

phuong an khéc, té bao thuc vat chuyén gen la té bao thuc vat c6 hai 14 mam.

Hon nita, duoc d& xudt boi sang ché 1a thuc vat chuyén gen hoic phén cua no,
bao gdm phan tit ADN nhu dugc dé xuét trong ban mo ta sang ché nay, bao gom trinh
tw ADN duoc chon tir nhom bao gém: a) trinh tu c6 it nhét 85 % trinh tu d@)ng nhét véi
trinh tw bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; b) trinh tw
bao gdm trinh tu bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; va
¢) manh cta trinh tu bt ky trong s6 cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183,
trong d6 manh nay c6 hoat tinh diéu chinh gen; trong d6 trinh tu dugc lién két chat ché
v6i phan tir polynucleotit ¢6 thé sao chép khac loai. Theo céc phuong an cu thé, thuc
vat chuyén gen c6 thé 1a thuc vat con chau cia thé hé bat ky ma bao gdm phan tir
ADN, lién quan dén thuc vat chuyén gen khoi diu bao gdm phan tr ADN. Vin dugc

dé xuét nita 1a hat chuyén gen bao gdm phén tit ADN theo séng ché.

Theo khia canh khéc nira, sang ché dé xuat phuong phap sén xuét san pham hang
hoa bao gébm céc bude: thu dugc thuc vat chuyén gen hodc phan ctia n6 theo séng ché
va san xuét san pham hang hoa tir thyc vat nay. Theo mot phuong 4n, san pham hang

2
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hoéa cta sang ché 1a chét co6 dic protein, protein phan 1ap, hat, tinh bot, hat giéng, bot
xay tho, bot, sinh khdi hodc dau cua hat. Theo khia canh khac, sang ché d& xuét hang
héa dugc san xuit bang cach sir dung phuong phap trén dy. Vi du, theo mot phuong
an, sang ché dé xuit san pham hang héa bao gbm phan tit ADN nhu dugc dé xuét
trong ban mo ta sang ché nay, bao gém trinh tu ADN dugc chon tir nhém bao gém: a)
trinh tu ¢6 it nhat 85 % trinh tw ddng nhét véi trinh tw bat k¥ trong s cac SEQ ID NO:
tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; b) trinh tw bao gdm trinh tu bt ky trong sb cac SEQ
ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183; va ¢) manh cua trinh tu bat k¥ trong sd cac
SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183, trong d6 manh nay c6 hoat tinh diéu
chinh gen; trong d6 trinh tu duoc lién két chit ch& vé6i phan tit polynucleotit co thé sao

chép khac loai.

Theo khia canh khac nita, sang ché d& xuit phuong phap biéu hién phan tu
polynucleotit ¢6 thé sao chép, phuong phéap nay bao gbm cac buée thu dugc thuc vat
chuyén gen theo séng ché, nhu thuc vat bao gdm phan tir ADN nhu dugc md ta trong
ban mo ta sang ché nay va trong thuc vat, trong dé polynucleotit c6 thé sao chép trong

phan tir ADN dugc biéu hién.

Trong toan bd ban md ta sang ché nay va cac diém yéu cau bao h, trir khi ¢6
quy dinh khéc, tr “bao gbdm” va cac bién thé cua n6, nhu “bao gdm” va “su bao gbm,”
s& dugc hidu c6 ngu ¥ bao gdm ché phdm da néu, budc va/hodc gia tri hodc nhom cua
chung, nhung khong loai trur ché pham, budc va/hoic gid tri khac bét ky hodc nhom

cua chung.

Mo ta van tat cac hinh vé

Céc hinh vé tr FIG.1a dén 1h mo ta sy sdp hang cac bién thé kich thuéc doan
khéi dAu twong tng véi cac yéu t6 khéi dau dugce phan 1ap tir cac loai ¢ Andropogon
gerardii. Cy thé 13, cac hinh vé& tir FIG.1a dén 1h thé hién sy sap hang cta trinh ty khoi
d4u 2603 bp P-ANDge.Ubq1-1:1:11 (SEQ ID NO:2), dugc tim thiy trong nhém yéu to
biéu hién diéu chinh sao chép EXP-ANDge.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:1), v6i c4c trinh tu
khéi diu nhan dugce qua su phan tich loai b6t P-ANDge.Ubql-1:1:11. Viéc loai bét, vi
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du, dAu 5° ciia P-ANDge.Ubql1-1:1:11, tao ra trinh tu khéi ddu P-ANDge.Ubq1-1:1:9
(SEQ ID NO:6), trinh ty 2114 bp ma dugc tim thdy trong EXP-ANDge.Ubql:1:7
(SEQ ID NO:5). Céac trinh ty khéi diu Kkhac trén Fig.1 bao gdm P-ANDge.Ubql-
1:1:10 (SEQ ID NO:9), trinh tw 1644 bp dugc bao gbm trong EXP-ANDge.Ubq1:1:8
(SEQ ID NO:8); P-ANDge.Ubq1-1:1:12 (SEQ ID NO:11), trinh tw 1472 bp dugc bao
gbm trong EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10); P-ANDge.Ubq1-1:1:8 (SEQ ID
NO:13), trinh ty 1114 bp dugc bao gébm trong EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID
NO:12); P-ANDge.Ubql-1:1:13 (SEQ ID NO:15), trinh tu 771 bp dugc bao gdm trong
EXP-ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14); va P-ANDge.Ubql-1:1:14 (SEQ ID
NO:17), trinh ty 482 bp duoc bao gdm trong EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID
NO:16).

Céc hinh v& tir FIG.2a dén 2g md ta su sip hang cla cac bién thé doan khoi dau
duogc phén 14p tir c6 Saccharum ravennae (Erianthus ravennae). Cu thé 14, cac hinh v&
tir FIG.2a dén 2g thé hién su sip hang cta trinh tw khéi dau 2536 bp P-ERIra.Ubql-
1:1:10 (SEQ ID NO:19) (duge tim thdy, vi du, trong nhém yéu 6 biéu hién diéu chinh
sao chép EXP-ERIra.Ubql (SEQ ID NO:18)) v6i céc trinh tu khoi dau thu dugc tir
phan tich loai bot P-ERIra.Ubql-1:1:10: trinh tw khoi dau 2014 bp P-ERIra.Ubgql-
1:1:9 (SEQ ID NO:23); trinh tu khoi dau 1525 bp P-ERIra.Ubql-1:1:11 (SEQ ID
NO:26); trinh tu khoi d4u 1044 bp P-ERIra.Ubq1-1:1:8 (SEQ ID NO:28); trinh tuw 796
bp P-ERIra.Ubql-1:1:12 (SEQ ID NO:30); va trinh tu 511 bp P-ERIra.Ubql-1:1:13
(SEQ ID NO:32).

Céac hinh vé tir FIG.3a dén 3¢ md ta sy sip hang ctia cac bién thé kich thudc doan
khéi ddu tuong Gng véi cac yéu t6 khoi diu duge phan 18p tir cac loai co Setaria
viridis. Cu thé 13, cac hinh vé tir FIG.3a dén 3c thé hién sy sip hang trinh tw khéi dau
1493 bp, P-Sv.Ubql-1:1:1 (SEQ ID NO:34) véi cac doan khoi dau thu duoc tir phan
tich loai b6t diu 5° cua P-Sv.Ubql-1:1:1: doan khéi dau c6 kich thuge 1035 bp P-
Sv.Ubql-1:1:2 (SEQ ID NO:38); va trinh ty khoi dau 681 bp P-Sv.Ubql-1:1:3 (SEQ
ID NO:40).

Céc hinh vé& tir FIG.4a dén 4e mo ta su sip hang cla cic bién thé nhom yéu t6
biéu hién diéu chinh sao chép thu dugc tir ¢6 Zea mays loai phu mexicana. Cu thé 1a,

4
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cac hinh v& tir FIG.4a dén 4e so sanh nhom yéu t6 biéu hién diéu chinh sao chép 2005
bp tin cung EXP-Zm.UbgM1:1:2 (SEQ ID NO:49) véi bién thé alen EXP-
Zm.UbgM1:1:5 (SEQ ID NO:53), ciing nhu véi céc bién thé kich thuéc EXP-
Zm.UbgM1:1:1 (SEQ ID NO:41), ma c6 chiéu dai 1922 bps va EXP-Zm.UbqM1:1:4
(SEQ ID NO:45), ma c6 chiéu dai 1971 bps.

Céc hinh vé& tir FIG.5a dén 5b mo ta su sip hang cia cac bién thé kich thudc
doan khéi diu dugc phan lap tir c6 Sorghum bicolor. Cu thé 14, cac hinh vé tir FIG.5a
dén 5b thé hién su sép hang ciia yéu té khéi dau kich thude 791 bp, P-Sb.Ubq6-1:1:2
(SEQ ID NO:60) dugc bao gdm trong nhém yéu td biéu hién diéu chinh sao chép
EXP-Sb.Ubg6 (SEQ ID NO:59), véi yéu t6 khéi dau 855 bp P-Sb.Ubg6-1:1:1 (SEQ
ID NO:64) dugc bao gdm trong EXP-Sb.Ubg6:1:1 (SEQ ID NO:63).

Céc hinh v& tir FIG.6a dén 6¢ m6 ta su sap hang ciia cac bién thé kich thuéc doan
khéi du twong tng véi cac yéu t6 khoi diu dugc phan lap tir ¢o Setaria italica. Cu thé
14, céc hinh v& tir FIG.6a dén 6¢ thé hién sy sip hang cla bién thé khoi dau 1492 bp P-
SETit.Ubq1-1:1:1 (SEQ ID NO:70) v&i bién thé khoi dau 1492 bp P-SETit.Ubql-1:1:4
(SEQ ID NO:74), yéu té khéi dau 1034 bp P-SETit.Ubql-1:1:2 (SEQ ID NO:76) va
680 bp yéu t6 khoi ddu P-SETit.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO:78).

Céc hinh vé& tir FIG.7a dén 7b md ta sy sip hang clia cac bién thé kich thude
doan khoi ddu va yéu td lam ting cuong tuong tmg voi cac yéu t6 khoi dau dugc phin
14p tir céc loai co Coix lachryma-jobi. Cu thé 13, cac FIG.7a va 7b thé hién su sip hang
ciia bién thé khoi diu 837 bp, P-CLUbq1-1:1:1 (SEQ ID NO:80) dugc tim thiy trong
nhém yéu t6 bidu hién didu chinh sao chép EXP-CL.Ubql:1:1 (SEQ ID NO:79), v6i
yéu té tang cuong thu duge tir P-CLUbql-1:1:1, tan cung E-CLUbql:1:1 (SEQ ID
NO:89) ma c6 chidu dai 798 bp, ciing nhu v6i ba bién thé loai b6t dau 5° ciia P-
CLUbql-1:1:1: yéu t6 742 bp P-CLUbql-1:1:4 (SEQ ID NO:84); yéu t6 401 bp P-
CL.Ubgql-1:1:3 (SEQ ID NO:86); va yéu t6 khéi dau tdi thiéu 54 bp P-CL.Ubql-1:1:5
(SEQ ID NO:88).

FIG.8 md ta cAu hinh ct xét chuyén gen clia sang ché.
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Mo ta van tat cac trinh tw

Céac SEQ ID NO:1, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 22, 25, 27, 29, 31, 33, 37, 39, 41, 45,
49, 53, 55, 59, 63, 65, 69, 73, 75, 77, 79, 83, 85, 87, 90, 93, 95, 97, 98, 99, 100, 102,
104, 106, 108, 110, 112, 114, 115, 116, 117, 119, 121, 123, 124, 125, 126, 128, 130,
132, 133, 134, 136, 137, 139, 141, 143, 145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 180, 181 va
183 1a céc trinh tu cua nhom yéu t biéu hién didu chinh sao chép hodc trinh tuw EXP
bao gdm trinh tw khéi dAu duge lién két chat ché 5° v6i trinh tu din dau ma lién két

chat ché 5’ v6i trinh tu intron.

Cac SEQ IDNO:2, 6,9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46,
50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 va 135 1a cac trinh tu khoi dau.

Céac SEQ ID NO:3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 va 81 la cac trinh tu dan

dau.

Céac SEQ ID NO:4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101,
103, 105, 107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146,
148, 150, 152, 154, 156, 158 va 182 la céc trinh ty intron.

SEQ ID NO:89 1a trinh tu tdng cuong.
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dugc boc 16 trong ban md ta sang ché nay dé xuét phan tir polynucleotit
¢6 hoat tinh didu chinh gen c6 loi tir c4c loai thuc vat. Thiét ké, cAu truc va st dung
cac phan tu polynucleotit nay dugc dé xuét boi sang ché. Trinh tur nucleotit cta cac
phén tir polynucleotit nay dugc dé xuét trong sé cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tur
180 dén 183. Cac phan ti polynucleotit 13, vi du, ¢6 kha nang tic dong dén su biéu
hién cta phan t& polynucleotit ¢ thé sao chép dugc lién két chat ch& trong cac md
thuc vat va do do diéu chinh mot cach chon loc su biéu hién cta gen hodc hoat tinh
ctia san phim gen dwgc ma héa, & thuc vat chuyén gen. Sang ché ciing dé xuat phuwong
phép cai bién, san xuat va sit dung cic phan ti nay. Sédng ché ciing dé xuit ché pham,
té bao vat chi duoc bién nap, thuc vat chuyén gen va hat chta cac doan khoi dau
va/hodc trinh tu nucleotit dugc bdc 10 khac va phuong phép tao ra ching va st dung

chung.
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Céc dinh nghia v phuong phap sau ddy dwoc dé xuat dé xc dinh sdng ché tt
hon va chi dan cac chuyén gia trong linh vuc nay thuc hién sang ché. Trir khi c6 quy
dinh khéc, cac thuat ngit s&€ duoc hiéu theo cach sir dung thong thuong boi cac chuyén

gia trong linh vuc nay.

Phan tir ADN

Nhu dugce st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “ADN” hodc “phén
tt ADN” dé cap dén phan tir ADN soi kép ¢ ngudn gde tir bd gen hoic tong hop,
nghia 14 polyme cua cdc bazo deoxyribonucleotit hodc phéan tir polynucleotit, doc tur
diu 5 (ngugc dong) dén dau 3" (xudi dong). Nhu dugc st dung trong ban mo ta sang
ché nay, thuat ngtt “trinh tw ADN” dé cap dén trinh tu nucleotit cia phan tt ADN.
Danh phap dugc st dung trong ban md ta sang ché nay twong tng véi danh phap theo
Tiéu dé 37 cua Quy dinh mi lién bang cia M§ (United States Code of Federal
Regulations) § 1.822 va duoc néu trong ST.25 (1998) Tiéu chuin WIPO, Appendix 2,

cac Bang 1 va 3.

Nhu duoc str dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “phan tt ADN duoc
phan 1ap” d& cap dén phan tr ADN dugc tich biét it nhat mot phan v6i cac phén ti
khac thuong dugc két hop véi no & trang thai bam sinh hodc tu nhién cta nd. Theo
mot phuong an, thudt ngit “dugc phén 1ap™ dé cap dén phan tt ADN ma dugc tach it
nhit mot phan ra khéi mot sb axit nucleic ma thuong & suon phan tt ADN ¢ trang thai
bim sinh hodc tu nhién ctia né. Do do, phan tr ADN dugc dung hop véi cac trinh tur
didu chinh hosc ma hoéa vé6i phan tir ma chung thuong khéng dwoc két hop, vi du nhu
két qua cta cac k¥ thuat tai td hop, duge xem la dugce phan 14p trong ban mo ta sang
ché nay. Cac phan tir ndy dugce xem 1a dugc phan 1ap khi duge tich hop vao nhiém sc
thé cua té bao vat chu hoidc c6 mit trong dung dich axit nucleic vdi cac phan tr ADN

khéc, trong d6 chung khong & trang thai bam sinh ctia ching.

Nhidu phuong phép bat ky da biét di v6i chuyén gia trong linh virc nay c6 thé
duoc su dung dé phan 14p va thao tac phan tt ADN hodc manh cua no, duoc boc 10
trong ban mo ta sang ché nay. Vi du, cong nghé PCR (phan tmg chudi polymeraza) c6
thé dugc sir dung dé khuéch dai phan tir ADN khoi dau cu thé va/hodc tao ra céc bién
thé ctia phan tir ban dAu. Phan tr ADN hodc méanh ctia n6 ciing ¢6 thé thu dugc bang

7
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cach cong nghé khac nhu bing cach tong hop truc tiép manh bang cac phuong tién hoa

hoc, nhu dugce thuc hién cung bang cach str dung bd tdng hop oligonucleotit ty dong.

Nhu duogc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “su gibng nhau vé
trinh tw” d& cép dén mirc o ma hai trinh tu polynucleotit duoc sip hang toi wu hodc
hai trinh tu polypeptit dugc sip hang t6i wru 1a gidng nhau. Su sap hang trinh tu t61 wu
dugc tao ra bang cach sip hang bang tay hai trinh tw, vi du trinh tu tham chiéu va trinh
tu khac, d& lam tang tdi da s6 1an khép nucleotit trong su sdp hang trinh ty v6i viée
16ng vao, loai b6t hodc ghép nucleotit bén trong thich hop. Nhu dugce sir dung trong
ban mo ta sang ché nay, thuit ngit “trinh tu tham chiéu” dé cap dén trinh tu dugc tao
ra nhu cac trinh tu polynucleotit ciia cac SEQ ID NO: tu 1 dén 158 va tir 180 dén
183.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “phan tram trinh tu
gidng nhau” hodc “phan trim gidng nhau” hodc “% gidng nhau” 1a cac lan phén sb
gidng nhau 100. “Phan sé gidng nhau” d6i véi trinh tu dugc sip doan tdi wru v6i trinh
tu tham chiéu 13 s6 1an khép nucleotit trong sap hang t6i wu, dugc chia boi tong s6
nucleotit trong trinh tu tham chiéu, vi du téng sd nucleotit trong toan bd chiéu dai cta
toan bd trinh tu tham chiéu. Do d6, mot phuong an cla sang ché 1a phan tit ADN bao
gbm trinh tu ma khi dugc sip hang tdi wru v6i trinh ty tham chiu, dugc dé xuit trong
ban mo ta sang ché nay 1a cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183, c6 it nhat
khoang 85% giéng nhau, it nhit khoang 90% giéng nhau, it nhét khoang 95% gidng
nhau, it nhit khoang 96% gidng nhau, it nhét khoang 97% gidng nhau, it nhit khoang
98% gidng nhau hogc it nhét khoang 99% gidng nhau véi trinh ty tham chiéu. Theo
cac phuong an cu thé, cac trinh tu nay c6 thé duoc xac dinh do c6 hoat tinh diéu chinh

gen.

Yéu t6 diéu chinh

Yéu t6 didu chinh 13 phan tir ADN ¢6 hoat tinh didu chinh gen, nghia la yéu t6 ¢6
kha nang tdc dong dén su sao chép va/hodc dich ma cua phén tir polynucleotit c6 thé
sao chép duoc lién két chit ché. Do d6, thuat ngit “hoat tinh diéu chinh gen” dé cap
dén kha nang tic dong dén mau biéu hién cia phan tir polynucleotit co thé sao chép
duoc lién két chit chéd béng cach tac dong dén su sao chép va/hodc dich ma cta phan
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tr polynucleotit ¢ thé sao chép dug lién két chat ché d6. Nhu duoc sir dung trong ban
md ta sang ché nay, nhém yéu t6 biéu hién diéu chinh sao chép hodc trinh tu “EXP” ¢6
thé bao gé)m cac yéu td biéu hién, nhu cac doan ting cuong, doan khai dau, doan din
dAu va intron, dugc lién két chat ché. Do d6, nhom yéu t bidu hién diéu chinh sao
chép co thé bao gém, vi du, doan khéi dau duoc lién két chat ch& 5° v6i trinh tu din
dau, ma lan luot lién két chat ché 57 v6i trinh tu intron. Trinh tu intron ¢ thé bao gém
trinh tu bt ddu & diém ghép ndi dau tién intron/exon trinh tu bam sinh va ngoai ra c6
thé bao gdm manh din ddu nhé bao gdm ghép ndi diu tién intron/exon thir hai dé tao
ra xur ly intron/exon dung ddn dé tao thuan lgi cho sao chép va xu ly dung d4n ban sao
thu duge. Céc trinh tu dan d4u va intron tac dong tich cuc dén su sao chép ctia phan tir
polynucleotit co thé sao chép duoc lién két chit ché ciing nhu sy dich ma cua ARN
sao chép thu dugc. Phan tr ARN trudce xir Iy bao gdm céc trinh tu dan dau va intron,
ma c6 thé tac dong dén viéc xir Iy sau sao chép ciia ARN sao chép va/hodc xuét khiau
phéan t&r ARN sao chép tir nhan té bao vao té boa chat. Tiép theo xir 1y sau sao chép cua
phéan tr ARN sao chép, trinh tur dan dau c6 thé duoc gitt lai nhu phan ARN thong tin

cudi cing va c6 thé tac dong tich cuc dén sy dich ma cta phan tt ARN thong tin.

Cac yéu td diéu chinh nhu doan khéi déu, doan dan diu, intron va cac ving Kkét
thic sao chép (hodc 3° UTR) 1a cac phén tr ADN ma c6 hoat tinh diéu chinh gen va
dong vai tro phan tich hop trong sy biéu hién toan bo cuia gen trong té bao song. Thuat
ngit “yéu tb didu chinh” dé cap dén phan tt ADN c6 hoat tinh diéu chinh gen, nghia la
phin tir c6 kha nang tic dong dén su sao chép va/hodc dich md cua phan tir
polynucleotit ¢c6 thé sao chép duoc lién két chat ché. Do d6, cac yéu td diéu chinh
duoc phéan 1ap, nhu cac doan khoi dau va cac doan dan dau ma co chic ning & thuc
vét 1a hitu ich dé cai bién kiéu hinh cta thuc vat thong qua phuong phap ky thuat di

truyén.

Céc yéu t6 didu chinh c6 thé dugc dic trung béi cic tic dung mau biéu hién cua
ching (chét lugng va/hodc s6 luong), vi du céc tac dung tich cuc hodc tiéu cuc va/hodc
cac tac dung cAu thanh hodc cac tac dung khac nhu mau biéu hién thoi gian, khong
gian, su phat trién, mo, mdi trudong, vt Iy, phat sinh bénh, chu trinh té bao va/hodc

mAu biéu hién dap ung vé mit héa hoc va két hop bat ky cuia chung, ciing nhu cac biéu
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thi s6 lwong hodc chit luong. Doan khéi dAu 1a hitu ich 1am yéu t6 diéu chinh dé diéu

bién su biéu hién ciia phan tir polynucleotit c6 thé sao chép dugc lién két chiat ché.

Nhu duoc st dung trong ban md ta sang ché nay, “mau biéu hién gen” la méau
sao chép bét ky ctia phan tir ADN duoc lién két chat chg thanh phan tir ARN. Phén ti
ARN duogc sao chép co thé duogc dich ma dé tao ra phéan tr protein hodc ¢6 thé tao ra
phén tr ARN nghia ngugc hodc diéu chinh khac, nhu ARN soi kép, ARN vén chuyén,
ARN ribosom, ARN nho va tuong tu.

Nhu duge st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “su biéu hién
protein” 1a mau sao chép bét ky ctia phan tr ARN sao chép thanh phan tir protein. Sy
biéu hién protein c6 thé duoc dic trung boi chét luong thoi gian, khong gian, phat

trién hodc hinh thai hoc ctia n6 ciing nhu béi cac biéu thi s6 lugng hodc chét luong.

Noi chung, nhu dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “doan
khéi dAu” dé cap dén phan tir ADN ma c6 lién quan dén viéc nhan biét va gén keét cla
ARN polymeraza II va cac protein khac (yéu té sao chép tac dung trans) dé khoi dau
sao chép. Ban dAu, doan khoi ddu co6 thé duoc phéan 1ap tir ving khong dich ma 5° (5°
UTR) cua ban sao gen cta b gen. Theo cach khac, cac doan khéi dau c6 thé dugce tao
ra v& mit tong hop hodc cac phan tr ADN duogc thao tac. Cac doan Khai dau ciing c6
thé 1a kham, tirc 12 doan khéi ddu duoc tao ra qua viéc dung hop hai hodc nhiéu phan
tor ADN khac loai. Cac doan khoi dau hitu ich trong thuc tién sang ché bao gdm cac
SEQ ID NO:2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56,
60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 va 135 hogc manh hogc bién thé cia
né. Theo cac phuong an cu thé cta sang ché, cac phan tir ndy va cc bién thé bat ky
hoic cac dan xuit ciia né nhu duge mo ta trong ban md ta sang ché nay, con dugc xac
dinh nhu bao gdm hoat tinh doan khoi dau, nghia 1a c6 kha nang tac dung nhu doan
khoi dau o té bao vat chu, nhu & thue vét chuyén gen. Theo cac phuong an cu thé khac
nita, manh c6 thé dugc x4c dinh nhu thé hién hoat tinh doan khéi dau dugce xi 1y bang
cach bat dau phan tir khéi dAu ma tir d6 né thu dugc hodc manh c6 thé bao gom “doan
khéi dau tbi thidu” ma tao ra mirc sao chép co ban va bao gbém hop TATA hodc trinh
tu twong duong dé nhan biét va gin két phitc hop ARN polymeraza II dé bat dau sao
chép.
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Theo mot phuong an, cdc manh duoc tao ra cua trinh tuy khéi dau duoc boc 16
trong ban mo ta sang ché nay. Cac manh khéi dau c6 thé bao gdm hoat tinh khéi dau,
nhu duoc md ta trén day va c6 thé 1a hitu ich riéng hodc két hop véi cac doan khoi dau
va cac manh khoi dau khac, nhu trong tao cAu trac doan khai dau kham. Theo céc
phuong an cu thé, cac manh cua doan khdi dau dugc tao ra bao gbm it nhét khoang 50,
95, 150, 250, 500, 750 hodc it nhit khoang 1000 nucleotit ké nhau hodc dai hon, cia

phén tir polynucleotit c6 hoat tinh khoi dau dugc boc 16 trong ban mo ta sang ché nay.

Céc ché phim thu duoc tir doan khdi dau bat ky trong sd cac doan khoi dau duoc
thé hién 1a cac SEQ ID NO:2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40,
42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 va 135, nhu bén trong
hoac loai bt 57, vi du, ¢o thé duoc tao ra béng cach str dung cac phuong phép da biét
trong linh vuc nay dé cai thién hodc 1am thay déi sy biéu hién, bao gom bang cach loai
bé cac yéu t& ma c6 tac dung tich cuc hodc tiéu cuc d6i v&i su bidu hién; viéc nhan doi
cac yéu td ma co tac dung tich cuc hodc tiéu cuc dbi voi su biéu hién; va/hodc nhan
361 hodc loai bo céc yéu 6 ma c6 tac dung dac hiéu dbi vi mo hodc té bao dbi véi su
bidu hién. Céc ché phdm thu duoc tir doan khoi diu bat ky trong s6 cac doan dugc the
hién 1a cac SEQ ID NO:2, 6, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42,
46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 va 135 bao gbm cac loai
b6t 37 trong d6 yéu t6 hop TATA hodc trinh tu twong duong ctia nd va trinh ty xudi
dong duogc loai bo co thé dugc st dung, vi du, dé tao ra cac yéu tb tang cuong. Céc
loai bo khac c6 thé dugc thyc hién dé loai bo cac yéu t6 bat ky ma c6 tac dung tich cuc
hodc tiéu cuc; dac hiéu mo; dac hi€u té bao; hoic dic hiéu thoi gian (nhu, nhung
khong chi giéi han &, nhip diéu xudt hién ngay mot 1an) dbi véi sy biéu hién. doan
khéi diu bat ky trong sb cac doan duge thé hién nhu cac SEQ ID NO:2, 6, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80,
84, 86, 88. 91, 96 va 135 va cdc manh hodc doan tang cudong c6 ngudn goe tir d6 c6 thé
duoc sit dung dé tao ra céc ché pham yéu td diéu chinh sao chép kham bao gdm doan
khéi dAu bét ky trong sé cac doan duge thé hién nhu cac SEQ ID NO:2, 6, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64, 66, 70, 74, 76, 78, 80,
84, 86, 88, 91, 96 va 135 va cac manh hodc doan ting cuong cd nguén géc tr d6 duoc

lién két chat ché voi cac doan ting cudng va doan khdi dau khac. Hi¢u qua cta cac
11
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bién dbi, nhan d6i hoic loai b6t dugc md ta trong ban mo ta sang ché nay ddi véi cac
khia canh biéu hién mong mudn cua chuyén gen cu thé ¢ thé duoc thir nghiém theo
kinh nghiém trong cac thtr nghiém thuc vat on dinh va tam thoi, nhu cac thi nghiém
duoc mo ta trong cac vi du thuc hién sang ché trong ban mo ta sang ché nay, dé kiém
nhan Kkét qud, ma co thé thay dbi phu thudc vao cac thay dbi duoc thuc hién va muc

dich thay doi trong phan tit khoi dau.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “dan dau” dé cap dén
phan tir ADN dugc phan 1ap tir ving khéng dich ma 5” (5" UTR) cua ban sao gen cua
b6 gen va thuong duge xdc dinh nhu doan nucleotit ¢ gitta vi tri khoi dau sao chép
(TSS) va vi tri khéi du trinh ty ma hoéa protein. Theo cach khac, doan dan dau c6 thé
1a yéu t& ADN dugc tao ra hodc dugc thao tac vé mat téng hop. Poan din d4u c6 thé
duoc st dung nhu yéu t6 didu chinh 5° @& diéu bién su bicu hién cua phan ti
polynucleotit c6 thé sao chép duoc lién két chat ché. Cac phan tir ddn dau c6 thé duoc
sit dung v6i doan khoi dau khéc loai hodc v6i doan khoi dau bam sinh ciia chung. Do
d6, cac phan tir khoi ddu cua sang ché dugc lién két chat ché véi doan khoi dau bam
sinh cua ching hodc co thé duoc lién két chat ché véi doan din dau khac loai. Céc
doan dan dau hitu ich trong thuc tién sang ché bao gém cac SEQ ID NO:3, 20, 35, 43,
47,51, 57, 61, 67, 71 va 81 hoac cac manh hodc bién thé cua nd. Theo cac phuong an
cu thé, cac trinh ty nay c6 thé dugc tao ra duoc xac dinh do c¢6 kha nang hoat dong nhu
doan dan dau trong té bao vat chu, bao gém, vi du té bao thuc vat chuyén gen. Theo

mdt phuong an, céc trinh tu nay dugc giai ma do bao gbm hoat tinh doan dan dau.

Céc trinh tu dAn ddu (5" UTR) dugc thé hién 1a cac SEQ ID NO:3, 20, 35, 43, 47,
51,57, 61, 67, 71 va 81 co thé bao gdm cac yéu t6 diéu chinh hoge c6 thong qua ciu
trac thir cip ma co thé ¢6 tac dung d6i voi su sao chép hodc dich ma chuyén gen. Cac
trinh din dau duoc thé hién 1a cac SEQ ID NO:3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 va
81 c6 thé dugc st dung theo sang ché dé tao ra cac yéu tb didu chinh kham ma tac
dong dén sy sao chép hodc dich ma chuyén gen. Ngoai ra, c4c trinh tu dan dau duoc
thé hién nhu cac SEQ ID NO:3, 20, 35, 43, 47, 51, 57, 61, 67, 71 va 81 c6 thé dugc sir
dung dé tao ra céc trinh tu din dau kham ma tac dong dén su sao chép hodc dich ma

cua chuyén gen.
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Viéc dwa gen ngoai vao vat chi thuc vat méi thuong khong din dén su biéu hién
& muc cao cua gen thu nhan. Hon nita, néu lién quan dén cac ching phitc hop, do6i khi
can phai diéu bién vai gen véi miu biéu hién khéac nhau vé khong gian hodc tam thoi.
Intron ¢6 thé tao ra chu yéu sy diéu bién nay. Tuy nhién, nhiéu tng dung cua intron
tuong tu trong mot thuc vat da co cac bét loi. Trong cac truong hop nay, can phai c6
su thu gom céc yéu t6 kiém soat co ban dé tao cdu tric cac yéu to ADN tai t6 hop
thich hop. Do su thu gom céc intron hién c6 da dugc biét dén trong linh vuc nay véi

céc dic tinh 1am ting cudng biéu hién bi gidi han, theo cach khac la khong can thiét.

Céc ché phém thu duoc tu bat ky trong sb cac intron dugc thé hién nhu cac SEQ
ID NO:4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107,
109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152,
154, 156, 158 va 182 c6 thé bao gdm viéc loai bot hoac nhan doi bén trong cia céc yéu
t§ diéu chinh cis; va/hodc thay ddi cac trinh tu 5° va 37 bao gém cac ghép nbi
intron/exon c6 thé dugc st dung dé cai thién su biéu hién hoic tinh dic hiéu biéu hién
khi duoc lién két chit ché vé6i doan khoi déu + doan din dau hodc doan khéi dau kham
+ trinh ty din dAu va ma hoa. Su thay dbi clia cac ving 5” va 3" bao gbm su ghép nbi
intron/exon ciing ¢ thé duoc tao ra dé 1am giam kha ning dwa vao cac codon khé dau
va két thic bi 181 dugc tao ra trong ban sau thu dugc sau khi xtr Iy va ghép ndi ARN
thong tin. Cac intron co thé duoc thir nghiém theo kinh nghiém nhu dugc mo ta trong
phan vi du thuc hién sédng ché dé xac dinh tac dung cta intron d6i voi su biéu hién cia

gen chuyén.

Theo sang ché, doan khoi dau hoiac manh khoi dau co thé duogc phén tich dbi véi
su ¢6 mat cua cac yéu t5 khoi du da biét, nghia la cac dac diém trinh tu ADN, nhu
hop TATA va cac motip vi tri gin két yéu t6 sao chép da biét khac. Viéc nhan biét cac
yéu t6 khoi du da biét nay c6 thé duoc st dung boi chuyén gia trong linh vuc nay aé
thiét ké cdc bién thé ciia doan khoi ddu c6 mAu biéu hién twong tu v6i doan khéi dau

r
A

goc.

Nhu dugc st dung trong ban md ta sang ché nay, thuat ngit “doan ting cudng”
hodc “yéu t6 ting cuong” d& cap dén yéu t6 diéu chinh sao chép tac dung cis, yéu td
ak.a. cis, ma tao ra khia canh mau biéu hién téng thé, nhung thong thuong riéng ré
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khong da didu khién sao chép, trinh tu polynucleotit dugc lién két chit ché. Khong
gidng nhu cac yéu té khéi dau, yéu t6 tang cuong thuong khong bao gbm vi tri khéi
dau sao chép (TSS) hodc hop TATA hodc trinh tu twong duong. V& mat tu nhién, doan
khéi dau c6 thé bao gom mot hoic nhiéu yéu té ting cudng ma tac dong dén su sao
chép cua trinh tu polynucleotit dugc lién két chat ch&. Yéu td ting cudong duoc phan
1ap cling ¢o thé duoc dung hgp véi doan khai dau dé tao ra yéu t cis khoi dau kham,
ma tao ra khia canh diéu bién téng thé su biéu hién gen. Poan khéi dau hodc manh
khéi dau c6 thé bao gdm mot hoic nhidu yéu t6 ting cudng ma tac dong dén su sao
chép cua gen dugc lién két chat ché. Nhidu yéu t6 ting cuong khai dau dugc cho la
gin két protein gin két ADN va/hodc téc dong dén hinh hoc topo ADN, tao ra cAu hinh
cuc bd ma cho phép hodc han ché mot cach chon loc su tiép can cia ARN polymeraza
vGi mau ADN hogc tao thuén loi cho md chon loc X04n kép & vi tri khoi dau sao chép.
Yéu t6 ting cuong c6 thé ¢6 chirc ning gin két cac yéu t6 sao chép ma diéu chinh su
sao chép. Mot sd yéu t6 ting cuong gfn két nhiéu hon mot yéu t6 sao chép va cac yéu
t6 sao chép co thé tuong tac véi cac ai luc khic nhau véi nhiéu hon mot mién ting
cudng. Yéu tb ting cuong c6 thé dwoc nhan biét boi nhidu k¥ thuat, bao gbm phan tich
loai bé“[, nghia la loai b6t mot hoac nhidu nucleotit ra khoi ciu cudi 5” hodc bén trong
v6i doan khéi dau; phan tich protein gin két ADN bang cach st dung khuén DNaza I,
giao thoa metyl hoa, thir nghiém thay ddi chuyén dong dién di, khudn b gen in vivo
bang cach PCR qua trung gian that va cac thir nghiém thong thuong khac; hoac bang
phén tich tinh twong tu trinh tw ADN bing cach st dung motip yéu td cis da biét hoic
yéu t6 tang cwdng nhu trinh tw dich hodc motip dich v6i cac phwong phap so sanh trinh
tu ADN thong thuong, nhu BLAST. Chu tric nhé cia mién ting cudng con co thé
duoc nghién cuou bang cach dot bién gen (hoic thay thé) mot hodc nhiéu nucleotit hodc
bang cic phuwong phép thong thuong khéc. Yéu té tang cuong c6 thé thu dugc bang
cach tong hop hoa hoc hodc bang cach phan 14p tir cac yéu diéu chinh ma bao gbm céc
yéu t6 nay va chiing c6 thé dugc tong hop v6i céc nucleotit sudn bd sung ma chira cac
vi tri enzym gi6i han hitu ich dé tao thuan lgi cho thao tac tiép theo. Do do, m hinh,
cAu trac va sir dung yéu t6 ting cuong theo cac phuong phap dugc boc 16 trong ban
mb ta sang ché nay dé diéu bién su biéu hién ctia phan tr polynucleotit 6 thé sao chép
duoc lién két chat ché dugc bao gbm béi sang ché.
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O thuc vat, viéc bao gdbm mét sb intron trong chu tric gen din dén ARN thong
tin va su tich tu protein dugc gia tdng so véi cac chu trac thiéu intron. |

Téac dung nay dugc goi 1a “tdng cuong qua trung gian intron” (IME) cua su biéu
hién gen (Mascarenhas et al., (1990) Plant Mol. Biol. 15:913-920). Intron da biét kich
thich su biéu hién & thuc vat da duoc nhan biét & cac gen cua ngd (vi du, tubAl, Adhl,
Sh1, Ubil (Jeon et al. (2000) Plant Physiol. 123:1005-1014; Callis ef al. (1987) Genes
Dev. 1:1183-1200; Vasil et al. (1989) Plant Physiol. 91:1575-1579; Christiansen et al.
(1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689) va cac gen lua gao (vi du mudi salt, #pi: McElroy
et al., Plant Cell 2:163-171 (1990); Xu et al., Plant Physiol. 106:459-467 (1994)).
Tuong tu, cac intron tir cac gen cia thuce vat c6 mot 14 mam tuong ty cac gen tir cay
thudc 14 canh (vi du, st-IsI) va tt Arabidopsis thaliana (vi du, ubq3 va patl) da duoc
phét hién nang cao téc do biéu hién gen (Dean et al. (1989) Plant Cell 1:201-208;
Leon et al. (1991) Plant Physiol. 95:968-972; Norris et al. (1993) Plant Mol Biol
21:895-906; Rose and Last (1997) Plant J.11:455-464). Cac tac gia sang ché da phat
hién ra ring viéc loai bét hode dot bién trong vi tri ghép ndi clia intron gdy bicu hién
gen, cho biét ring su ghép ndi c6 thé 1a can thiét dbi véi IME (Mascarenhas et al.
(1990) Plant Mol Biol. 15:913-920; Clancy and Hannah (2002) Plant Physiol.
130:918-929). Tuy nhién, su ghép ndi thuc chét la khong can thiét ddi véi mot s6 IME
& thuc vat ¢o hai la mam da duoc thé hién bdi cac dot bién diém trong vi tri ghép ndi

clia gen patl tir A. thaliana (Rose and Beliakoff (2000) Plant Physiol. 122:535-542).

Su ting cuwdng biéu hién gen boi cac intron khong phai 1a hién tuong thong
thuong do mét sb su 16ng intron vao trong cat xét biéu hién tai td hop bi 16i dé tang
cuong sy biéu hién (vi du, céc intron tir cac gen cua thyc vat c6 hai la mam (gen rbcS
tir dau Ha lan, gen phaseolin tir dau va gen stls-1 tir Solanum tuberosum) va cac intron
tr gen ctia ngd (intron thtr chin cua gen adhl, intron thir nhét ctia gen hsp81)) (Chee et
al. (1986) Gene 41:47-57; Kuhlemeier et al. (1988) Mol Gen Genet 212:405-411;
Mascarenhas et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:913-920; Sinibaldi and Mettler (1992)
In WE Cohn, K Moldave, eds, Progress in Nucleic Acid Research and Molecular
Biology, Vol 42. Academic Press, New York, pp 229-257; Vancanneyt et al. 1990
Mol. Gen. Genet. 220:245-250). Do d6, khong c6 mdi intron ¢6 thé dugc dung dé thao

tac murc biéu hién gen cua cac gen khong ndi sinh hodc cic gen noi sinh & thyc vat
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chuyén gen. C4c dic trung hodc cac dAu hiéu trinh tu dic hiéu phai c6 mit trong trinh
tu intron dé 1am tang cudng tdc do biéu hién cia gen di néu la da chua dugc biét dén
trong linh vyc nay va do d6 dya vao linh vuc nay, khong thé du bao néu intron thuc
vat da néu, khi dugc st dung khac loai, s& gdy ra sy tang cuong biéu hién & mirc ADN

hoac & mue sao chép (IME).

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “kham” dé cap dén
phéan tit ADN don 1¢ dugc tao ra bang cach dung hop phan tit ADN thu nhit v6i phan
tt ADN thtr hai, trong d6 khong c6 phéan t ADN thir nhét ciing khong c6 phén tir
ADN thir hai thuong dugc tim thdy trong cdu hinh d6, nghia 12 dugc dung hop véi
phéan tir khac. Do d6, phan tt ADN kham 1a phan trt ADN méi, theo cach khac thuong
khong dugc tim thay trong tu nhién. Nhu dugc sit dung trong ban mo ta sang ché nay,
thuat ngtt “doan khéi dau kham” dé cap dén doan khai dau duoc tao ra thong qua su
thao téc cta phan tir ADN nay. Doan khéi ddu kham c6 thé két hop hai hodc nhicu
manh ADN; vi du sé& 1a su dung hop cta doan khoi dau véi yéu t6 tang cudng. Do do,
mo hinh, ciu tric va st dung cac doan khai dau kham theo cac phuong phap dugc boc
16 trong ban mo ta sang ché nay dé diéu bién su biéu hién ciia phan tir polynucleotit c6

thé sao chép duoc lién két chit ch& dugc bao gdbm boi sang ché.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “bién th&” dé cap dén
phan to ADN thtr hai ma trong ché phdm twong tw, nhung khong gidng véi, phan ti
ADN thr nhit va phan tir ADN th( hai van duy tri chtrc ning thong thuong, nghia la
mAu biéu hién giéng nhau hoic twong ty, ciia phan tir ADN thir nhét. Bién thé c6 thé 1a
phién ban ngén hon hodc duogc cat cut cua phan t¢ ADN thu nhit va/hodc phién ban
thay ddi cua trinh tw ctia phan tir ADN thir nhat, nhu bién thé c6 cac vi tri enzym giGi
han khac nhau va/hoac loai bét, thay thé va/hodc léng vao bén trong. “Bién thé” cling
c6 thé bao gdm yéu t6 didu chinh c6 trinh tu nucleotit bao gdm thay thé, loai bét
va/hoac 16ng vao cua mot hodc nhiéu nucleotit c6 trinh tu tham chiéu, trong do yéu tb
didu chinh din xuét c6 hoat tinh sao chép hodc dich ma nhiéu hodc it hoic tuong
dwong so v6i phan tir didu chinh bén me twong tmg. Yéu t6 diéu chinh “bién the” cling
s& bao gdm cac bién thé phat sinh tir cac dot bién ma xuét hién tu nhién trong bién nap

té bao vi khuan va thuc vat. Theo séng ché, trinh tu polynucleotit dugc dé xuét 1a cac
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SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183 c6 thé dugc sir dung dé tao ra céc bién
thé trong ché phdm twong tw, nhung khong gidng véi, trinh ty polynucleotit ctia yéu tb
diéu chinh gdc, trong khi van duy tri chirc nang thong thuong, nghia la mAu biéu hién
gidng nhau hodc tuong tu, cua yéu t6 didu chinh ban dAu. Viéc tao ra cac bién thé nay
cta sang ché 1a da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc nay dya trén sdng ché va
dugc bao gdm trong pham vi cia sang ché. Yéu t6 diéu chinh kham “bién thé” bao
gdm céc yéu t§ cAu thanh twong tw nhu trinh ty tham chiéu nhung céc yéu t6 cAu thanh
bao gdm yéu td diéu chinh kham c6 thé dugc lién két chit ché béi cdc phuong phap
khéc nhau da biét trong linh vuc nay nhu, tiéu hoa va thit enzym gi6i han, tao dong v
tinh doc 1ap véi viée thit, bd mo dun ciia cac san phim PCR trong khi khuéch dai hogc
tobng hop héa hoc truc tiép cua yéu td diéu chinh cling nhu cac phuong phap khéac da
biét trong linh vuc nay. “Bién th8” ctia yéu t6 diéu chinh kham thu dugc c6 thé bao
gdém cac yéu td gidng nhau hodc céc bién thé gidng nhau, cic yéu to chu thanh cta
trinh tu tham chiéu nhung khac nhau trong trinh tu hodc céc trinh ty ma bao gém trinh
tu hodc cac trinh tu lién két ma cho phép cac phén cAu thanh duoc lién két chit chg.
Theo sang ché, trinh tu polynucleotit dugc tao ra nhu cac SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va
tir 180 dén 183 tao ra trinh tu tham chiéu, trong d6 céc yéu t6 cau thanh ma bao gbm
trinh tur tham chiéu c6 thé duge két hop boi cac phuong phép da biét trong linh vuc
nay va cé thé bao gdm thay thé, loai bot va/hodc 16ng vao mdt hodc nhiéu nucleotit
hodc dot bién ma xudt hién tu nhién trong bién nap té bao vi khuan va thuc vat.
Céu tric

Nhu dugc st dung trong ban md ta sang ché nay, thuat ngit “céu trac” c6 nghia
la phan ti polynucleotit tai t6 hop bat ky nhu plasmit, cosmit, virut, phan ti
polynucleotit sao chép tu tri, thé thuc khuén hodc phan tir polynucleotit ADN hodc
ARN sogi don hodc soi kép mach thang hodc mach vong, c6 ngudn goc tir ngudn bat
ky, c6 kha ning tich hgp bd gen hodc sao chép tu tri, bao gbdm phan tir polynucleotit
trong d6 mot hoac nhiéu phén tir polynucleotit duoc lién két theo cach 6 tac dung vé
mit chirc nang, nghia la duoc lién két chit ch&. Nhu duogce st dung trong ban md ta
sang ché nay, thuat ngit “vecto” c6 nghia la ciu trac polynucleotit tai t6 hop bat ky ma

¢6 thé duge st dung cho muc dich bién nap, nghia la dua ADN khéac loai vao té bao
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vat chii. Thuat nglt ndy bao gdm cat xét bidu hién dugc phan 1ap tir phéan tir bat ky

trong sO cac phan tir dugc néu trén day.

Nhu dugce st dung trong bdn mo ta sang ché nay, thuat ngir “lién két chit chg” dé
cip dén phan tir thtr nhét duoc két hop voi phan tir thir hai, trong d6 cac phan tir nay
dugc sap xép ma phan tir thu nhét tdc dong dén chirc ning cla phan tir thir hai. Hai
phén tir c6 thé 1a hodc c6 thé khong phai 1a phan ciia phan tir ké nhau don 1¢ va ¢6 thé
12 hoiic c6 thé khong phai 1a gin k&. Vi du, doan khéi ddu duogc lién két chit ché véi
phan tr polynucleotit ¢o thé sao chép néu doan khoi dau diéu bién sao chép phan tr
polynucleotit c6 thé sao chép quan tim trong té bao. Poan din dau, vi du dugc lién két
chit ché& voi trinh ty ma hoa khi né ¢6 kha nang c6 tidc dung nhu doan dan dau dbi véi

polypeptit dugc ma hoa béi trinh tu ma hoa.

Céac chu trac cia sang ché ¢6 thé duoc tao ra, theo mdt phuong an, nhu céc clu
tric ADN duong bién Ti plasmit kép ma c6 cac ving duong bién bén phai (RB hodc
AGRtu.RB)vVé dudng bién bén trai (LB hodc AGRtu.LB) cua Ti plasmit dugc phan
lap tir Agrobacterium tumefaciens bao gdbm T-ADN, ma cling v6i cac phan tir chuyén
dugc tao ra boi té bao A. tumefaciens, cho phép su tich hop cia T-ADN vao by gen
cua té bao thuc vat (xem, vi du patent My s 6,603,061). Cac cAu tric cling c6 thé
chtra doan ADN khung plasmit ma tao ra chirc nang sao chép va chon loc khang sinh &
té bao vi khuén, vi du, ngudn gbc sao chép clia Escherichia coli nhu ori322, ngudn
gbc sao chép khoang vat chu rong nhu oriV hodc oriRi va ving mé hoa d6i v6i gen
d4nh diu chon loc nhu Spec/Strp ma md hoéa ddi véi Tn7 aminoglycosit
adenyltransferaza (aadA) tao ra tinh khang véi gen danh dau chon loc spectinomyxin
hoic streptomyxin hodac gentamixin (Gm, Gent). Dé bién nap thuc vat, ching vi khuin
vat chu thuong 13 4. tumefaciens ABI, C58 hoac LBA4404; tuy nhién, cdc ching khac
da duogc biét dén dbi v6i chuyén gia trong linh vuc vé bién nap thuc vat co thé thuc

hién chirc nang theo sang ché.

Phuong phép da biét trong linh vuc nay dé thu thap va dua céu triic vao té bao
theo cach ma phan tir polynucleotit ¢o thé sao chép dugc sao chép thanh phan tr ARN
thong tin ¢6 chirc nang ma dugc dich ma va dugc bidu hién nhu san phdm protein. Déi
v6i thue tién sang ché, cac ché pham thong thudng va phuong phép tao ra va st dung
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céc cAu tric va té bao vat chu 12 da duoc biét dén ddi véi chuyén gia trong linh vuc
ndy, xem, vi du, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3 edition Volumes 1, 2,
and 3 (2000) J. Sambrook, D.W. Russell, and N. Irwin, Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cu thé 13, phwong phap tao ra cic vecto tai t6 hop thich hop dé bién
nap thuc vat, ma khong giéi han, cic phuong phap duge md ta trong patent My 5O
4,971,908; 4,940,835; 4,769,061; va 4,757,011. Céc loai vecto nay ciing da duoc xét
lai trong tai liéu khoa hoc (xem, vi du, Rodriguez, et al, Vectors: A Survey of
Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston, (1988) va Glick, et
al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, CRC Press, Boca Raton,
FL. (1993)). Cac vecto thuong hitu ich d6i voi su biéu hién cia cac axit nucleic & thyuce
vat bac cao 12 da dwoc biét dén trong linh vuc nay va bao gdm cac vecto ¢6 ngudn gbc
tur plasmit giy ra khéi u (Ti) cia Agrobacterium tumefaciens (Rogers, et al., Methods
in Enzymology 153: 253-277 (1987)). Cac vecto tai to hop khac hitu ich dbi voi su
bién nap cua thuc vat, bao gf“)m vecto kiém soat chuyén pCaMVCN, ciing da dugc md
ta trong tai liéu khoa hoc (xem, vi du, Fromm, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
5824-5828 (1985)).

Céc yéu t6 diéu chinh khic nhau c6 thé duoc bao gdm trong chu trac bao gdm
cAu tric bét ky trong s cac cAu trac duge ké dén trong ban mo ta sang ché nay. Cac
yéu t6 didu chinh bat ky nay c6 thé dwgc dua ra két hop véi cdc yéu t6 diéu chinh
khéc. Cac két hop nay ¢6 thé duge thiét ké hodc bién dbi dé tao ra cc déu hiu diu
chinh mong mudn. Theo mot phuong an, cac chu triic cia sang ché bao gbm it nhét
mdt yéu tb didu chinh duoc lién két chat ch& véi phan tir polynucleotit ¢6 thé sao chép

duogc lién két chat ché vai 3" UTR.

Céc cu truc cua sang ché co thé bao gbém doan khoi dAu hogc doan din diu bt
ky duogc ké dén trong ban mo ta sang ché nay hoidc da dugc biét dén trong linh vuc
nay. Vi dy, doan khoi dau cua sang ché ¢ thé dugc lién két chit ché vai doan dan dau
khong dugc dich ma khac loai 5 nhu doan khéi dau thu dugc tir gen protein s6c nhiét
(xem, vi dy, patent M§ $6 5,659,122 va 5,362,865). Theo cach khac, doan dan dau cua
sang ché c6 thé duoc lien két chit ché véi doan khoi diu khac loai nhu doan khoi dau

sao chép Cauliflower Mosaic Virus 35S (xem, patent My 56 5,352,605).
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Nhu dugce st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “intron” dé cap dén
phéan t¢ ADN ma c¢6 thé duoc phan 14p hodc dugc xac dinh dua trén ban sao gen cua
bd gen va thong thuong, co thé dugc xac dinh nhu ving dugc ghép ra trong khi xir ly
ARN thong tin trude khi dich ma. Theo cach khac, intron c6 thé duoc tao ra vé& mit
tbng hop hodc yéu t6 ADN duoc thao tac. Intron c6 thé chira yéu t6 ting cudng ma tc
dong dén su sao chép cua gen duogc lién két chat ché. Intron ¢ thé duoc str dung lam
yéu t6 didu chinh dé diéu bién sy biéu hién ctia phan tir polynucleotit c6 thé sao chép
duoc lién két chat ché. CAu tric ADN c¢6 thé bao gém intron va intron c6 thé hodc ¢6
thé khong phai 1a khac lai ddi v6i trinh tu phén tir polynucleotit ¢6 thé sao chép. Céac vi
du vé intron trong linh vuc nay bao gdm actin intron cua lua gao (Patent My sd
5,641,876) va HSP70 intron cua ngd (Patent My sb 5,859,347). Cac intron hitu ich
trong thuc tién sang ché bao gém cac SEQ ID NO:4, 7, 21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58,
62, 68, 72, 82,92, 94, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 118, 120, 122, 127, 129, 131,
138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 158 va 182. Hon nita, khi bién dbi
trinh tu duong bién intron/exon, t6t hon 1a c6 thé tranh str dung trinh tu nucleotit AT
hoic nucleotit A ngay trudc dau cubi 5° cua vi tri ghép ndi (GT) va nucleotit G hodc
trinh tu nucleotit TG, 1an luot ngay sau dau cudi 3’ cta vi tri ghép ndi (AG) dé loai bo
kha nang cac codon khéi dau khong mong muén ra khéi dugce tao thanh trong khi xir
Iy ARN thong tin thanh ban sao cubi cung. Do @6, trinh tw quay cac vi tri ghép nbi dau

cudi 5" hodc 3 cua intron ¢o6 thé dugc bién doi theo cach nay.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “phan tir két thuc sao
chép 37 hodc “3” UTR” dé cap dén phan tir ADN ma duge st dung trong khi sao chép
dé tao ra ving khong dugce dich ma 3" (3" UTR) cta phan tir ARN thong tin. Vung
khong dugc dich mi 3” ciia phan tt ARN thong tin ¢6 thé dugc tao ra bang cach tach
dic hiéu va polyadenyl hoa 3°, dudi a.k.a. polyA. 3" UTR ¢6 thé dugc lién két chit che
véi va duogc dinh vi xudi dong cia phan tir polynucleotit ¢ thé sao chép va co thé bao
gdm cac polynucleotit ma tao ra tin hiéu polyadenyl hoa va céc tin hiéu diéu chinh
khac c¢6 kha nang tac dong dén sao chép, xir Iy ARN thong tin hodc biéu hién gen. Céc
dudi polyA dugc cho la thuc hién chirc ndng trong tinh 4n dinh ARN thong tin va khoi
d4u sao chép. Cac vi du vé cac phan tir két thiic sao chép 3" trong linh vyc nay 1a ving

nopalin syntaza 3" (xem, Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80: 4803-4807
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(1983)); ving hspl7 3 cua lia mi; ving ban don vi nhé 3’ cua ddu Ha lan rubisco;
viung E6 3" cua bong (Patent My $6 6,096,950); cac viung 3” dugc boc 19 trong cong b6
don sang ché quéc t& s6 WO0011200A2; va coixin 3° UTR (Patent M§ s6 6,635,806).

Thong thuong, cac 3° UTR nhén théy viéc stir dung c0 loi d6i voi su biéu hién tai
td hop cta gen dac hiéu. Trong hé théng dong vat, co ché cua 3 UTR d3 duoc xac
dinh (vi du, Zhao et al., Microbiol Mol Biol Rev 63:405-445 (1999); Proudfoot,
Nature 322:562-565 (1986); Kim et al., Biotechnology Progress 19:1620-1622 (2003);
Yonaha and Proudfoot, EMBO J. 19:3770-3777 (2000); Cramer et al., FEBS Letters
498:179-182 (2001); Kuerstem and Goodwin, Nature Reviews Genetics 4:626-637
(2003)). Su két thic sao chép ARN thong tin c6 hiéu qué la can thiét dé ngan ngira sw
sao chép khong mong mudn cia céac trinh tu khong lién quan tinh trang (xudi dong)
ma c6 thé can trd bidu hién tinh trang. Su sip xép nhiu cat xét biéu hién gen & trang
thai gﬁn canh nhau cuc bd (vi du trong mot T-ADN) ¢6 thé gdy ngén chan su biéu hién
gen cua mot hoac nhiéu gen trong cAu tric nay so voi cac 16ng vao doc 1ap (Padidam
and Cao, BioTechniques 31:328-334 (2001). Diéu nay co thé can tré viée dat duoc céc
muc biéu hién thoa dang, vi du trong cac trudng hgp mong mudn biéu hién gen manh
tir tit ca céc cat xét.

O thuc vit, cac trinh tu tin hiéu polyadenyl hoa dugc xac dinh rd rang 1a chua
duoc biét dén. Hasegawa et al., Plant J. 33:1063-1072, (2003)) khong c6 kha nang
nhén biét cac trinh tir tin hiéu polyadenyl hoa dugc bao tdn trong cac hé thong in vitro
va in vivo trong Nicotiana sylvestris va dé xac dinh chiéu dai thuc ctia ban sao dau tién
(khong dugc polyadenyl hoa). 3 UTR yéu c6 kha ning tao ra doc thong, ma ¢ thé tac
dong dén su biéu hién cta gen dugc dinh vi trong cac cat xét biéu hién l4n cin
(Padidam and Cao, BioTechniques 31:328-334 (2001)). Viéc kiém soét két thuc sao
chép thich hop c6 thé ngan ngira doc thong thanh cac trinh tu (vi du, cdc cat xét biéu
hién khac) dugc dinh vi xudi dong va con ¢o thé cho phép phuc hoi hiéu qua cua ARN
polymeraza, dé cai thién su biéu hién gen. Su két thuc sao chép hiéu qua (gii phéng
ARN Polymeraza II ra khoi ADN) la diéu kién tién quyét dé khoi déu lai sao chép va
nho do tac dong mot cach truc tiép dén mirc sao chép tbng thé. Tiép theo két thuc sao
chép, ARN thong tin chin dugc gidi phong khoi vi tri tdng hop va tao mau d6i voi té

bao chat. Cac ARN thong tin ctia sinh vit c6 nhén that duoc tich tu nhu cdc dang
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poly(A) in vivo, sao cho kho phat hién cac vi tri két thuc sao chép bing cac phuong
phép thong thuong. Tuy nhién, viéc du doan cac 3" UTR c6 chirc nang va hiu qua
bang cac phwong phép tin sinh hoc 1a khé khan trong d6 khong c6 trinh tu dugc bao
tdn ma s& cho phép du doan dé dang 3" UTR hiéu qua.

Dua trén quan diém thuc tién, thong thudng c6 loi rang 3 UTR dugc st dung
trong cat xét chuyén gen c6 céc ddc tinh sau day. 3" UTR c6 kha nang két thic sao
chép gen chuyén mot cach hiéu nghiém va hiéu qua va ngan ngira doc thong sao chép
thanh trinh tu ADN l4n c4n bit ky ma c6 thé bao gém cat xét chuyén gen khac nhu
trong trudng hop nhiéu cat xét cu tra trong T-ADN hoac ADN nhiém sic thé lan can
ma trong d6 T-ADN duoc 16ng vao. 3~ UTR khong gay ra viéc giam hoat tinh sao
chép dugc tac dong boi doan khoi dau, doan dan diu va intron ma dugc sit dung dé
diéu khién su biéu hién cia gen chuyén. Trong c6ng nghé sinh hoc thuc vat, 3" UTR
thuong dugc su dung dé mdi phan ung khuéch dai cia ARN dugc sao chép nguoc
duge chiét tir thuc vat duge bién nap va dwoc sir dung dé (1) dénh gia hoat tinh sao
chép hoac biéu hién cua cat xét chuyén gen khi dugc tich hop vao nhiém séc thé thuc
vat; (2) danh gi4 sb lugng ban sao 10ng vao trong ADN thyc vat; va (3) danh gia tinh
trang tiép hop giao tit ctia hat thu dugc sau khi tao gidng. 3" UTR ciing dugc st dung
trong cac phan tng khuéch dai ADN duoc chiét tir thuc vat duoc bién nap dé mo ta

dic diém nguyén ven cuia cat xét dugc 16ng vao.

3" UTR hitu ich trong vi€c tao ra su biéu hién gen chuyén O thuc vat co thé dugc
nhan biét dua trén su biéu hién cua tag trinh tu dugc biéu hién (cac EST) trong thu
vién ADN bd tro duge tao thanh tir ARN thong tin duoc phan lap tir hat, hoa va cac
md khac thu duogc tir Big bluestem (4Andropogon gerardii), co Plume (Saccharum
ravennae (Erianthus ravennae)), Cé dudi cdo mau xanh (Setaria viridis), Teosinte
(Zea mays lodi phu mexicana), K& dudi cao (Setaria italica) hodc Coix (Coix lacryma-
jobi). Céac thu vién ADN bd tro dugce tao ra tir cic md duge phén 14p céc loai thuc vat
chon loc bang cach sir dung cac phuong phép da biét dbi v6i chuyén gia trong linh vuc
nay tir cac mo hoa, hat, 1a va ré. Cac ADN bb tro thu duge duoc tao trinh ty b??lng cach
st dung cic phuong phap tao trinh tu khac nhau da biét trong linh vuc nay. EST thu

dugc duge tdp hgp thanh cum bing cach s dung phan mém tin sinh hoc nhu
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clc_ref assemble complete version 2.01.37139 (CLC bio USA, Cambridge,
Massachusetts 02142). Do nhiéu ban sao cia mdi cum duoc xac dinh béng cach dém
sb lugng ADN bd tro doc d6i voi mdi cum. Cac 3” UTR dugc nhan biét c6 thé bao
gém trinh tu thu dugc tr trinh tw ADN bd tro cling nhu trinh ty thu dugce tr ADN b0
gen. Trinh tw ADN bd trg duge st dung dé thiét ké doan mdi, ma sau d6 duoc st dung
v6i thu vién GenomeWalker™ (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View, CA)
dugc tao cAu tric theo huéng din clia nha san xuét dé tao dong vo tinh ving 3" cla
trinh tu ADN b gen twong Ung dé tao ra trinh tu két thuc dai hon. Viéc phan tich do
nhiéu san sao lién quan theo tbng sd truc tiép hodc téng s6 dugc binh thuong héa cua
cac lan doc trinh ty dugc quan sat ddi v6i mbi thu vién md co thé duoc st dung dé
phéng doan cac dic tinh vé& 1ap lai mau biéu hién. Vi du, mot s6 3" UTR c¢6 thé dugc
tim thdy trong cac ban sao dugc nhin thay trong do nhidu cao hon trong md ré nhu
teong phan véi la. Diéu nay goi ¥ rang ban sao duoc biéu hién & muc cao trong ré va
cac dac tinh bidu hién cta ré ¢6 thé 1a thudc tinh diéu chinh sao chép cia doan khoi
dau, din dau, cac intron hodc 3" UTR. Thir nghiém theo kinh nghiém cua cac 3" UTR
duoc nhan biét boi cac dic tinh biéu hién trong co quan, md hodc loai té bao cu thé ¢o
thé d4n dén nhan biét 3° UTR ma lam ting cuong sﬁ biéu hién trong cac co quan, mo

hodc cac loai té bao cu thé nay.

Céc cAu triic va vecto ciing c6 thé bao gbm trinh tw ma héa peptit chuyén tiép ma
bidu hién peptit duoc lién két ma 1a hitu ich dé tao dich san pham protein, cu thé 1a véi
luc lap, lap vo sic hoac co quan té bao thé hat khac; ti thé: peroxisom; khong bao;
hodc vi tri ngoai bao. D& mo ta vé viéc s dung cac peptit chuyén tiép luc lap, xem
patent My b 5,188,642 va patent My sb 5,728,925. Nhiéu protein dugc khu biét luc
lap dugce biéu hién tir gen nhan nhu chit tién chét va duoc tao dich véi luc lap boi
peptit chuyén tiép luc lap (chloroplast transit peptide-CTP). Cac vi du vé protein luc
lap dugc phén 1ap nay bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6, cac protein két hop véi
ban don vi nhé (SSU) cia ribuloza-1,5,-bisphosphat carboxylaza, feredoxin, feredoxin
oxidoreductaza, phiac hgp thu anh sang protein I va protein II, thioredoxin F,
enolpyruvyl shikimat phosphat syntaza (EPSPS) va céac peptit chuyén tiép dugc mo ta
trong patent My s6 7,193,133. Céac tac gia sang ché d3 biéu 10 in vivo va in vitro ring

cac protein khong luc lap ¢o thé duoc tao dich vé6i luc lap biang cach st dung cac dung
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hop protein v6i CTP khac loai va CTP di dé tao dich protein v6i luc lap. Su két hop
ctia peptit chuyén tiép luc lap thich hop nhu Arabidopsis thaliana EPSPS CTP (CTP2)
(Xem, Klee et al., Mol. Gen. Genet. 210:437-442 (1987)) hoac the Petunia hybrida
EPSPS CTP (CTP4) (Xem, della-Cioppa et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:6873-
6877 (1986)) da thé hién céc trinh tu EPSPS khac loai dich vé6i luc lap ¢ thuc vat
chuyén gen Xem, cic patent My $6 5,627,061; 5,633,435; va 5,312,910 va céc patent
chau Au s6 EP 0218571; EP 189707; EP 508909; va EP 924299).

Phin tir polynucleotit co thé sao chép

Nhu dugc st dung trong ban moé ta sang ché nay, thudt ngit “phan tir
polynucleotit ¢6 thé sao chép” dé cap dén phan tir ADN bét ky ¢6 kha ning dugc sao
chép thanh phan tt ARN, bao gdm, nhung khong chi gi6i han ¢, cac phan tir ¢6 trinh
tuy ma hoa protein va cac phén tr tao ra phan tir ARN c6 céc trinh ty hitu ich dé ngan
chdn gen. “Chuyén gen” dé cap dén phan tir polynucleotit c6 thé sao chép khac loai
voi té bao vat chu it nhit d6i v6i vi tri ciia né trong bd gen va/hodc phén tir
polynucleotit ¢co thé sao chép duoc hop nhét nhan tao vao bd gen cuia té bao vat chu

trong thé hé té bao hién tai hodc trude day bat ky.

Doan khéi diu cua sang ché ¢o thé dugce lién két chit ch& v6i phan tu
polynucleotit ¢6 thé sao chép ma 1a khéc loai dbi véi phan tir khoi dau. Nhu duoc sir
dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “khac loai” dé cap dén su két hop cua
hai hodc nhiéu phéan tir polynucleotit khi sy két hop nay thuong khong duge tim thy
trong tu nhién. Vi dy, hai phén tir ¢6 thé thu dugc tir cac loai khac nhau va/hodc hai
phan tr co thé thu dugc tir cac gen khac nhau, vi du cac gen khac nhau tir céc loai
gidng nhau hodc céc gen gidng nhau tir cac loai khac nhau. Do d6, doan khoi dau 1a
khéc loai dbi véi phan t& polynucleotit c6 thé sao chép duoc lién két chit ché néu su
két hop nay thuong khong duge tim thdy trong tr nhién, nghia 1a phéan tir polynucleotit
c6 thé sao chép khong xuét hién tu nhién dugc lién két chat ché két hop voi phéan tir
khéi dau.

Thong thuong, phan tir polynucleotit co thé sao chép c6 thé 1a phan tir ADN bét
ky ma su biéu hién cta ban sao ARN dugc mong mudbn. Su biéu hién cia ban sao
ARN nay c6 thé din dén dich ma phan tir ARN thong tin thu dugc va do d6 biéu hién
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protein. Theo cach khac, vi du, phan tir polynucleotit c6 thé sao chép co thé duoc thiét
ké dé gay biéu hién gidm mot cach co ban cia gen hodc protein dic hi¢u. Theo mot
phuong an, didu nay c6 thé duoc hoan thanh bang cach str dung phan t& polynucleotit
¢6 thé sao chép ma duoc dinh huéng theo hudng nghia nguoc. Chuyén gia trong linh
vuc ndy quen thudc v6i st dung cong nghé nghia ngugce. Tom lai, dbi véi phan tu
polynucleotit co thé sao chép nghia nguoc dugc sao chép, san phim ARN lai véi va
tach phan tir ARN bd sung bén trong té bao. Phan tir ARN kép nay khong thé dugc
dich ma thanh protein béi co ché dich ma cua té bao va dugc suy bién trong té bao.

Gen bit ky co thé duoc diéu chinh mot cach tiéu cuc theo cach nay.

Do d6, mdt phuong an cua sang ché 1a yéu t6 diéu chinh ctia sang ché, nhu cac
yéu té dugc dua ra nhu céc SEQ ID NO: tir 1 dén 158 va tir 180 dén 183, duoc lién két
chat ch& véi phan tir polynucleotit co thé sao chép dé diéu bién su sao chép ctia phan
ti polynucleotit ¢6 thé sao chép & mirc mong mudn hodc trong miu mong muén khi
cAu trac dugce tich hop vao bd gen cua té bao thuc vat. Theo mot phuong an, phén tir
polynucleotit co thé sao chép bao gdbm ving gen ma hoa protein va doan khoi dau tac
dong dén su sao chép cta phan tt ARN ma dugc dich ma va dugc biéu hién nhu san
pham protein. Theo phuong an khac, phén tir polynucleotit c6 thé sao chép bao gébm
vung gen nghia nguoc va doan khoi dau tac dong dén su sao chép cla phan tt ARN
nghia nguoc, ARN s¢i kép hodc phan tir ARN ¢ ché tuong tu dé uc ché su biéu hién

cta phan tr ARN déc hiéu quan tam trong té bao vat chu dich.

Gen dwgc quan tim trong nong nghiép

Phén t& polynucleotit co thé sao chép c6 thé 1a gen dugc quan tAm trong nong
nghiép. Nhu dugce st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngt “gen dugc quan
tam trong nong nghié¢p” d& cap dén phan tir polynucleotit c6 thé sao chép ma khi duge
biéu hién trong mo, té bao hoic loai té bao thuc vat cu thé tao ra dic diém mong
mubn, nhu két hop véi hinh thai hoc thuc vét, sinh 1y hoc thuc vat, sinh truong, phat
trién, san luong, san pham, ham luong chit dinh dudng, khang bénh hodc sinh vat gy
hai va/hodc dung nap v6i mdi truong hodc chit hoa hoc. Cac gen duge quan tdm trong
ndng nghiép bao gbm, nhung khong chi giéi han &, cac gen ma hoa protein thu duoc,

protein khang ing xuét, protein kiém soat su phat trién, protein phan héa md, protein
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mo phan sinh, protein dap ung vé mit méi truong, protein 1do hoa, protein dap tng voi
hodc mén, protein cit bo, protein ngudn, protein suy giam, protein kiém soat hoa,
protein hat, protein khang thudc diét co, protein khdng bénh, enzym sinh tong hop axit
béo, enzym sinh téng hop tocopherol, enzym sinh tong hop axit amin, protein diét sinh
vat gay hai hoac chét khac bat ky nhu phan tir nghia ngugc hodc ARN can thi€p tao
dich gen cu thé dé ngan chin. San pham gen dugc quan tAm trong ndng nghiép c6 thé
hoat dong trong thuc vat dé gay ra tac dung theo sinh ly thuc vét hodc trao d6i chét
thuc vat hodc c6 thé hoat dong nhu chét diét sinh vat giy hai trong khéu phén 4n cia

sinh vat gay hai an cdy.

Theo mot phuong an cua sang ché, doan khoi dau cua sang ché duoc hop nhét
Va0 céu tric sao cho doan khéi ddu dugce lién két chit ché v6i phan tir polynucleotit ¢6
thé sao chép ma la gen dugc quan tdm trong néng nghiép. Su biéu hién cta gen dugc
quan tim trong noéng nghi¢p la mong mudn dé tao ra tinh trang c6 loi vé mat néng hoc.
Tinh trang c6 loi trong ndng hoc co thé 13, vi du, nhung khong chi gidi han &, dung
nap thudc diét co, phong trir con trung, san luong duge bién ddi, khang bénh nam,
khang virut, khang giun tron, khdng bénh vi khuén, sinh truong va phat trién thuc vat,
tao ra tinh bot, tao ra dau dugc bién dbi, tao ra dau cao, ham luong axit béo dugc bién
d6i, tao ra protein cao, lam chin trai cay, dinh dudng cho dong vat va con nguoi duoc
tang cuong, polyme sinh hoc, khang img xuét mdi trudong, peptit duoc pham va peptit
tiét, cac tinh trang xtr ly duoc cai thién, kha nang tiéu hoa dugc cai thién, tao ra
enzym, huong vi, ngung két nito, tao ra hat lai, tao ra soi va tao ra nhién liéu sinh hoc.
Céac vi du vé gen dugc quan tim trong ndng nghiép duoc biét trong linh vurc nay bao
odm céc gen khang thudc diét ¢6 (patent My sd 6,803,501; 6,448.476; 6,248,876;
6,225,114; 6,107,549; 5,866,775; 5,804,425; 5,633,435; va 5,463,175), san lugng dugc
gia tang (cac patent My s6 USRE38,446; 6,716,474; 6,663,906; 6,476,295; 6,441,277,
6,423,828; 6,399,330; 6,372,211; 6,235,971; 6,222,098; va 5,716,837), phong trir con
tring (cac patent My s& 6,809,078; 6,713,063; 6,686,452; 6,657,046; 6,645,497
6,642,030; 6,639,054; 6,620,988; 6,593,293; 6,555,655; 6,538,109; 6,537,756;
6,521,442; 6,501,009; 6,468,523; 6,326,351, 6,313,378; 6,284,949; 6,281,016;
6,248,536; 6,242.241; 6,221,649; 6,177,615, 6,156,573; 6,153,814; 6,110,464;

6,093,695; 6,063,756; 6,063,597, 6,023,013; 5,959,091; 5,942,664; 5,942,658,
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5.880,275; 5,763,245; va 5,763,241), khang bénh nim (cic patent My sd 6,653,280;
6,573,361; 6,506,962; 6,316,407; 6,215,048, 5,516,671; 5,773,696, 6,121,436,
6,316,407; va 6,506,962), khang virut (cac patent MJ sb 6,617,496; 6,608,241;
6,015,940; 6,013,864; 5,850,023; va 5,304,730), khang giun tron (patent MJ 5O
6,228.992), khang bénh vi khuén (patent M§ s6 5,516,671), sinh trudng va phét trién
thuc vat (cac patent My b 6,723,897 va 6,518,488), tao ra tinh bot (cac patent My s6
6,538.181; 6,538,179; 6,538,178; 5,750,876; 6,476,295), tao ra dau dugc bién doi (céc
patent M§y sb 6,444,876; 6,426,447; va 6,380,462), tao ra dau cao (céc patent My $6
6.495.739; 5,608,149; 6,483,008; va 6,476,295), ham lugng axit béo dugc bién doi
(c4c patent M§ sb 6,828,475; 6,822,141; 6,770,465, 6,706,950; 6,660,849; 6,596,538;
6,589,767; 6,537,750; 6,489,461; va 6,459,018), tao ra protein cao (patent My s6
6,380,466), chin trai cay (patent My s 5,512,466), dinh dudng cho dong vt va con
ngudi duge tang cuong (cac patent My b 6,723,837; 6,653.,530; 6,5412,59; 5,985,605;
va 6,171,640), polyme sinh hoc (cac patent My sb USRE37,543; 6,228.623; va
5,958,745 va 6,946,588), khang (mg xuét méi trudong (patent My s6 6,072,103), peptit
duogc phim va peptit tiét (cac patent My s6 6,812,379; 6,774,283; 6,140,075; va
6,080,560), cac tinh trang xtr ly dugc cai thién (patent My sb 6,476,295), kha nang ti€u
héa dugc cai thién (patent M§ sb 6,531,648), rafinoza thap (patent M§ s6 6,166,292),
tao ra enzym cong nghiép (patent My s 5,543,576), huong vi dugc cai thién (patent
My s6 6,011,199), ngung két nito (patent My s6 5,229,114), tao ra hat lai (patent My
s& 5,689,041), tao ra soi (cac patent My sd 6,576,818; 6,271,443; 5,981,834; va
5,869,720) va tao ra nhién li¢u sinh hoc (patent My $6 5,998,700).

Theo cach khac, gen dugc quan tdm trong nong nghi€p co thé tac dong dén dac
tinh hodc kiéu hinh cta thuc vét dugce néu trén day béng cach ma hoa phan trt ARN ma
gay diéu bién biéu hién gen dugc tao dich cua gen ndi sinh, vi du qua nghia nguogc
(xem, vi du patent My s6 5,107,065); ARN uc ché (“ARN can thiép”, bao gém diéu
bién biéu hién gen qua cic co ché qua trung gian ARN nho, ARN can thiép ngan,
ARN can thiép ngan hoat dong trans va qua trung gian ARN ngan duoc tao pha, vi du
nhu dugc mo ta trong cac cong bd don yéu cau cp patent M§ s6 US 2006/0200878 va
US 2008/0066206 vi don yéu ciu cip patent My sb 11/974,469); hodc céc co ché qua

trung gian cing ngan chidn. ARN ciing ¢6 thé 1a phan tit ARN xtc tac (vi du, ribozym
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hodc riboswitch; xem, vi du cong bb don yéu cau cip patent M§ s6 US 2006/0200878)
duoc tao ra dé tach san pham ARN thong tin ndi sinh mong mudn. Do d6, phan tir
polynucleotit ¢6 thé sao chép bat ky ma ma hoa phén tir ARN duge sao chép ma tac
dong dén kiéu hinh quan trong trong nong hoc hodc thay d6i hinh thai hoc quan tAm c6
thé 13 hitu ich dbi véi thuc tién sang ché. Cac phuong phéap da biét trong linh vuc tao
cAu tric va dua cAu tric vao trong té bao theo cach ma phan tir polynucleotit co thé sao
chép sao chép thanh phan tr ma c6 kha ning gdy ngan chan gen. Vi du, ngin chan gen
sau sao chép bang cach st dung cAu tric v6i phan tir polynucleotit co thé sao chép
duogc dinh hudng nguoc dé diéu chinh su biéu hién cia gen trong té bao thuc vat duoc
bdc 10 trong cac patent My s6 5,107,065 va 5,759,829 va ngan chan gen sau sao chép
bang cach str dung cAu tric v6i phan tir polynucleotit c6 thé sao chép dugc dinh hudng
thuan dé diéu chinh su biéu hién gen & thuc vat dugc boc 10 trong cac patent My s6
5,283,184 va 5,231,020. Su biéu hién cta polynucleotit c6 thé sao chép & té bao thuc
vat cling ¢c6 thé duoc su dung dé ngin chan sinh vat gy hai thuc vét an té bao thuc
vat, vi du, cac ché phdm duogc phéan 13p tr sinh vat gdy hai thudc bo canh cing (cong
bd patent M§ s& US20070124836) va céc ché phdm duge phan 1ap tir sinh vét gdy hai
1a giun tron (cong bd patent My s6 US20070250947). Sinh vat gay hai thuc vét bao
odm, nhung khong chi gi6i han &, sinh vat gy hai thuoc dong vat chan dét, sinh vat
gdy hai thudc giun tron va sinh vét gay hai la nidm hodc vi sinh vat. Phan tu
polynucleotit ¢ thé sao chép ldy 1am vi du dé hop nhat vao cac cdu trac cia sang ché
bao gbém, vi du, cac phan tir ADN hodc gen tir cac loai khéc voi cac loai dich hodc gen
ma bit ddu v6i hodc c¢6 mit trong cac loai gidng nhau, nhung duoc hop nhét vao trong
té bao nhan bang cac phwong phép k¥ thuét di truyén t6t hon 1 cac k§y thuét sinh san
hoic tao gidng co dién. Loai phan tir polynucleotit c6 thé bao gdm, nhung khong chi
gi6éi han ¢, phan t& polynucleotit ma san c¢6 mit trong té bao thuc vat, phan tr
polynucleotit tir thuc vat khac, phan tir polynucleotit tir sinh vét khac nhau hodc phan
tir polynucleotit dugc tao ra bén ngoai, nhu phan tir polynucleotit chira thong tin gen
nghia nguge hodc phan tir polynucleotit ma hoa phién ban nhan tao, tong hop hodc

theo cach duoc bién doi cua chuyén gen.
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Gen danh diu chon loc

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta sang ché nay thuat ngit “gen danh dau” dé
cip dén phan tit polynucleotit ¢6 thé sao chép bit ky ma su bidu hién cua né hoac thiéu
nob, c6 thé dugc sang loc ddi va6i hodc dat dugce theo mot s6 cach. Cac gen danh dau dé
st dung trong thuc tién sing ché bao gdm, nhung khong chi gigi han &, phan tir
polynucleotit co thé sao chép ma héa B-glucuronidaza (GUS duwgc mo ta trong patent
MY s6 5,599,670), protein huynh quang mau xanh va céc bién thé ctia n6 (GFP dugc
md ta trong patent My b 5,491,084 va 6,146,826), cac protein tao ra tinh khang khéng
sinh hodc protein tao ra dung nap thubc diét 6. Cac gen danh dau khang khang sinh
hitu ich, bao gdm cic gen ma hoa protein tao ra tinh khang véi kanamyxin (nptll),
hygromyxin B (aph IV), streptomyxin hodc spectinomyxin (aad, spec/strep) va
gentamyxin (aac3 va aacC4) la da duoc biét dén trong linh vuc nay. Céc thudc diét co
ma trong do6 sy dung nap cuia thuc vat chuyén gen da duoc biéu 16 va phuwong phap cua
sang ché co thé dugce ap dung, bao gbm, nhung khong chi gi¢i han ¢: axit amino-
metyl-phosphonic, glyphosat, glufosinat, sulfonylure, imidazolinon, bromoxynil,
dalapon, dicamba, xyclohexanedion, cac chét e ché protoporphyrinogen oxidaza va
céc thube diét ¢ isoxasflutol. Phan ti polynucleotit c6 thé sao chép ma héa protein c6
lién quan dén su dung nap thudc diét co 1a da duoc biét dén trong linh vuc nay va bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, phan tir polynucleotit c¢6 thé sao chép ma hoa 5-
enolpyruvylshikimat-3-phosphat syntaza (EPSPS d6i voi su dung nap glyphosat dugc
mo ta trong patent My sb 5,627,061; 5,633,435; 6,040,497; va 5,094,945); phan ti
polynucleotit ¢6 thé sao chép ma héa glyphosat oxidoreductaza va glyphosat-N-axetyl
‘transferaza (GOX dugc mo ta trong patent My s 5,463,175; GAT dugc mo ta trong
cong bd don yéu cu cép patent My sb 20030083480 va dicamba monooxygenaza
duoc md ta trong cong bd don yéu ciu cap patent M¥ s6 20030135879); phan tu
polynucleotit c6 thé sao chép ma hoéa bromoxynil nitrilaza (Bxn dbi voi sy dung nap
Bromoxynil dugc mo ta trong patent My s6 4,810,648); phan tir polynucleotit c6 thé
sao chép ma héa phytoen desaturaza (crtl) dugc mo ta trong 4n pham: Misawa, et al.,
Plant Journal 4:833-840 (1993) va Misawa, et al., Plant Journal 6:481-489 (1994) a6i
v6i sy dung nap norflurazon; phan t& polynucleotit co thé sao chép ma hoa

axetohydroxyaxit syntaza (AHAS, aka ALS) dugc mo ta trong 4n pham: Sathasiivan,
29



42346 30/337

et al, Nucl Acids Res. 18:2188-2193 (1990) déi v6i su dung nap v6i thude diét co
sulfonylure; va gen bar dugc mo ta trong 4n pham: DeBlock, et al, EMBO Journal
6:2513-2519 (1987) ddi v6i su dung nap glufosinat va bialaphos. Céc phén ti khéi dau
ctia sang ché co thé biéu hién phan tir polynucleotit c6 thé sao chép duoc lién két ma
ma hoa ddi v6i phosphinothrixin axetyltransferaza, khang glyphosat EPSPS,
aminoglycosit  phosphotransferaza, hydroxyphenyl pyruvat dehydrogenaza,
hygromyxin  phosphotransferaza, =~ neomyxin  phosphotransferaza,  dalapon
dehalogenaza, nitrilaza khang bromoxynil, anthranilat syntaza, aryloxyalkanoat
dioxygenaza, axetyl CoA carboxylaza, glyphosat oxidoreductaza va glyphosat-N-

axetyl transferaza.

Puoc bao gém trong thuat ngit “gen danh dau chon loc” ciing 1a gen ma ma hoa
gen danh ddu chon loc ma su tiét co thé dugc phat hién nhw céc phuong tién nhan biét
hodc chon loc dbi vai té bao duogc bién nap. Céc vi du bao gém cac gen danh d4u ma
ma hoa khang nguyén c6 thé tiét ma c6 thé duoc nhan biét béi su twong tac khang thé
hoac tham chi cac enzym tiét ma c6 thé duogc phat hién vé mit xuc tac. Protein danh
dAu duoc tiét co thé chon loc ndm trong nhidu nhém, bao gdm céc protein nho, c6 thé
khuéch tan ma c6 thé phat hién, (vi du bdi ELISA), cac enzym hoat héa nhé ma c6 thé
phat hién trong dung dich ngoai bao (vi du, alpha-amylaza, beta-lactamaza,
phosphinothrixin transferaza) hodc cac protein ma dugc 16ng vao hodc by vao vach té
bao (nhu céc protein bao gdm trinh ty dan diu nhu dugc tim thiy trong don vi biéu
hién cuia protein lién quan dén mAm bénh kéo dai hodc cua cdy thudc 14 cling da dugc
biét 12 PR-S thudc 14). Cac gen danh déu chon loc c6 thé ¢6 khac s& rd rang dbi véi
chuyén gia trong linh vuc nay va dugc bao gbm boi sang ché.

Bién nap té bao
Sang ché con dé cap dén phuong phép tao ra té bao duoc bién nap va thuc vat

bao gdm doan khéi dau dugc lién két chit ch& voi phan tir polynucleotit 6 thé sao

chép.

Thuét ngit “bién nap” dé cip dén viéc dua axit nucleic vao vat chu nhén. Nhu
duoc stir dung trong ban mo ta sang ché nay, thudt ngir “vat chi” dé cap dén vi khuan,
ndm hodc thuc vat, bao gom céc t€ bao bat ky, md, co quan hodc thé hé con cuia vi
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khuin, ndm hoic thuc vat. Cac mo va té€ bao thuc vat quan tdm mdt cach dac biét bao
gOm té bao nguyén sinh, calli, ré, than cu, hat, than, 14, cdy giong con, phoi va phan

hoa.

Nhu dugc st dung trong ban md ta sang ché nay, thuat ngit “dugc bién nap” dé
cap dén té bao, md, co quan hogc sinh vt ma trong dé phan tir polynucleotit ngoai,
nhu ciu trac, dugc dua vao. Phan tir polynucleotit dugc dua vao co thé dugc tich hop
vao ADN bd gen cua té bao, mé, co quan hodc sinh vat nhdn sao cho phén tir
polynucleotit dugc dua vao dugc thira hudéng boi thé hé con tiép theo. Té bao hoic
sinh vat “chuyén gen” hodc “duogc bién nap” cling bao g@)m thé hé té bao hodc sinh vat
va thé hé duoc tao ra tir chuong trinh tao gidng bang cach dung sinh vat chuyén gen
nay lam bd me trong lai giéng va thé hién kiéu hinh khac nhau thu duoc tir sy ¢6 mét
cua phan tu polynucleotit ngoai. Thuat ngit “chuyén gen” dé cap dén vi khuin, ndm

hodc thuc vat chira mot hoac nhiéu phén tr axit polynucleic khéac loai.

C6 nhiéu phuong phap dua phén tir axit polynucleic vao té bao thuc vat. Thong
thuong, phuong phap bao gdm cac budc chon té bao vat chu thich hop, bién nap té bao
vat cha voi vecto tai to hop va thu duge té bao vat chu duoc bién nap. Cac phuong
phap thich hop bao gbm su nhiém vi khuén (vi du, Agrobacterium), vecto nhiém sic
thé nhan tao ctia vi khun nhi phan, phan phéi truc tiép ADN (vi du, qua su bién nap
qua trung gian PEG, nhdn ADN qua trung gian lam kho/trc ché, xung dién, lic manh
vé6i soi silic cacbua va gia toc hat duge phu ADN, v.v (dwgc xét lai trong 4n pham:

Potrykus, et al., Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42: 205 (1991)).

Céng nghé dua phan tir ADN vao té bao 1a da dugc biét dén déi voi chuyén gia
trong linh vuc nay. Cac phuong phép va vat li€u bién nap té bao thuc vat bang cach
dua ciu trac ADN thuc vat vao bd gen thuc vat trong thuc tién cua sang ché ¢6 thé bao
gbm phuong phap bét ky trong s6 cac phuong phap da biét va duoc biéu 10. Céc
phuong phap bién nap bét ky c6 thé dugc sir dung dé bién nap té bao vat chi voi mot
hodc nhidu doan khoi dau va/hodc cAu tric hién tai. Cac té bao vat chi ¢6 thé 1a té bao
hodc sinh vat bét ky nhu té bao thuc vat, té bao tao, tao, té bao ndm, nim, té bao vi
khuén hodc té bao con trung. Cac vat chu dugc vu tién va té bao duoc bién nap bao
g@)m cac té bao tir: thuc vat, Aspergillus, ndm men, con trung, vi khuén va tao.

31



42346 32/337

Thuc vat chuyén gen dugc tai sinh co thé duoc tu thu phén dé tao ra cac thuc vat
chuyén gen dong hop tir. Theo cach khac, phén hoa thu dwgc tir thuc vat chuyén gen
duoc tai sinh c6 thé duogc lai véi thuc vat khong chuyén gen, tot hon la cdc dong lai
cung dong cia céc loai quan trong vé mit nong hoc. Mo ta cac phuong phép tao gidng
ma thuong dugce st dung dbi véi cac tinh trang va cdy trong khic nhau c6 thé dugc tim
théy trong mot trong sb vai tai liéu tham chiéu, xem, vi du, Allard, Principles of Plant
Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds,
Principles of crop improvement, Longman, Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep and
Hendriksen, Plant breeding perspectives, Wageningen (ed), Center for Agricultural
Publishing and Documentation (1979); Fehr, Soybeans.: Improvement, Production and
Uses, 2nd Edition, Monograph, 16:249 (1987); Fehr, Principles of variety
development, Theory and Technique, (Vol. 1) va Crop Species Soybean (Vol 2), Iowa
State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987). Nguoc lai, phén hoa tir thuc
vét khong chuyén gen c6 thé duoc str dung dé thu phéan thuc vat chuyén gen dugc tai
sinh.

Cac thuc vat dugc bién nap co thé duoc phan tich dbi v6i su c6 mit cta gen cod
su quan tam va mirc va/hodc bién dang biéu hién dugc tao ra béi yéu t6 dicu chinh ciia
sang ché. Céac chuyén gia trong linh vic nay c6 kién thire vé nhiéu phuong phép hién
6 sén dé phén tich té bao duoc bién nap. Vi du, cac phuong phap phan tich thuc vat
bao gdm, nhung khong chi gigi han @, cac vét Nam hoic vét bac, cac phuong phap dua
trén PCR, phén tich héa sinh hoc, phuwong phap sang loc kiéu hinh, danh gia trén canh
ddng va thir nghiém chén doan mién dich. Su biéu hién ctia phan t&r polynucleotit c6
thé sao chép co thé dugc do bang cach sir dung céc chét phan ting va phuong phép
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) nhu dugc m6 ta boi nha san Xuat va
thoi gian chu ky PCR dugce xdc dinh bing cach st dung TagMan® Testing Matrix.
Theo céch khac, cdc chit phan ung va phuong phdp Invader® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) nhu dugc mo ta béi nha san xudt ¢ thé dugc st dung

bi€u hién gen chuyén.

Hat cua thuc vat cia sang ché c6 thé duoc thu hoach tir thuc vat chuyén gen cO

kha nang sinh san va dugc st dung d€ phat trién cac thé hé con cua thue vat duge bién
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nap cila sang ché bao gom cac dong thuc vat lai bao gom céu tric cua sang che va biéu

hién gen dugc quan tdm trong nong nghiép.

Sang ché cling dé xuat cac phan cua thyc vat cia sdng che. Cac phan cua thuc
vat, ma khong han ché, bao gébm 14, thén, ré, than cu, hat, noi nhil, noin va phan hoa.
Sang ché ciing bao gdm va dé xuat té bao thuc vét duge bién nap ma bao gom phan tu

axit nucleic cua sang ché.

Thue vét chuyén gen c6 thé vuot qua cung phan tir polynucleotit chuyén gen dén
thé hé con cta no. Thé hé con bao g@)m phén thuc vat ¢c6 thé tai sinh bat ky hodc hat
bao gdm gen chuyén thu dugc tir thyc vat t6 tién. Tét hon 13, thuc vat chuyén gen 1a
dong hop tir d6i v6i phan ti polynucleotit dugc bién nap va truyén trinh tu d6 vao tt
ca con chau 1a két qua cia sy nhan gidng gi6i tinh. Thé hé con c6 thé dugc phét trién
tr hat dugc tao ra boi thuc vat chuyén gen. Sau do, cac thuc vat bd sung nay co thé
duoc tu thu phén dé tao ra dong tao giéng chinh xac cua thuc vat. Thé hé con tir cac
thue vat nay dugc danh gia, trong s6 cac van dé khac, dbi véi su biéu hién gen. Sy
bidu hién gen c6 thé dugc phat hién boi vai phuong phap thong thudng nhu tao vét tay,
tao vét bic, két ta mién dich va ELISA.

Sén phim hang héa

Sang ché dé xuét san pham hang héa bao gdm phan tir ADN theo sang ché. Nhu
duogc st dung trong ban mo ta sang ché nay, “san phiam hang héa” d& cap dén ché
phém hodc san phém bét ky ma bao gé)m vat liéu thu dugc tir thuc vat, hat, té bao thuc
vét hodc phan cua thuc vat bao gbm phén tir ADN cua sang ché. San phdm hang hoa
¢ thé dugce ban cho ngudi tiéu dung va ¢ thé 1a sdng hodc khong sdng. San pham
hang hoa khong séng bao gdm nhung khong chi gidi han &, hat gidng va hat khong
séng; hat dugc xur ly, cac phﬁn cua hat va cac phén cta thuc vat; mo thuc vat dugce
hydrat hoa khi, m6 thuc vat duge dong bang va md thuc vat duge xur ly; hat va cac
phﬁn thuc vat duge xir Iy dung cho thitrc dn dong vt dé tiéu thu cho cac dong véat séng
& trén can va/hoac & nudc, dau, bot xay tho, bot, cdm, cam, soi, sita, phé mat, giéy,
kem, ruou vang va thuc phém khac bt ky dbi voi su tiéu thu cia con nguoi; va sinh
khdi va cac san phdm nhién lidu. San phim hang hoa séng bao gdm nhung khong chi
gidi han &, hat giéng va té bao thuc vat. Do do, thuc vat bao gém phan tt ADN theo

33



42346 34/337

sang ché co thé duge sir dung dé san xuit san pham hang hoa bét ky thuong dat duoc

tur thuce vat hodc cac phan cua no.

Noi chung, sang ché s& duge mo ta, sang ché s& dugc hiéu mot cach dé dang hon
thong qua sy tham chiéu dén cac vi du sau ddy ma dugc mé ta bang cach minh hoa va
khong nhdm 1am gidi han sang ché, trir khi c¢6 quy dinh khac. S& dugc danh gid cao bdi
chuyén gia trong linh vuc nay rang cac k¥ thuat duge boc 10 trong cac vi du sau day
md ta cac k§ thuat dugce phat hién bdi cc tac gia sang ché dé thuc hién chirc ning
trong thuc tién sang ché. Tuy nhién, cac chuyén gia trong linh vuc nay s¢, dua vao
sang ché, danh gia cao rang nhiéu thay dbi co6 thé duoc thuc hién trong cac phuong an
cu thé ma duoc moc 16 va van thu duoc két qua twong tw hodc twong dwong ma khong
tach roi khoi y tudng va pham vi cua sang ché, do do tit ca van dé dugc néu hodc dugce
thé hién trong cc hinh v& kém theo dugc hiéu 1a minh hoa va khong lam gi6i han

pham vi cla sang ché.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Nhén biét va tao dong vé tinh yéu tb diéu chinh
Yéu t6 diéu chinh sao chép Ubiquitin m&i hodc cac trinh tw nhém yéu t6 biéu
hién diu chinh sao chép (EXP) dugc nhan biét va duge phan l4p tir ADN bd gen cta
cac loai thuc vat c6 mot la mam Big bluestem (Andropogon gerardii), c6 Plume
(Saccharum ravennae (Erianthus ravennae)), Co dudi cdo mau xanh (Setaria viridis),
Teosinte (Zea mays loai phu mexicana), K& dudi cao (Setaria italica) va Coix (Coix

lacryma-jobi).

Céc trinh tu sao chép Ubiquitin 1 dugc nhan biét tr mdi loai trong sb céac loai
trén ddy. Vung khong dich ma 5° (5" UTR) cua mdi ban sao trong sd cic ban sao
Ubiquitin 1 duoc st dung dé thiét ké doan mdi dé khuéeh dai céc yéu t6 diéu chinh sao
chép tuong ung dbi v6i gen Ubiquitin dugc nhén biét, ma bao gébm doan khéi dau,
doan dan dau (5 UTR) va intron thit nhét duoc lién két chat chd. Cac doan mdi dugc
sir dung v6i thu vién GenomeWalker™ (Clontech Laboratories, Inc, Mountain View,

CA) dugc tao cAu truc theo huéng dan cua nha san xuét dé tao dong vo tinh vang 5’
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cua trinh tr ADN bd gen twong Ung. Yéu t6 diéu chinh sao chép Ubiquitin cling dugc
phan 14p tir Sorghum bicolor ¢6 mot 14 mam bang cach sir dung céc trinh ty chung ma

ddng nhat v6i gen Ubiquitin 4, 6 va 7 ctia Zea mays.

Béng cach str dung cac trinh tu dugc nhan biét, phén tich tin sinh hoc dugc thuc
hién dé nhan biét yéu td diéu chinh trong ADN duogc khuéch dai. Béng cach st dung
cac két qua cua phan tich nay, cac yéu td didu chinh dugc xéac dinh trong céc trinh tur
ADN va doan mdi dugc thiét ké dé khuéch dai yéu t6 diéu chinh. Phan tir ADN tuong
{mg d6i voi mdi yéu tb didu chinh duge khuéch dai bang cach sir dung cac diéu kién
phan tng chudi polymeraza tiéu chuén véi cac doan mdi chira cic vi tri enzym gidi
han don nhit va ADN bd gen dugc phan l4p tir 4. gerardii, S. ravennae, S. viridis, Z.
mays lodi phu mexicana, S. italica, C. lacryma-jobi va S. bicolor. Cac manh ADN thu
dugc dugce thit thanh céc vecto biéu hién thuc vét co ban va dugce tao trinh tu. Sau do,
phan tich yéu t6 didu chinh TSS va ghép néi intron/exon duoc thuc hién bang cach st
dung té bao nguyén sinh cta thuc vat duoc bién nap. Tom lai, té bao nguyén sinh dugc
bién nap véi cac vecto bidu hién cua thuc vat bao gdbm cac manh ADN dugc tao dong
vo tinh duoc lién két chit ché véi phan ti polynucleotit ¢o thé sao chép khac loai va
Hé théng 5" RACE dé khuéch dai nhanh chéng céc du cudi ADN bo trg, Version 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, California 92008) dugc su dung dé x4c nhan yéu t6 didu chinh
TSS va ghép ndi intron/exon bang cach phén tich trinh ty cla cac ban sao ARN thong

tin duoc tao ra theo cach nay.

Céc trinh tw ciia nhom yéu té biéu hién didu chinh sao chép duoc nhén biét
(“EXP”) dugc dua ra trong ban mo ta sang ché nay la cac SEQ ID NO:1, 5, &, 10, 12,
14, 16, 18, 22, 25, 27, 29, 31, 33, 37, 39, 41, 45, 49, 53, 55, 59, 63, 65, 69, 73, 75, 77,
79, 83, 85, 87, 90, 93, 95, 97, 98, 99, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 115, 116,
117, 119, 121, 123, 124, 125, 126, 128, 130, 132, 133, 134, 136, 137, 139, 141, 143,
145, 147, 149, 151, 153, 155, 157, 180, 181 va 183, nhu duoc li¢t ké trong Bang 1
dudi day. Cac trinh ty khoi dau duoc dua ra trong ban mo ta sang ché nay 1a cac SEQ
ID NO:2, 6,9, 11, 13, 15, 17, 19, 23, 26, 28, 30, 32, 34, 38, 40, 42, 46, 50, 56, 60, 64,
66, 70, 74, 76, 78, 80, 84, 86, 88, 91, 96 va 135. C4c trinh tu dan dau duoc dua ra
trong ban mo ta sang ché ndy la cdc SEQ ID NO:3, 20, 35, 43,47, 51, 57, 61, 67,71 va
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81. Céc trinh ty intron dugc dua ra trong ban mo ta sang ché nay 1a cac SEQ ID NO:4,
7,21, 24, 36, 44, 48, 52, 54, 58, 62, 68, 72, 82, 92, 94, 101, 103, 105, 107, 109, 111,
113, 118, 120, 122, 127, 129, 131, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156,
158 va 182. Trinh tu ting cuong dugc dua ra la SEQ ID NO:89.
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Nhu duogc thé hién trong Bang 1, vi duy, trinh tu EXP diéu chinh sao chép dugc
ky hiéu 1a EXP-ANDge.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:1), véi cac thanh phan dugc phan lap
tir A. gerardii, bao gdbm yéu té khoi dau, P-ANDge.Ubq1-1:1:11 (SEQ ID NO:2), dugce
lién két chit ché 5° voi yéu td dan dau, L-ANDge.Ubql-1:1:2 (SEQ ID NO:3), dugc
lién két chit ché 5° v6i yéu td intron, I-ANDge.Ubq1-1:1:3 (SEQ ID NO:4). Cac EXP
khac duoc lién két twong tu, nhu dugce néu trong Bang 1.

Nhur duoc thé hién trong Bang 1, danh muc trinh tu va Céc hinh v& tir FIG.1 dén
7, cac bién thé cta trinh tu khoi dau tir cac loai A. gerardii, E. ravennae, Z. mays loai
phu mexicana, S. bicolor, C. lacryma-jobi, S. italica va S. viridis dugc thiét ké ma bao
¢dm cac manh khoi ddu ngén hon cla, vi du, P-ANDge.Ubq1-1:1:11 (SEQ ID NO:2),
P-ERIra.Ubql-1:1:10 (SEQ ID NO:19) hodc cac doan khoi dau twong ung khac tir cac
loai khac va vi du dan dén P-ANDge.Ubq1-1:1:9 (SEQ ID NO:6), P-ERIra.Ubq1-1:1:9
(SEQ ID NO:23), P-C1.Ubq1-1:1:10 (SEQ ID NO:96), P-SETit.Ubq1-1:1:2 (SEQ ID
NO:76) va P-Sv.Ubql-1:1:2 (SEQ ID NO:38), cling nhu cac manh khoi dau khac. P-
SETit.Ubq1-1:1:4 (SEQ ID NO:74) bao gbm thay ddi trinh tu nucleotit don 1é so véi
P-SETit.Ubql-1:1:1 (SEQ ID NO:70). Tuong tw, P-Sv.Ubql-1:1:3 (SEQ ID NO:40)
bao gdm thay ddi nucleotit don 1é so véi P-Sv.Ubql-1:1:4 (SEQ ID NO:135).

Theo mot sb vi du, cac bién thé cta cac intron cu thé dugc tao ra béng cach lam
thay d6i 3" nucleotit cudi cing cia mdi intron twong (mg tiép theo trinh ty 5"-AG-3’

ctia 3" intron ghép ndi. Cac bién thé intron nay duoc thé hién trong Bang 2 dudi day.

Bang 2. Trinh tw dau cuoi 3” ctia bién thé intron

Cic nucleotit diu cudi
SEQ ID Intron 3" ngay sau vi
Chu giai NO: tri ghép noi 3" AG
I-C1.Ubql-1:1:7 92 GTG
I-CL.Ubql-1:1:6 94 GTC
1-C1.Ubq1-1:1:8 101 GCG
I-C1.Ubql1-1:1:9 103 GAC
I-C1.Ubq1-1:1:10 105 ACC
I-C1.Ubql-1:1:11 107 GGG
1-C1.Ubq1-1:1:12 109 GGT
I-C1.Ubq1-1:1:13 111 CGT
I-C1.Ubq1-1:1:14 113 TGT
I-SETit.Ubql-1:1:2 118 GTG
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Cic nucleotit diu cudi
SEQ ID Intron 3" ngay sau vi
Chu giai NO: tri ghép noi 3" AG
I-SETit.Ubql-1:1:3 120 GGT
I-SETit.Ubql-1:1:4 122 ACC
I-SETit.Ubql-1:1:5 127 GGC
I-Sv.Ubq1-1:1:2 129 GTG
I-Sv.Ubql-1:1:3 131 GGT
[-Zm.UbgM1-1:1:13 (Alen-1) 138 GTC
I-Zm.UbgM1-1:1:17 (Alen-1) 140 GGT
I-Zm.UbgM1-1:1:14 (Alen-2) 142 GTC
[-Zm.UbgM1-1:1:19 (Alen-2) 144 GGT
[-Zm.UbgM1-1:1:15 (Alen-3) 146 GTC
[-Zm.UbgM1-1:1:18 (Alen-3) 148 GGT
1-Sb.Ubqg6-1:1:2 154 GTG
1-Sb.Ubg6-1:1:3 156 GGT
[-Zm.UbgM1-1:1:20 (Alen-3) 182 CGG

Ciing dugc liét ké trong Bang 1 1a ba bién thé alen dugc phan 1ap bang cach st
dung bd doan mdi giéng nhau dugc thiét ké dé khuéch dai ADN bo gen tir Z. mays loai
phu mexicana. Cac bién thé alen cua trinh tu EXP bao g@)m trinh tr ma chi sé mot s6
gidng nhau trong céc ving Khac nhau cta cac trinh tu khac, nhung viée 16ng vao, loai
b6t va ghép d6i khong xtmg nucleotit cling ¢ thé 15 rang trong mdi doan khoi dau,
doan dan d4u va/hodc intron cuia mdi trong sb cac trinh tw EXP. Trinh tu EXP dugc ky
hiéu 1a EXP-Zm.UbgM1:1:1 (SEQ ID NO:41) biéu hién alen thtr nhat (Alen-1) cua
nhom yéu t biéu hién diéu chinh sao chép ctia gen Z. mays loai phu mexicana Ubql.
Céc trinh ty EXP duogc ky hiéu 1a EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO:137) va EXP-
Zm.UbgM1:1:10 (SEQ ID NO:139) bidu hién alen thit nhat (Alen-1), v6i chi khac
nhau ¢ gifta hai EXP xuét hién trong 3" nucleotit cudi ciing ciia mdi intron twong ung
tiép theo trinh tu 5°-AG-3" cua ghép ndi 37 intron. Trinh tu EXP duoc ky hiéu 1a EXP-
7m.UbqM1:1:4 (SEQ ID NO:45) biéu hién alen thir hai (Alen-2) ctia nhém yéu t6 bicu
hién diéu chinh sao chép gen Z. mays loai phu mexicana Ubql. Céc trinh ty EXP dugc
ky hiéu 1a EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141) va EXP-Zm.UbqgM1:1:12 (SEQ ID
NO:143) biéu hién alen thi hai (Alen-2), v6i chi sy khac nhau ¢ gitra hai EXP xuét

hién trong 3" nucleotit cudi ciing ctia mdi intron twong Gng tiép theo trinh tw 5'-AG-3’
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ctia ghép nbi 3” intron. C4c trinh tw EXP EXP-Zm.UbqM1:1:2 (SEQ ID NO:49) va
EXP-Zm.UbgM1:1:5 (SEQ ID NO:53) biéu hién alen tht ba (Alen-3) ciia nhom yéu t6
biéu hién diéu chinh sao chép gen clia Z. mays loai phu mexicana Ubql va bao gdm
nucleotit don 1tr khac nhau & vi tri 1034 trong cac intron twong Umg cua ching (G d6i
v6i I-Zm.UbgM1-1:1:11, SEQ ID NO:52 va T dbi v6i I-Zm.UbgM1-1:1:12, SEQ ID
NO:54). Cac trinh tw EXP dugc ky hiéu 1a EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145),
EXP-Zm.UbgM1:1:9 (SEQ ID NO:147), EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:149) va
EXP-Zm.UbgM1:1:13 (SEQ ID NO:181) cling biéu hién alen thit ba (Alen-3). Intron
cia EXP-Zm.UbgqM1:1:9, I-Zm.UbgMI1-1:1:16 (SEQ ID NO:148) bao gbm gbc
thymin & vi tri 1034, trong khi céac intron cua mdi EXP-Zm.UbqM1:1:8, EXP-
Zm.UbgqM1:1:11 va EXP-Zm.UbgM1:1:13 (I-Zm.UbgM1-1:1:15, SEQ ID NO:146; I-
Zm.UbqM1-1:1:18, SEQ ID NO:11 va; I-Zm.UbgM1-1:1:20, SEQ ID NO:182) bao
gdm gbc guanin & vi tri 1034. Ngoai ra, cac nucleotit diu cudi 3, 37 cubi clng cua
EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145) va EXP-Zm.UbgqM1:1:9 (SEQ ID NO:147)
khac voi cac nucleotit cia EXP-Zm.UbgMI1:1:11 (SEQ ID NO:149) va EXP-
Zm.UbgM1:1:13 (SEQ ID NO:181).
Vi du 2: Phan tich yéu t6 didu chinh diéu khién GUS trong té bao nguyén sinh
cia ngo

Té bao nguyén sinh cta 14 ngd duoc bién nap véi vecto biéu hién cua thuc vat
chira trinh ty EXP didu khién su biéu hién ctia gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) va
s0 v6i su biéu hién ctia GUS & té bao nguyén sinh cta 14 trong do su biéu hién cua
GUS duoc didu khién boi cac doan khoi dau co ban da biét.

Su biéu hién cua gen chuyén dugc diéu khién béi EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ
ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID
NO:22) hodc EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:27) dugc so Vo1 su biéu hién tir cac
doan khoi dau co ban da biét. Cac trinh tw EXP ngoai dugc tao dong vo tinh vao vecto
biéu hién cta thuc vat duoc thé hién trong Bang 3 dudi diy thu dugc vecto trong do
trinh ty EXP duogc lién két chit ché 5” v6i gen thong bao B-glucuronidaza (GUS) ma
chira intron ¢6 thé xtt 1y (dwge goi 1a GUS-2, SEQ ID NO:160) duge didu khién tir gen
ST-LS1 dic hiéu md cam bién anh sang cta khoai tdy (GenBank Accession: X04753)

hodc trinh tyr ma héa GUS ké nhau (GUS-1, SEQ ID NOS:159), ma duoc li€n két chat
50
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ché 5° voi 37 UTR thu dugc tir gen Nopaline syntaza cua A. tumefaciens (T-
AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO:161) hodc gen Hspl7 cta Iua mi (T-Ta.Hspl7-1:1:1,
SEQ ID NO:162).

Bang 3. Céu triic plasmit biéu hién ciia GUS ciia thwe vat va trinh ty EXP twong

rng, trinh tw ma héa GUS va 3" UTR dwgc sir dung dé bién nap té bao nguyén

sinh ciia 1a ngé. “SEQ ID NO:” dé cap dén trinh tw EXP da néu

SEQ ID
Plasmit Trinh tw EXP NO: GUS 3" UTR
pMON19469 EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
EXP-CaMV.358S-
pMONG65328 enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 GUS-2 T-Ta.Hspl7-1:1:1
pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
pMON122605 | EXP-Os.TubA-3:1:1 165 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
pMON136264 | EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
pMON136259 | EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
pMON136263 | EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13
pMON136258 | EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 GUS-1 T-AGRtu.nos-1:1:13

Cac plasmit dbi ching (pMON19469, pMONG65328, pMON25455 va
pMON122605) duge st dung dé so sanh duoc tao cAu trac nhu dugc mo ta trén day va
chita trinh ty EXP da biét: 1an lugt 1a EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID
NO:170), EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1(SEQ ID NO:163), EXP-
Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) hodc EXP-Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO:165), dugc
lién két chat ch& 5° véi trinh tu ma héa GUS va 3” UTR. Ba déi ching bo sung dugc
tao ra dé danh gia su biéu hién cia GUS va luxiferaza khung: khoogn c6 ddi chung
ADN, vecto r5ng ma khong duoc thiét ké dé biéu hién chuyén gen va vecto biéu hién
duoc st dung dé biéu hién protein huynh quang mau xanh (GFP).

Hai plasmit, dé sir dung trong cung bién nap va binh thuong hoa dit liéu, ciing
duoc tao chu tric bang cach st dung cac phuong phép da biét trong linh vuc nay. Mdi
plasmit chtra trinh tw ma hoa luxiferaza dac hiéu ma duge diéu khién boi trinh tw EXP |
co ban. Vecto cua thuc vat pMON19437 bao gOm cét xét chuyén gen véi doan khoi
dau co ban duoc lién két chit ch& 57 véi intron, (EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1,
SEQ ID NO:170), duoc lién két chit ché 57 v6i trinh tu ma hoa luxiferaza cia dom

51



42346 52/337

dom (Photinus pyralis) (LUCIFERASE:1:3, SEQ ID NO:166), dugc lién két chat ché
5" v6i 37 UTR tir gen nopalin syntaza cua Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-
1:1:13, SEQ ID NO:161). Vecto thyc vit pMON63934 bao gdm cat xét chuyén gen
v6i trinh ty EXP co ban (EXP-CaMV.35S-enh-Lhebl, SEQ ID NO:168), dugc lién két
chit ché 5° v6i trinh tw mi hoa luxiferaza cua sea pansy (Renilla reniformis) (CR-
Ren.hRenilla Lucife-0:0:1, SEQ ID NO:167), dugc lién két chit chd 5° voi 3° UTR tur
gen nopalin syntaza cia Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID
NO:161).

Té bao nguyén sinh 14 ngd duoc bién nap bang cach sir dung phuong phap bién
nap dva trén PEG, cling da duoc biét trong linh vuc nay. Té bao nguyén sinh duge
bién nap v6i pMON19437 plasmit ADN, pMON63934 plasmit ADN va luong duong
lrong mol cia mot trong sb cac plasmit dugc biéu hién trong Bang 3 va dugc U qua
dém trong bong téi. Viée xac dinh GUS va luxiferaza dugc thuc hién bang cach thay
thé phan udc cua ché pham dugc dung giai chua té bao duoc bién nap nhu trén day
thanh hai khay giéng nhd khéc nhau. Mot khay dugc st dung dé do GUS va khay thi
hai duoc st dung dé tién hanh thir nghiém luxiferaza kép bang cach sir dung h¢ théng
thir nghiém thong bao luxiferaza kép (Promega Corp., Madison, WI; xem, vi du,
Promega Notes Magazine, No: 57, 1996, p.02). Mot hodc hai bién nap dbi v6i mbi
trinh tw EXP dugc thue hién va gid tri biéu hién trung binh dbi voi mdi trinh tw EXP
dugc xac dinh dua trén vai mau tr mdi thr nghiém bién nap. Céc lan do mau dugc
thuc hién bang cach sir dung bén ban sao ctia mdi trinh tw EXP tao cu tric bién nap
hoac theo cach khac, ba ban sao cua mdi trinh tu EXP tao cAu trac dbi voi mot trong
hai thtr nghiém bién nap. Cac mirc biéu hién cua GUS va luxiferaza dugc néu trong
Bang 4. Trong ban nay, cac gié tri luxiferaza cia dom dom (vi dy, tur su biéu hién cua
pMON19437) dugc néu trong cdt dugc danh diu “FLuc” va céac gia tri Renilla

luxiferaza dugc néu trong cot dugc danh dau “RLuc.”
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Bang 4. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh trong té bao nguyén sinh ciia 14
ngd dwgce bién nap

SEQ ID

Plasmit Trinh tw EXP NO: Gus RLue FLuc

pMON19469 EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 789147 298899 | 36568
EXP-CaMV.35S-

pMON65328 enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 508327 158227 | 17193
pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179 460579 183955 | 53813
pMON122605 EXP-Os.TubA-3:1:1 165 25082 25821 21004
pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 926083 101213 | 23704
pMON136259 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 845274 193153 | 51479
pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 901985 132765 | 41313
pMON136258 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 1011447 | 210635 | 66803

Dé so sanh hoat tinh tuong ddi ctia mdi trinh tw EXP, cac gia tri GUS dugc biéu
hién theo ty 1& ctia GUS v6i hoat tinh luxiferaza va dugc binh thuong hoa dbi vai cac
mirc biéu hién quan sat dugc ddi véi trinh tu EXP EXP-O.TubA-3:1:1 (SEQ ID
NO:165). Bang 5 du6i day thé hién ty 1& biéu hién cia GUS/Rluc duge binh thuong
hoa dbi voi bidu hién EXP-Os.TubA-3:1:1 & té bao nguyén sinh cta ngo.

Nhur c6 thé thiy dugc trong Bang 5, sy bidu hién ciia GUS, duoc diéu khién boi
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22) hoic EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27)
cao hon gp tir 4,51 dén 9,42 lan so v6i sw biéu hién cia GUS duoc diéu khién boi
EXP-Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO:165). Su biéu hién cia GUS duoc diéu khién boi
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22) hogc EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27)
ciing cao hon so v&i sw biéu hién dwgc diéu khién boi EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170), EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1
(SEQ ID N0:163) hoac EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179).
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Béng 5. S biéu hién gip GUS/RLuc so véi sw biéu hi¢n EXP-Os.TubA-3:1:1 & té
bao nguyén sinh ciia 14 ngo.

Gus/Rluc dwoe
binh thwong
hoa doi voi
SEQ ID EXP-Os.TubA- |
Plasmit Trinh tw EXP NO: Gus/RLuc 3:1:1
pMON19469 EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 2,640000 2,72
EXP-CaMV.358-

pMON65328 enh+Ta.Lhcb1+0Os.Actl:1:1 163 3,210000 3,31
pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179 2,500000 2,57
pMON122605 EXP-Os.TubA-3:1:1 165 0,971000 1,00
pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 9,150000 9,42
pMON136259 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 4,380000 4,51
pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 6,790000 6,99
pMON136258 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 4,800000 4,94

Bang 6 dudi day thé hién ty 1& biéu hién ciia GUS/Fluc dugc binh thuong hoa

d6i v6i su biéu hién EXP-Os.TubA-3:1:1 & té bao nguyén sinh ctia ngo.

Béng 6. Sw bidu hién gip GUS/Fluc so v6i s biéu hi¢n EXP-Os.TubA-3:1:1 & té

bao nguyén sinh cia 14 ngo

Puwoc binh
thwong hoa
doi voi EXP-
SEQ Os.TubA-
Plasmit Trinh tw EXP ID NO: | Gus/FLuc 3:1:1
pMON19469 EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 21,600000 18,15
EXP-CaMV.35S-
pMONG65328 enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 29,600000 24,87
pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179 8,560000 7,19
pMON122605 | EXP-Os.TubA-3:1:1 165 1,190000 1,00
pMON136264 | EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 39,100000 32,86
pMON136259 | EXP-ANDge.Ubgl:1:6 12 16,400000 13,78
pMON136263 | EXP-ERIra.Ubgl:1:9 22 21,800000 18,32
pMON136258 | EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 15,100000 12,69

Nhur c6 thé thdy duoc trong Bang 6, su biéu hién cia GUS, duge diéu khién boi
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22) hogc EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27)

da biéu 16 xu huéng chung giéng nhau khi duge biéu hién theo ty 1& gia tri GUS/Fluc
va dugc binh thudng héa déi véi EXP-Os. TubA-3:1:1 (SEQ ID NO:165). Su biéu hién
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cao hon gp tir 12,69 dén 32,86 14n so véi su biéu hién ciia GUS dugc diéu khién boi
EXP-Os.TubA-3:1:1 (SEQ ID NO:165). Su biéu hién cia GUS dugc diéu khién béi
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22) hodc EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27)
cling cao hon so véi su biéu hién duogc didu khién boéi EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170), EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1
(SEQ ID NO:163) hodc EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179).

Vi dy 3: Phan tich yéu té diéu chinh diéu kl}ién GUS & té bao nguyén sinh cia
ngd bing cach st dung amplicon cat xét chuyén gen GUS

Té bao nguyén sinh cua 14 ngd duge bién nap véi cdc amplicon ADN thu dugc tir
cac vecto biéu hién cua thuc vat chita trinh tw EXP, diéu khién su biéu hién cua gen
chuyén B-glucuronidaza (GUS) va dugc so voi té bao nguyén sinh cta 14 trong do su
biéu hién ciia GUS dugc diéu khién boi doan khéi dau co ban trong day thir nghi¢m
duoc biéu thi dudi day.

Theo bd thtr nghiém thi nhét, té bao nguyén sinh cua ngd, thu dugc tir mo 1a
dugc bién nap nhu trén day véi cac amplicon dugc tao ra tir sy khuéch dai cua cac cat
xét chuyén gen GUS bao gbm cac vecto bidu hién cua thuc vat dé so sanh su biéu hién
cta gen chuyén (GUS) dugc didu khién béi mot trong s6 cac EXP-ANDge.Ubql:1:7
(SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubql:1:6
(SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12
(SEQ ID NO:16),EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10
(SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11
(SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-SETit.Ubql:1:5
(SEQ ID NO:117), EXP-SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6
(SEQ ID NO:124), EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID
NO:132), EXP-Sv.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:134), EXP-Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID
NO:137), EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID
NO:151), EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) va EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID
NO:98) véi su biéu hién ciia cc doan khéi diu co ban da biét. M&i trinh tw EXP bao
g@)m mau khuéch dai ma tir 6 amplicon cat xét chuyén gen duogc tao ra dugc tao dong

v tinh bang cach sir dung cac phuong phap da biét trong linh vuc nay vao vecto biéu
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hién cta thuc vat duoc thé hién trong Bang 7 dudi day dudi tiéu dé “MAau Amplicon.”
Céc vecto biéu hién cia thue vat thu duge bao gOm cat xét chuyén gen bao gbdm trinh
tu EXP, duogc lién két chat ch& 5° voi trinh tu ma hoa dbi véi B-glucuronidaza (GUS)
ma chtra intron c¢6 thé xt Iy (“GUS-2" nhu dugc mo ta trong Vi du 2 trén day) hodc
trinh tr m3 hoa GUS ké nhau (“GUS-17, nhur dwoc md ta trén day), duge lién két chat
ché 5° véi 3° UTR T-AGRtu.nos-1:1:13 ho#c T-Ta.Hspl17-1:1:1, nhu cling dugc mo ta
trén day. Cac amplicon duoc tao ra bang céch sir dung cac phuong phap da biét dbi véi
chuyén gia trong linh vuc nay bang cach st dung cac miu cAu tric plasmit duoc biéu
hién trong Bang 7 dudi day. Tém lai, doan mdi 5” oligonucleotit dugc thiét ké dé gén
v6i trinh tu khéi dau va doan mdi 3 oligonucleotit, ma gin ¢ dau cudi 3" ciia 3" UTR
duoc st dung dé khuéch dai mdi cét xét chuyén gen. Cac loai bét lién tiép 5° duoc dua
vao céc trinh tu khoi ddu bao gdm cdc cat xét chuyén gen, tao ra sy ting dbi voi cac
trinh ty EXP khéac nhau, bang cach st dung cac doan modi oligonucleotit khac nhau ma
dugc thiét ké dé ghn & cac vi tri khac nhau trong trinh ty khoi dau bao gdm mdi méau

amplicon.
Bang 7. Cac amplicon biéu hién thwe vt GUS va cdc mau amplicon cau tric

plasmit twong @ng, trinh tw EXP, trinh tyw ma héa GUS va 3" UTR dugc sir dung

dé bién nap té bao nguyén sinh ctia 14 ngo

SEQ | Trinh tw
_ ID ma hoa
Amplicon ID | Mau Amplicon Trinh tw EXP NO: GUS 3" UTR
T-AGRtu.nos-
PCR0145942 pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179 | GUS-1 1:1:13
P-CAMV.35S-ENH- T-AGRtu.nos-
PCR0145941 pMON33449 1:1:102/L-CAMV .35S-1:1:2 169 | GUS-1 1:1:13
EXP-CaMV.35S- T-Ta.Hspl7-
PCR0145943 pMON65328 enh+Ta.Lhcb1+0Os.Actl:1:1 163 | GUS-2 1:1:1
EXP-CaMV.35S- T-AGRtu.nos-
PCR0145944 pMONS81552 enh+Zm.DnaK:1:1 170 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145892 pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145815 pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145893 pMON136259 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 GUS-1 1:1:13
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SEQ | Trinh tw
_ D ma hoa
Amplicon ID | Mau Amplicon Trinh tw EXP NO: GUS 3" UTR
T-AGRtu.nos-
PCR0145817 pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145819 pMON136264 | EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145896 pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145820 pMON136263 EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145897 pMON136258 EXP-ERIra.Ubq1:1:8 27 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145821 pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145822 pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145900 pMON140877 EXP-SETit.Ubql:1:5 117 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145928 pMON140877 EXP-SETit.Ubql:1:7 123 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145905 pMON140877 EXP-SETit.Ubql:1:6 124 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145909 pMON1408738 EXP-Sv.Ubql:1:7 128 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145929 pMON140878 EXP-Sv.Ubql:1:8 132 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCRO0145911 pMON140878 EXP-Sv.Ubql:1:10 134 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145914 pMON140881 EXP-Zm.UbgqM1:1:6 137 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145915 pMON140882 EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145921 pMON140886 EXP-Sb.Ubqg4:1:2 151 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145920 pMON140887 EXP-Sb.Ubq6:1:2 153 | GUS-1 1:1:13
T-AGRtu.nos-
PCR0145922 pMON140889 EXP-Cl.Ubq1:1:10 98 GUS-1 1:1:13

Céc cAu tric plasmit duoc liét ké nhu cdc mau amplicon trong Bang 7 c6 tac

dung dé khuéch dai cac cat xét biéu hién chuyén gen bao gbm céc trinh ty EXP dugc
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liét ké ciia Bang 7. Céc plasmit d6i ching dugc st dung dé tao ra cac amplicon chuyén
gen GUS dé so sanh dugc tao cAu triic nhu dugc mo ta trén day véi céac trinh ty EXP
co ban da bit duoc mo ta trong Vi du 2. Cac dbi ching am tinh dé x4c dinh GUS va
nén luxiferaza, khong ¢ d6i chimg ADN va mau dbi chimg trong d6 hai luxiferaza
plasmit dugc st dung trong bién nap cliing v6i ADN plasmit ma khong biéu hién trinh
tw ma hoéa cling duoc st dung. Plasmit pMON19437 va pMON63934, nhu duge md ta
trong Vi du 2, cling dugc dung dé cung bién nap va binh thudng hoa dir liéu.

Té bao nguyén sinh cua la ngd duoc bién nap bang cach sir dung phuong phap
bién nap dya trén PEG nhu duge md ta trong Vi du 2, trén ddy. Bang 8 dudi day thé
hién céc gi4 tri bidu hién cia GUS va luxiferaza trung binh dugc x4c dinh dbi v6i moi

cat xét chuyén gen.

Bing 8. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh ctia 14 ngd

dwgc bién nap

SEQ ID
Trinh tw EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-Os.Actl:1:9 179 1540,3 105416,8 | 2671,8
P-CAMV 35S-ENH-1:1:102/L-CAMV.358-1:1:2 169 10426,3 | 344088,6 | 8604,1
EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 12530,8 | 137722,6 | 3067,1
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 61036,1 | 2081253 | 5787,6
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 594474 84667,6 25784
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 401233 76753,8 2419,8
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 42621,0 | 121751,3 | 39748
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 44358.5 87105.8 2687,1
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 48219,0 | 107762,1 | 3279,6
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 31253,0 | 171684,1 | 6476,1
EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 7905.8 21235,6 4624
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 39935.8 | 173766,6 | 5320,3
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 341413 | 111626,8 | 3377,6
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 11540,3 42362,1 1045,3
EXP-SETit.Ubql:1:5 117 20496,5 88695.8 2358,8
EXP-SETit.Ubql:1:7 123 757285 | 185223,8 | 4723,1
EXP-SETit.Ubql:1:6 124 441483 | 161216,3 | 4962,1
EXP-Sv.Ubql:1:7 128 15043,8 74670,6 1888,3
EXP-Sv.Ubql:1:8 132 31997,8 | 113787,1 | 3219,8
EXP-Sv.Ubql:1:10 134 38952,8 | 220208,6 | 70113
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 30528,3 90113,1 2453,6
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 34986,3 | 105724,7 | 2553,8
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SEQ ID
Trinh tw EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 9982,3 72593,8 | 2171,6
EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 33689,0 | 114709,6 | 3879,6
EXP-C1.Ubql:1:10 98 50622,3 | 1070843 | 26213

Pé so sanh hoat tinh lién quan cua mdi trinh tw EXP, gia tri GUS duoc biéu
hién 1a ty 1& cia GUS véi hoat tinh luxiferaza va duoc binh thudng héa d6i voi cac
mirc biéu hién quan sat dwoc db6i voi EXP-Os.Actl:1:1 va EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1. Bang 9 du6i day thé hién ty 1¢ biéu hién cia GUS/Rluc
dugc binh thuong hoa ddi véi EXP-Os.Actl:1:1 va EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 diéu khién su biéu hién & té bao nguyén sinh & ngd. Bang
10 dudi day thé hién ty 1& biéu hién cia GUS/Fluc dugc binh thudng héa dbi véi EXP-
Os.Actl:1:1 va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 diéu khién sy biéu hién

& t€ bao nguyén sinh ctiia ngo.

Bang 9. Ty 1é biéu hién cia GUS/RLuc va GUS/Fluc dwgc binh thwong héa déi
véi EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lheb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163) & té bao

nguyén sinh ciia ngo

SEQ GUS/Rluc so voi EXP- GUS/Fluc so voi EXP-
D CaMV.35S- CaMV.35S-
Trinh tw EXP NO: | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1

EXP-Os.Actl:1:9 179 0,16 0,14
P-CAMV .35S-ENH- ‘

1:1:102/L-CAMV.35S-1:1:2 | 169 0,33 0,30
EXP-CaMV.35S-

enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 1,00 1,00
EXP-CaMV.35S-

enh+Zm.DnaK:1:1 170 3,22 2,58
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 7,72 5,64
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 5,75 4,06
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 3,85 2,62
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 5,60 4,04
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 4,92 3,60
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 2,00 1,18
EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 4,09 4,18
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 2,53 1,84
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 3,36 2,47
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 2,99 2,70
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SEQ GUS/Rluc so véi EXP- GUS/Flue so voi EXP-
ID CaMV.35S- CaMV.35S-

Trinh tw EXP NO: | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1
EXP-SETit.Ubql:1:5 117 2,54 2,13
EXP-SETit.Ubql:1:7 123 4,49 3,92
EXP-SETit.Ubql:1:6 124 3,01 2,18
EXP-Sv.Ubql:1:7 128 2,21 1,95
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 3,09 2,43
EXP-Sv.Ubq1:1:10 134 1,94 1,36
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 3,72 3,05
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 3,64 3,35
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 1,51 1,13
EXP-Sb.Ubqg6:1:2 153 3,23 2,13
EXP-C1.Ubql:1:10 98 5,20 4,73

Bang 10. T¥ 1& biéu hién ciia GUS/RLuc va GUS/FLuc dwgc binh thwong héa dbi véi EXP-
Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179) & té bao nguyén sinh cia 14 ngd

SEQ
1D GUS/Rluc so véi GUS/FLuc so voi
Trinh tw EXP NO: | EXP-Os.Actl:1:9 EXP-Os.Actl:1:9

EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 1,00
P-CAMV .35S-ENH-1:1:102/L-CAMV.35S-

1:1:2 169 2,07 2,10
EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 6,23 7,09
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 20,07 18,29
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 48,05 39,99
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 35,78 28,76
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 23,96 18,60
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 34,85 28,64
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 30,62 25,50
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 12,46 8,37
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 25,48 29,66
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 15,73 13,02
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 20,93 17,53
EXP-ERIra.Ubq1:1:12 31 18,64 19,15
EXP-SETit.Ubql:1:5 117 15,82 15,07
EXP-SETit.Ubql:1:7 123 27,98 27,81
EXP-SETit.Ubql:1:6 124 18,74 15,43
EXP-Sv.Ubql:1:7 128 13,79 13,82
EXP-Sv.Ubq1:1:8 132 19,25 17,24
EXP-Sv.Ubql:1:10 134 12,11 9,64
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 23,19 21,58
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SEQ
1)) GUS/Rluc so voi GUS/FLuc so véi
Trinh tw EXP NO: | EXP-Os.Actl:1:9 | EXP-Os.Actl:1:9
EXP-Zm.UbqM1:1:7 141 22,65 23,76
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 9,41 7,97
EXP-Sb.Ubqg6:1:2 153 20,10 15,06
EXP-Cl.Ubq1:1:10 98 32,35 33,50

Nhu c6 thé thdy dugc trong cdc Bang 9 va 10, gan nhu tat ca trinh tu EXP c6 kha
ning diéu khién sy biéu hién chuyén gen GUS & té bao cia ngd. Su biéu hién cia GUS
trung binh la cao hon ddi v6i EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubgl:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117),
EXP-SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:124),
EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-
Sv.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:134), EXP-Zm.UbgMI1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151), EXP-
Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) va EXP-CL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:98) khi dugc so
véi sy biéu hién cia GUS duge didu khién béi EXP-Os.Actl:1:1 hodc EXP-
CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0Os.Actl:1:1.

Trong bo thit nghiém thtr hai, amplicon cat xét GUS bao gdm trinh tu EXP EXP-
Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145) dugc so v6i amplicon d6i ching, PCR0145942
(EXP-Os.Actl:1:9, SEQ ID NO:179) va PCR0145944 (EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1, SEQ ID NO:170) déi v6i sy biéu hién ciia GUS. Sy biéu hién cua
GUS duoc didu khién béi trinh tw EXP EXP-Zm.UbgM1:1:8 cao hon su biéu hién cua
hai déi chimg. Bang 11 dudi day thé hién cdc gia tri GUS va luxiferaza trung binh
duoc xéc dinh dbi v6i mdi amplicon. Bang 12 duéi day thé hién ty 1¢ bicu hién cua
GUS/RLuc va GUS/Fluc dugc binh thudong hoa dbi voi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-
CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 didu khién su biéu hién & té bao nguyén sinh ctia ngd.
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Bang 11. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh ¢ té bao nguyén sinh cua la
ngd dwogc bién nap

SEQ
ID
Amplicon Trinh tw EXP NO: | GUS RLuc | FLuc
PCR0145942 | EXP-Os.Actl:1:9 179 | 1512,25 | 190461 | 11333,8
EXP-CaMV.35S-
PCR0145944 | enh+Zm.DnaK:1:1 170 | 41176,5 | 330837 | 13885,8
PCR0145916 | EXP-Zm.UbqM1:1:8 145 | 79581,5 | 330756 | 15262,5

Bang 12. Ty I¢ biéu hién ciia GUS/RLuc va GUS/Fluc dwgc binh thwong héa déi voi
EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID
NO:170) & té bao nguyén sinh ciia 14 ngd

62/337

GUS/Rluc so GUS/Fluc so
voi EXP- voi EXP-
SEQ | GUS/Rluc GUS/Fluc CaMV.35S- CaMV.35S8-
ID | sovéi EXP- | so voi EXP- | enh+Zm.DnaK | enh+Zm.DnaK
Trinh tw EXP NO: | Os.Actl:1:9 | Os.Actl:1:9 :1:1 :1:1
EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 1,00 0,06 0,04
EXP-CaMV.35S-

enh+7Zm.DnaK:1:1 170 15,68 22,22 1,00 1,00
EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 30,30 39,08 1,93 1,76

Trong b thr nghiém thir ba, cac cat xét chuyén gen amplicon GUS dugc tao ra
nhur dwge mo ta trén day va duoc thir nghiém dbi voi su biéu hién dugce diéu khién boi
trinh tv EXP, EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID
NO:98), EXP-CL.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO:115)
va EXP-CL.Ubgl:1:15 (SEQ ID NO:116). Cac amplicon bao gbm trinh tu EXP dugc
lien két chit ché v6i trinh tw md hoa GUS-1 ma dugc lién két chat ché véi T-
AGRtu.nos-1:1:13 3” UTR. Su biéu hién dugc so v6i cac dbi chimg EXP-Os.Actl:1:9
(SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170). Bang
13 dudi day thé hién cdc gié tri GUS va luxiferaza trung binh duoc x4c dinh doi voi
mdi amplicon. Bang 14 dudi ddy thé hién ty 1¢ biéu hién cia GUS/Rluc duge binh
thuong hoa dbi véi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 diéu

khién su biéu hién ¢ té bao nguyén sinh cua ngo.
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Bang 13. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh cia 14

ngbd dugce bién nap

Amplicon SEQ
ID Trinh tw EXP ID NO: GUS RLuc
PCR0145942 | EXP-Os.Actl:1:9 179 944525 | 929755
PCR0145944 | EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 78591,25 | 445127
PCR0146628 | EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 192056,75 | 972642
PCR0145922 | EXP-C1.Ubq1:1:10 98 175295,25 | 395563
PCR0145945 | EXP-C1.Ubq1:1:13 114 173674,5 | 402966
PCR0145946 | EXP-Cl.Ubql:1:14 115 185987,5 | 390052
PCR0145947 | EXP-CL.Ubql:1:15 116 9435 320749

Béng 14. T§ 18 biéu hién ciia GUS/RLuc va GUS/Fluc dwge binh thwdng héa doi
v6i EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1
(SEQ ID NO:170) & té bao nguyén sinh ciia 14 ngd

GUS/Rluc so | GUS/Rluc so véi
SEQ ID voi EXP- EXP-CaMV.35S-
Trinh tw EXP NO: Os.Actl:1:9 | enh+Zm.DnaK:1:1
EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 0,06
EXP-CaMV.35S-
enh+7Zm.DnaK:1:1 170 17,38 1,00
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 19,44 1,12
EXP-Cl.Ubql1:1:10 98 43,62 2,51
EXP-C1.Ubql:1:13 114 42,43 2,44
EXP-Cl.Ubqgl:1:14 115 46,94 2,70
EXP-CL.Ubql:1:15 116 2,90 0,17

Nhu c6 thé thidy dugc trong Bang 14 trén day, cac trinh tuw EXP EXP-
ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
CLUbql:1:15 (SEQ ID NO:116) ¢6 kha nang diéu khién sy biéu hién chuyén gen. Su
bidu hién duoc diéu khién boi EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114) va EXP-
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Cl.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO:115) 1a cao hon su biéu hién ciia ca hai d6i chimg. Su bicu
hién duoc didu khién bsi EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) la thap hon so voi
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) nhung cao hon so v6i db6i
chirmg, EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179).

B0 thir nghiém thr tu, cac cat xét chuyén gen amplicon GUS duoc tao ra nhu
duoc mo ta trén day va dugc thtr nghiém dbi véi su biéu hién duoc diéu khién boi
trinh tw EXP, EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:16 (SEQ ID
NO:93) va EXP-CLUbq1:1:17 (SEQ ID NO:97). Su biéu hién dugc so véi cac dbi
chimg EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1
(SEQ ID NO:170). Bang 15 dudi day thé hién céc gia tri GUS va luxiferaza trung binh
duge xac dinh déi véi mdi amplicon. Bang 16 dudi day thé hién ty 18 bicu hién cua
GUS/RLuc va GUS/FLuc duogc binh thudng hoa ddi véi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-
CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 diéu khién sy biéu hién & té bao nguyén sinh ciia ngd.

Béang 15. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh caa la

ngo6 dwgc bién nap

64/337

SEQ
ID

Amplicon ID Trinh tw EXP NO: GUS RLuc FLuc

PCR0145942 | EXP-Os.Actl:1:9 179 5333,5 | 171941,75 | 77817,88
EXP-CaMV.358S-

PCR0145944 | enh+Zm.DnaK:1:1 170 88517 177260,25 | 54207,38
PCR0145922 | EXP-CL.Ubql:1:10 98 | 130125,75 | 194216 32055
pMON146750 | EXP-C1.Ubq1:1:16 93 |134101,75 | 182317,5 | 324345
pMON146751 | EXP-CL.Ubq1:1:17 97 | 107122,5 | 151783,25 | 51354,38
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Bang 16. Ty ¢ biéu hién cia GUS/RLuc va GUS/FLuc dwgc binh thwong héa déi voi
EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID

NO:170) & té bao nguyén sinh cia l4 ngd

GUS/Fluc | GUS/Rluc GUS/Flue
so voi so véi EXP- | so voi EXP-
SEQ | GUS/Rluc EXP- CaMV.35S- | CaMV.35S-
ID | sovéi EXP- | Os.Actl:1 | enh+Zm.D | enh+Zm.D
Amplicon ID | Trinh tw EXP | NO: | Os.Actl:1:9 :9 nakK:1:1 naK:1:1
EXP-
PCR0145942 | Os.Actl:1:9 179 1,00 1,00 0,06 0,04
EXP-
CaMV.358S-
enh+7Zm.DnaK:1
PCR0145944 | :1 170 16,10 23,83 1,00 1,00
EXP-
PCR0145922 | C1.Ubql:1:10 98 21,60 59,23 1,34 2,49
EXP-
pMON146750 | CL.Ubql:1:16 93 23,71 60,32 1,47 2,53
EXP-
pMON146751 | Cl.Ubql:1:17 97 22,75 30,43 1,41 1,28

Nhu ¢6 thé thdy duoc trong Bang 16, cac trinh tw EXP EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ
ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-CLUbql:1:17 (SEQ ID

NO:97) ¢6 kha ning diéu khién su biéu hién chuyén gen. Su bicu hién dugc di€u khién

béi mdi trong so cac trinh tw EXP 12 cao hon so véi sy biéu hién ctia hai do1 ching.

Trong bd thir nghiém thr ndm, céc cat xét chuyén gen amplicon GUS dugc tao ra

nhu thir nghiém dugc mé ta trén ddy, su biéu hién dugc diéu khién bdi cac trinh tu
EXP, EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:149) va EXP-CLUbql:1:23 (SEQ ID
NO:108). Su biéu hién dugc so v6i cac dbi chimg EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179)
va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163). Bang 17 dudi day

thé hién cac gia tri GUS va luxiferaza trung binh dugc xac dinh dbi voi mbi amplicon.

Bang 18 dudi dy thé hién ty 1 biéu hién ciia GUS/RLuc duge binh thuong héa dbi
véi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 diéu khién su

biéu hién & t€ bao nguyén sinh cta ngo.
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Bang 17. Hoat tinh GUS va Lucxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh ciia 14

ngd dwgce bién nap

SEQ
ID
Méiu Amplicon Trinh tw EXP NO: GUS RLuc
EXP-CaMV.35S-
pMON65328 | PCR0145943 | enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 | 163 | 70352,00 | 79028,75
pMON25455 | PCR0145942 | EXP-Os.Act1:1:9 179 | 33155,25 | 92337,00
pMON131962 | pMON131962 | EXP-Zm.UbqM1:1:11 149 | 18814,75 | 33663,00
pMON132047 | pMON132047 | EXP-CLUbq1:1:23 108 | 15387,50 | 40995,50

Béang 18. Ty 1€ biéu hién ciia GUS/RLuc dwgc binh thwdng hoa d6i véi EXP-Os.Actl:1:9
(SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163) ¢

té bao nguyén sinh cia li ngo.

GUS/Rluc so voi
SEQ | GUS/Rlucso | EXP-CaMV.35S-
ID voi EXP- enh+Ta.Lhcb1+Os.
Amplicon Trinh tw EXP NO: | Os.Actl:1:9 Actl:1:1
EXP-CaMV.35S-

PCR0145943 enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 2,48 1,00
PCR0145942 EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 0,40
pMON131962 | EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 1,56 0,63
pMON132047 | EXP-C1.Ubql:1:23 108 1,05 0,42

Nhu c6 thé thdy duoc trong Bang 18 trén day, céc trinh ty EXP, EXP-
Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:149) va EXP-C1.Ubq1:1:23 (SEQ ID NO:108) c6 kha

ning diéu khién su bi€u hién cia GUS & t&€ bao nguyén sinh cua la ngo. Su biéu hién

tuong tw véi s biéu hién cia déi chimg, EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179) va thp
hon su biéu hién cia EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163).

Hiéu qua cia cic yéu td diéu chinh diéu khién su biéu hién cia GUS tur cac

amplicon c6 thé dugc nghién citu twong tw ¢ t& bao nguyén sinh cta 14 cdy mia. Vi duy,

té bao nguyén sinh cua 14 cdy mia c6 thé dugc bién nap v6i ADN amplicon thu duoc

tr cAc vecto biéu hién cta thuc vat chira trinh ty EXP, diéu khien sy biéu hi€n cua gen

chuyén B-glucuronidaza (GUS) va so v6i té bao nguyén sinh cua 14 trong d6 su biéu

hién ciia GUS duoc didu khién bing céc doan khoi dau co ban da biét. Tuong tw, yéu
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t5 diéu chinh sy biéu hién cua CP4 tir amplicon & té bao nguyén sinh cua ngd hoac lua
mi ¢6 thé duoc nghién ctru twong ty.

Vi du 4: Phan tich yéu t§ diéu chinh diéu khién GUS & té bao nguyén sinh ciia lia
mi bing cach st dung amplicon cat xét chuyén gen cia GUS

Té bao nguyén sinh cta 14 lta mi were dugc bién nap v6i ADN amplicon thu
dugc tir cac vecto biéu hién cta thuc vat chira trinh ty EXP, didu khién su biéu hién
cua gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) va so véi té bao nguyén sinh cta 14 trong do
su bidu hién ciia GUS dugc didu khién boi cic doan khéi ddu co ban da biét.

Té bao nguyén sinh cta Ita mi thu duoc tir mo 14 dugc bién nap bang cach sir
dung cac phuong phéap da biét trong linh vurc ndy v6i cac amplicon duge tao ra tir sy
khuéch dai cac cat xét chuyén gen GUS bao gdm céc vecto biéu hién cia thuc vat so
v6i su bidu hién ctia gen chuyén (GUS) dugc diéu khién béi céc trinh ty EXP dugc ligt
ké trong cac Bang tir 10 dén 11 v6i su didu khién cua cac doan khoi dAu co ban da biét
v6i hé phuong phap nhu duge md ta trong vi du trén day (Vi du 3), bang cach sir dung
amplicon cat xét GUS tuong ty nhu dugc su dung dbi voi tha nghiém & ngd trong Vi
du 3 trén day. Cac amplicon cat xét GUS dbi chimg va Luxiferaza plasmit dugc sir
dung dbi voi sub bién nap té bao nguyén sinh cia lua mi cling twong tuw nhu céc
amplicon dugc thé hién trong vi du trén day va duoc thé hién trong Bang 7 trén day
trong Vi du 3. Tuong tu, cac débi chirng am tinh dugc str dung dé xac dinh nén GUS va
luxiferaza, nhu duoc mé ta trén day. Té bao nguyén sinh cua 14 lua mi dugc bién nap
bing cach sir dung phuong phap bién nap dua trén PEG, nhu dugc md ta trong Vi du 3
trén day. Bang 19 liét ké hoat tinh GUS va LUC trung binh & té bao nguyén sinh cua la
Ita mi va Bang 20 thé hién ty 1¢ biéu hién ciia GUS/Rluc duge binh thudng hoa o t¢

bao nguyén sinh cua lta mi.
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Bang 19. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh ctia 14 laa

mi dwge bién nap

SEQ ID

Trinh tw EXP NO: GUS RLue GUS/RLuc
EXP-Os.Actl:1:9 179 2976,33 | 53334,8 | 0,0558047
P-CAMV .35S-ENH-1:1:102/L-CAMV.355-1:1:2 169 1431,33 | 55996,1 | 0,0255612
EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 292993 | 50717,4 | 0,5776973
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 342943 | 63307,9 | 0,5417066
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 684443 | 60329,1 | 1,1345158
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 60606,3 | 60659,4 | 0,9991245
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 33386,3 | 56712,1 | 0,5886984
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 432373 | 48263,4 | 0,8958609
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 51712,7 | 64702,8 | 0,7992341
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 209983 | 60273,4 | 0,3483845
EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 17268,3 | 254654 | 0,6781084
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 34635,7 | 59467,1 | 0,5824341
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 28979 | 56153,8 0,516065
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 41409,7 | 55152,4 | 0,7508221
EXP-SETit.Ubql:1:5 117 394277 | 57463,1 | 0,6861388
EXP-SETit.Ubql:1:7 123 108091 | 49330,4 | 2,191169
EXP-SETit.Ubql:1:6 124 58703 | 46110,1 | 1,2731047
EXP-Sv.Ubql:1:7 128 29330 | 43367,1 0,676319
EXP-Sv.Ubql:1:8 132 53359 | 40076,4 | 1,3314306
EXP-Sv.Ubql:1:10 134 49122,7 | 53180,8 | 0,9236922
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 37268 | 54088,1 | 0,6890239
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 51408 | 47297.4 | 1,0869087
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 35660,3 | 62591,1 | 0,5697347
EXP-Sb.Ubqg6:1:2 153 27543 | 57826,4 | 0,4763046
EXP-Cl.Ubql:1:10 98 544933 | 41964,1 | 1,2985699
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Bang 20. T§ 18 biéu hién ciia GUS/RLuc dwgc binh thwong héa ddi véi EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ
ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163) & té bao nguyén

sinh ctda la Iia mi

GUS/Rluc so véi EXP-
CaMV.35S-
SEQ ID GUS/Rluc so v6i | enh+Ta.Lhebl+Os.Act

Trinh tw EXP NO: EXP-Os.Actl:1:9 1:1:1
EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 0,10
P-CAMV.35S-ENH-1:1:102/L-
CAMV .35S8-1:1:2 169 0,46 0,04
EXP-CaMV.358S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 10,35 1,00
EXP-CaMV.3585-
enh+Zm.DnaK:1:1 170 9,71 0,94
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 20,33 1,96
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 17,90 1,73
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 10,55 1,02
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 16,05 1,55
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 14,32 1,38
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 6,24 0,60
EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 12,15 1,17
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 10,44 1,01
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 9,25 0,89
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 13,45 1,30
EXP-SETit.Ubql:1:5 117 12,30 1,19
EXP-SETit.Ubql:1:7 123 39,26 3,79
EXP-SETit.Ubql:1:6 124 22,81 2,20
EXP-Sv.Ubql:1:7 128 12,12 1,17
EXP-Sv.Ubql:1:8 132 23,86 2,30
EXP-Sv.Ubql:1:10 134 16,55 1,60
EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 12,35 1,19
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 19,48 1,88
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 10,21 0,99
EXP-Sb.Ubqg6:1:2 153 8,54 0,82
EXP-C1.Ubql:1:10 98 23,27 2,25

Nhu c6 thé thdy duge trong Bang 20 trén day, gan nhu tat ca trinh tu EXP ¢6 kha
ning didu khién sy biéu hién chuyén gen ctia GUS & té bao laa mi. Su biéu hién
chuyén gen}GUS dwoc diéu khién boi EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16),
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EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.qul:l:lO (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117),
EXP-SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:124),
EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-
Sv.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:134), EXP-Zm.UbqM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151), EXP-
Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) va EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98) la cao hon
nhidu so véi sy bidu hién GUS duoc didu khién boi EXP-Os.Actl:1:9. Su biéu hién
ctia GUS ctia amplicon & té bao nguyén sinh cia 14 lta mi so v6i EXP-CaMV.358-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 1a khac nhau khong dang ké so véi su biéu hién quan sat
duoc & té bao nguyén sinh ctia ngd. Mdi trong s6 cdc EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID
NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID
NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID
NO:16), EXP-ERIra.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID
NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID
NO:117), EXP-SETit.qul:lﬁ (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID
NO:124), EXP-Sv.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-Sv.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:132),
EXP-Sv.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:134), EXP-Zm.UbqM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141) va EXP-C1.Ubql1:1:10 (SEQ ID NO:98) da biéu 16
cic murc biéu hién GUS cao hon so véi EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+O0s.Actl:1:1.
Trinh tw EXP EXP-ERIra.Ubql1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID
NO:29), EXP-Sb.Ubq4:1:2 (SEQ ID NO:151) va EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153)
di biéu 160 muc biéu hién GUS thip hon so véi EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1.

Trong bd thr nghiém thr hai, cac cat xét chuyén gen amplicon GUS duoc tao ra
nhu dugc mb ta trén ddy va duoc thir nghiém ddi vi su bidu hién duge diéu khién boi
cac trinh tu EXP, EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-C1.Ubq1:1:10 (SEQ
ID NO:98), EXP-C1.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CLUbql:1:14 (SEQ ID
NO:115) va EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116). Cac amplicon bao gbm trinh tu
EXP dugc lién két chat ché véi trinh tw ma héa GUS-1 ma dugc lién két chat chg voi
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T-AGRtu.nos-1:1:13 3~ UTR. Su biéu hién dugc so véi céac dbi chung EXP-
Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID
NO:170). Bang 21 du6i day thé hién cac gia tri GUS va luxiferaza trung binh dwgc xac
dinh déi v6i mdi amplicon. Bang 22 dudi day thé hién ty 1& biéu hién ciia GUS/RLuc
binh doi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-CaMV.35S-

enh+Zm.DnaK:1:1 didu khién sy biéu hién & té bao nguyén sinh ciia ngo.

duogc thuong hoa Vo1

Béng 21. Hoat tinh ctia GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh ciia
14 Iia mi dwgce bién nap

71/337

Amplicon SEQ ID

ID Trinh tw EXP NO: GUS RLuc
PCR0145942 | EXP-Os.Actl:1:9 179 1234 | 176970,5
PCR0145944 | EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 12883,5 | 119439
PCR0146628 | EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 38353,3 | 171535,3
PCR0145922 | EXP-CL.Ubql:1:10 98 34938 | 154245,8
PCR0145945 | EXP-Cl.Ubql:1:13 114 32121 |122220,8
PCR0145946 | EXP-Cl.Ubql:1:14 115 56814 | 1433183
PCR0145947 | EXP-Cl.Ubql:1:15 116 1890,5 | 167178.,5

Bang 22. Ty 1€ biéu hién cia GUS/RLuc va GUS/FLuc dwge binh thwong héa déi véi
EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID

NO:170) ¢ té bao nguyén sinh ciia 14 hia mi

GUS/Rluc so
voi EXP-
GUS/Rluc so CaMV.35S-
SEQ ID voi EXP- enh+Zm.DnaK

Trinh tw EXP NO: Os.Actl:1:9 :1:1
EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 0,06
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 15,47 1,00
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 32,07 2,07
EXP-CL.Ubql:1:10 98 32,48 2,10
EXP-CLUbql:1:13 114 37,69 2,44
EXP-Cl.Ubql:1:14 115 56,85 3,68
EXP-Cl.Ubql:1:15 116 1,62 0,10

Nhu c6 thé thidy dugc trong Béng 22 trén day, trinh ty EXP EXP-

ANDge.Ubgl:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
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CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
CLUbql:1:15 (SEQ ID NO:116) ¢6 kha nang didu khién sy biéu hién chuyén gen. Sy
biéu hién dwoc didu khién boi EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114) va EXP-
CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) 1a cao hon su biéu hién ciia cac doi ching. Su biéu
hién duoc didu khién béi EXP-C1.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) la thap hon so véi
EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) nhung cao hon so voi dbi
chimg, EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179).

Trong bd thir nghiém thr ba, cdc cat x¢t chuyén gen amplicon GUS dugc tao ra
nhu duge md ta trén day dé danh gia su biéu hién dugc diéu khién béi cac trinh tw
EXP, EXP-CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-C1.Ubql1:1:16 (SEQ ID NO:93) va
EXP-CL.Ubql:1:17 (SEQ ID NO:97). Su bidu hién dwoc so véi cac ddi chimg EXP-
Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID
NO:170). Bang 23 dud6i day thé hién cac gid tri GUS va luxiferaza trung binh dugc xéac
dinh dbi voi mdi amplicon. Bang 24 du6i day thé hién ty 1& biéu hién cia GUS/RLuc

va GUS/FLuc dugc binh thuong hoa ddi véi EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-CaMV.358-

enh+Zm.DnaK:1:1 didu khién su biéu hién & té bao nguyén sinh cia ngo.

Bang 23. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh cia 14 laa

mi dwoc bién nap

SEQ ID
Amplicon ID Trinh tw EXP NO: GUS RLuc FLuc
PCR0145942 EXP-Os.Actl:1:9 179 478 46584,5 | 2709,75
PCR0145944 EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 170 8178,5 | 43490,8 | 292725
PCR0145922 EXP-C1.Ubq1:1:10 98 22068,3 | 47662,3 1289
pMON146750 | EXP-C1.Ubgl:1:16 93 34205 | 45064,5 | 1379,63
pMON146751 EXP-Cl.Ubql:1:17 97 31758 | 45739,3 | 2820,75
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Bang 24. Ty 1€ biéu hién cia GUS/RLuc va GUS/FLuc dwgc binh thwong héa déi
véi EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1
(SEQ ID NO:170) & té bao nguyén sinh ciia I4 lia mi

GUS/RLuc
S0 voi
GUS/RL | GUS/FLu EXP- GUS/FLuc
uc so voi ¢ so véi CaMV.35S | so voi EXP-
SEQ EXP- EXP- - CaMV.35S-
ID Os.Actl: | Os.Actl:1 | enh+Zm.D | enh+Zm.Dn
Amplicon ID Trinh tw EXP NO: 1:9 9 naK:1:1 aK:1:1
PCR0145942 EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 1,00 0,05 0,06
EXP-CaMV.35S-
PCRO0145944 enh+Zm.DnaK:1:1 170 18,33 15,84 1,00 1,00
PCR0145922 EXP-Cl.Ubql:1:10 98 45,12 97,05 2,46 6,13
pMON146750 EXP-Cl.Ubql:1:16 93 73,97 140,55 4,04 8,87
pMON146751 EXP-Cl.Ubql:1:17 97 67,67 63,82 3,69 4,03

Nhu c6 thé thdy duoc trong Bang 24 trén ddy, trinh tw EXP EXP-CLUbq1:1:10
(SEQ ID NO:98), EXP-C1.Ubq1:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-C1.Ubql:1:17 (SEQ
ID NO:97) c6 kha ning didu khién sy biéu hién ctia gen chuyén. Su biéu hién dugc
didu khién boi mdi trong s6 céc trinh tu EXP cao hon su biéu hién cia cac dbi ching.

Trong b thir nghiém thur tu, cac cat x¢ét chuyén gen amplicon GUS duoc tao ra
nhu dugc mo ta trén day dé danh gia su biéu hién duoc diéu khién boi cac trinh tu
EXP, EXP-Zm.UbqM1:1:11 (SEQ ID NO:149) va EXP-ClL.Ubql:1:23 (SEQ ID
NO:108). Su biéu hién dwgc so v&i cac d6i chimg EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179)
va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:163). Bang 25 du6i day
thé hién cac gia tri GUS va luxiferaza trung binh dugc xéac dinh d6i v6i mdi amplicon.
Bang 26 dudi day thé hién ty 1¢ bidu hién caa GUS/RLuc duge binh thudng héa doi
v6i EXP-Os.Actl:1:9 va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 diéu khién su

biéu hién & t€ bao nguyén sinh cua ngo.
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Bing 25. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh cia la laa
mi dwge bién nap

SE
Méiu Amplicon ID Trinh tw EXP ID N%: GUS RLuc
EXP-CaMV.35S-
pMONG65328 | PCR0145943 | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 | 163 | 67459,13 | 11682,00
pMON25455 | PCR0145942 | EXP-Os.Act1:1:9 179 | 5661833 | 16654,83
pMON131962 | pMON131962 | EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 | 53862,13 | 10313,75
pMON132047 | pMON132047 | EXP-C1.Ubq1:1:23 108 | 38869,38 | 12279,00

Bang 26. T§ 1¢ biéu hién ciia GUS/RLuc dwgc binh thwdng héa ddi véi EXP-Os.Act1:1:9
(SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+0s.Act1:1:1 (SEQ ID NO:163) &

té bao nguyén sinh cia la lia mi

GUS/Rluc so voi EXP-
SEQ GUS/Rluc CaMV.35S-

ID so voi EXP- | enh+Ta.Lhcb1+Os.Act

Amplicon ID Trinh tw EXP NO: | Os.Actl:1:9 1:1:1
EXP-CaMV.35S-

PCR0145943 | enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 163 1,70 1,00
PCR0145942 | EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 0,59
pMON131962 | EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 1,54 0,90
pMON132047 | EXP-CL.Ubg1:1:23 108 0,93 0,55

Nhu c6 thé thdy dwgc trong Bang 26 trén ddy, cac trinh tw EXP, EXP-
Zm.UbqM1:1:11 (SEQ ID NO:149) va EXP-C1.Ubq1:1:23 (SEQ ID NO:108) c6 kha

nang didu khién sw bidu hién cia GUS & té bao nguyén sinh clia 14 lia mi. Sy biéu hién
la tuong tu véi su biéu hién cua ddi ching, EXP-Os.Actl:1:9 (SEQ ID NO:179) va
thdp hon su biéu hién ciia EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lhcbl+Os.Actl:1:1 (SEQ ID

NO:163).

Vi du 5: Phén tich yéu t6 diéu chinh diéu khién GUS & t€ bao nguyén sinh ciia ciy
mia bing cach sit dung amplicon cat xét chuyén gen GUS

Té bao nguyén sinh cua la cdy mia duoc bién nap v6i ADN amplicon thu dugce tir

cac vecto biéu hién cua thuc vat chira trinh ty EXP, diéu khién sy bicu hién cia gen
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chuyén B-glucuronidaza (GUS) va so véi té bao nguyén sinh cua la trong do su biéu
hién ctia GUS duoc didu khién boi cac doan khéi dau co ban da biét.

Té bao nguyén sinh cta ciy mia thu dugc tir mo 14 dugc bién nap bang cach st
dung phuong phap bién nap dua trén PEG, nhu dugc md ta trong Vi du 3 trén day véi
cac amplicon dugc tao ra tur su khuéch dai cac cat xét chuyén gen GUS bao gbm céc
vecto biéu hién cua thuc vat so véi su biéu hién cua gen chuyén (GUS) duoc diéu
khién bdi mot trong sé cic EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-
ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-
ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-
ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
Cl.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) va dugc thé hién trong Bang 27 dudi day, vdi su diéu
khién cta cac doan khéi diu co ban da biét.

Bang 27. Cac amplicon biéu hién ciia thwe vat GUS va mAu amplicon céu tric
plasmit twong @ng va trinh tw EXP

75/337

SEQ
Amplicon _ ID
ID Mau Amplicon Trinh tw EXP NO:
PCR0145942 | pMON25455 EXP-Os.Actl:1:9 179
EXP-CaMV.358-
PCR0145944 | pMONR81552 enh+Zm.DnaK:1:1 170
PCR0145892 | pMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5
PCRO0145815 | pMON136264 EXP-ANDge.Ubq1:1:10 10
PCR0145893 | pMON136259 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12
PCRO0145817 | pPMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:11 14
PCR0145819 | pPMON136264 EXP-ANDge.Ubql:1:12 16
PCR0145896 | pMON136263 EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22
PCR0145820 | pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:10 25
PCR0145897 | pMON136258 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27
PCR0145821 | pMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:11 29
PCR0145822 | pPMON136263 EXP-ERIra.Ubql:1:12 31
PCR0145922 | pMON140889 EXP-Cl.Ubql:1:10 98
PCR0145945 | pMON140889 EXP-C1.Ubql:1:13 114
PCR0145946 | pMON140889 EXP-Cl.Ubql:1:14 115
PCR0145947 | pMON140889 EXP-Cl.Ubql:1:15 116
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Céac amplicon cat xét GUS d6i chimg va Luxiferaza plasmit dugc sir dung d6i

v6i su bién nap cia té bao nguyén sinh cua cdy mia ciing giong nhu amplicon cat xét

GUS d6i chung va Luxiferaza plasmit duoc thé hién trong cac Vi du tir 2 dén 4 va

dugc néu trong Bang 7 trén day trong Vi du 3. Tuong tu, cac dbi chung am tinh dugc

st dung dé xac dinh nén GUS va luxiferaza, nhu dugc mo ta trén ddy. Bang 28 liét ké

hoat tinh ciia GUS va Luc trung binh nhin thiy duoc & té bao nguyén sinh ctia 14 cay

mia dugc bién nap va Bang 29 thé hién ty 1¢ biéu hién cia GUS/Rluc duge binh

thuong héa & t€ bao nguyén sinh cua la cay mia.

Bang 28. Hoat tinh GUS va Luxiferaza trung binh & té bao nguyén sinh cta 14 laa

mi dwge bién nap

SEQ
ID

Trinh tw EXP NO: GUS RLuc FLuc
EXP-Os.Actl:1:9 179 6667,5 | 3024,5 | 1129,25
EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1 170 | 148728 | 5171 2019,5
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 15225 | 4618,25 | 1775,75
EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 172753 | 4333 1678
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 17236 | 5633,25 | 2240
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 22487,8 | 6898,25 | 2878
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 221453 | 6240,25 | 2676,5
EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 16796,5 | 7759,75 | 3179
EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 16267,5 | 5632,75 | 2436,75
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 25351 | 9019,5 | 4313,5
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 166523 | 3672,25 | 1534
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 12654,5 | 3256,75 | 1261,5
EXP-C1.Ubq1:1:10 98 22383,8 | 7097,5 | 3109,25
EXP-Cl.Ubql:1:13 114 | 14532,3 | 2786,5 | 1198,25
EXP-Cl.Ubql:1:14 115 | 192445 | 3455,25 | 1475
EXP-Cl.Ubql:1:15 116 6676,5 | 3870,25 | 1497,75
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Bang 29. Ty 1€ biéu hién GUS/RLuc va GUS/FLuc dwgc binh thwong héa déi véi
EXP-Os.Act1:1:9 (SEQ ID NO:179) va EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ

ID NO:170) & té bao nguyén sinh ctia la cAy mia

GUS/RLuc | GUS/FLuc | GUS/RLuc so GUS/FLuc so
so voi s0 voi voi EXP- voi EXP-
SEQ EXP- EXP- CaMV.35S- CaMV.35S-
ID Os.Actl:1: | Os.Actl:1: | enh+Zm.Dna | enh+Zm.DnakK:
Trinh tw EXP NO: 9 9 K:1:1 1:1

EXP-Os.Actl:1:9 179 1,00 1,00 0,77 0,80
EXP-CaMV.35S-

enh+7Zm.DnaK:1:1 170 1,30 1,25 1,00 1,00
EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 1,50 1,45 1,15 1,16
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 10 1,81 1,74 1,39 1,40
EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 1,39 1,30 1,06 1,04
EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 1,48 1,32 1,13 1,06
EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 1,61 1,40 1,23 1,12
EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 0,98 0,89 0,75 0,72
EXP-ERIra.Ubq1:1:10 25 1,31 1,13 1,00 0,91
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 1,27 1,00 0,98 0,80
EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 2,06 1,84 1,58 1,47
EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 1,76 1,70 1,35 1,36
EXP-C1.Ubql:1:10 98 1,43 1,22 1,10 0,98
EXP-Cl.Ubql:1:13 114 2,37 2,05 1,81 1,65
EXP-Cl.Ubql:1:14 115 2,53 2,21 1,94 1,77
EXP-Cl.Ubqgl:1:15 116 0,78 0,75 0,60 0,61

Nhu c6 thé thdy duoc trong Bang 29 trén day, tat ca trinh tw EXP EXP-
ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubql1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
ClUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
CLUbql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-CL.Ubq1:1:15 (SEQ ID NO:116) c6 kha nang
diéu khién su sao chép gen chuyén & té bao nguyén sinh cta cdy mia. Trinh ty EXP,
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:10),
EXP-ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14),
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EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31),
EXP-CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-C1.Ubq1:1:13 (SEQ ID NO:114) va EXP-
Cl.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) biéu hién GUS cao hon so v§i EXP-CaMV.358-
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) trong thtr nghi€ém nay.

Vi du 6: Phén tich yéu té diéu chinh diéu khién CP4 & té bao nguyén sinh ciia ngd

Vi du nay minh hoa kha nang ctia EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-
Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-Sv.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:133), EXP-
Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-Zm.UbqM1:1:8 (SEQ ID NO:145), EXP-
Zm.UbqM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117), EXP-
SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:124), EXP-
Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151) va EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) trong didu
khién sy biéu hién cia gen dung nap glyphosat CP4 & té bao nguyén sinh cta ngd. Cac
trinh ty EXP nay dugc tao dong vo tinh vao cac cAu trac plasmit bién nap kép & thuc
vat bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc nay. Cac vecto biéu
hién cua thuc vat thu duge chira ving duong bién bén phai tir 4. tumefaciens, trinh tu
ubiquitin EXP duoc lién két chit ché 5° v6i trinh ty md hoéa EPSPS dung nap
glyphosat dugc tao dich (CP4, US RE39247), dugc lién két chat che 5° voi T-
AGRftu.nos-1:1:13 3° UTR va ving dudng bién bén trai tir 4. tumefaciens (dudng bién
bén trai B-AGRtu.). Cac céu tric plasmit thu duoc duogc sir dung dé bién nap té bao
nguyén sinh cua la ngd bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vuc nay.

Céac cau tric plasmit duoc liét ké trong Bang 30, vdi cac trinh ty EXP nhu dugce
néu trong Bang 1, dugc str dung. Ba plasmit dbi chimg (pMON30098, pMON42410 va
pMON30167), véi yéu té didu chinh ¢6 ban da biét diéu khién CP4 hodc GFP, dugc
tao cu trac va dugce st dung dé so sanh cac mirc biéu hién cua CP4 tuong dbi duoc
didu khién béi cac trinh tw EXP véi su bidu hién cia CP4 dugc diéu khién béi céc yéu
t6 biéu hién co ban da biét. Hai plasmit khac (pMON19437 va pMON63934) cling
dugc st dung nhu dugc md ta trén day dé danh gia hiéu qua bién nap va kha ning
séng. Mbi plasmit chira trinh tw ma héa luxiferaza cu thé dugc diéu khién bai trinh tu

EXP co ban.
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Té bao nguyén sinh cta 14 ngd dugc bién nap bang cach st dung phuong phap

dudi day.

Bang 30. Sw biéu hién CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh cia 14 ngd

| CP4
SEQ | trung CP4
ID binh | STDEV
Plasmit Trinh tw EXP NO: | ppm ppm
Khong ADN | Khong ADN 0 0
pMON30098 | GFP 0 0
EXP-CaMV.358S-
pMON42410 | enh+Ta.Lhcb1+Os.Actl:1:1 163 34,1 15,6
pMON30167 | EXP-Os.Actl:1:1 164 | 404 11,6
pMON129203 | EXP-Sv.Ubql:1:7 128 | 452 6,2
pMON129204 | EXP-Sv.Ubql:1:8 132 | 101,9 13,8
pMON129205 | EXP-Sv.Ubql:1:9 133 | 71,1 8,7
pMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 | 137,1 14,8
pMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 | 136,5 12,3
pMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 |1 170,2 18,1
pMON129200 | EXP-SETit.Ubgl:1:5 117 | 443 9,5
pMON129201 | EXP-SETit.Ubgl:1:7 123 | 105,1 8.4
pMON129202 | EXP-SETit.Ubgl:1:6 124 | 1249 33,7
pMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 14,3 1
pMON129218 | EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 | 75,7 8,9

bién nap dua trén PEG, nhu dugc mo ta trong Vi du 2 trén day. Viéc do CP4 va
luxiferaza dugc thuc hién twong tu voi Vi du 2 trén day. Cac murc biéu hién trung binh

cia CP4 protein duoc biéu dién theo phan triéu (ppm) dugc thé hién trong Bang 30

Nhu ¢6 thé thdy duge trong Bang 30, EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128),

79

EXP-Sv.Ubgl:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-Sv.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:133), EXP-
Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145), EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117), EXP-
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(SEQ ID NO:151) da biéu 16 kha nang diéu khién su biéu hién cua CP4, nhung mic
biéu hién thdp hon mirc biéu hién cta cac ddi chimg co ban.

Céc ditr liéu tuong tu voi cac dit liéu trén day cling c6 thé thu dwoc tir cac phan
duoc bién nap 6n dinh véi cac cAu trac plasmit dugc bién nap trén day, vi du, thuc vat
cua (céc) thé hé con Ro, Ry hodc F1 hodc sau do. Tuong tu, su biéu hién tir cac cAu trac
plasmit khac c6 thé dugc nghién ctu. Vi du, pMON141619, bao gdm trinh tw EXP
EXP-ANDge.Ubql:1:8, trong khi pMON142862 bao gdbm trinh tuy EXP EXP-
ERIra.Ubql:1:8. Cac cAu trac nay va cac ciu tric khac c6 thé duoc phan tich theo cach
nay.

Vi dy 7: Phén tich téu té diéu chinh ditu }(hién CP4 & té bao nguyén sinh ciia ngd
bing cach sir dung amplicon cat xét chuyén gen CP4

Vi du nay minh hoa kha niang cua EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
ClL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CLUbgl:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
ClL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115), EXP-CLUbql:1:15 (SEQ ID NO:116), EXP-
CL.Ubql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-CL.Ubql:1:17 (SEQ ID NO:97) trong didu
khién su biéu hién ctia gen dung nap glyphosat CP4 & té bao nguyén sinh cta ngd. Cac
trinh tu EXP nay dugc tao dong vo tinh vao cac ciu tric plasmit bién nap kép & thuc
vat. Cac vecto biéu hién cua thuc vat thu dugc lam mau khuéch dai dé tao ra amplicon
cat xét gen chuyén bao gbm trinh ty ubiquitin EXP dugc lién két chat ché 5° v6i trinh
tw ma héa EPSPS dung nap glyphosat dugc tao dich thé hat (CP4, US RE39247), dugc
lién két chat ché 5° v6i T-AGRtu.nos-1:1:13 3" UTR va ving duong bién bén trai tir 4.
tumefaciens. Cac amplicon thu duoc dugc st dung dé bién nap té bao nguyén sinh cua
14 ngo.

Té bao nguyén sinh cua 14 ngd dugc bién nap bang cach st dung phuong phap
bién nap dua trén PEG, nhu dugc mo ta trong Vi du 2 trén day. Viéc do CP4 dugc

thuc hién bang cach st dung thir nghiém dua trén ELISA. Cac mirc biéu hién CP4
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protein trung binh dugc biéu dién theo phan triéu (ppm) dugc thé hién trong cac Bang
31 va 32 dudi day.

Trong ddy thir nghiém thir nhét, sw biéu hién cia CP4 dwoc diéu khién boi
amplicon bao gdm cac trinh ty EXP EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubql1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
Cl.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-CLUbql:1:15 (SEQ ID NO:116) dugc thu
nghiém & té bao nguyén sinh cta 14 ngd duge bién nap va so v6i cac muc biéu hién
cia CP4 duoc didu khién boi cac dbi chimg co ban, EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) va EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Cac
muc biéu hién trung binh ctia CP4 protein dugc bidu diln theo phan tridu (ppm) dugc
thé hién trong Bang 31 dudi day.

Bang 31. Sw biéu hién ciia CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh ciia I4
ngo
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CP4
ng/mg CP4
tong ng/mg
protein tong
Amplico SEQ ID trung protein
MAiu Amplicon nID Trinh tw EXP NO: binh | STDEV
khong ADN 0,0 0,0
pMON30098 GFP (déi chimg am tinh) 0,0 0,0
EXP-CaMV.35S-
pMON19469 PCR24 | enh+Zm.DnaK:1:1 170 605,5 27,6
pMON30167 PCR25 | EXP-Os.Actl:1:1 164 50,6 14,2
pMON140896 | PCR41 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 459,0 60,9
pMON140917 | PCR42 | EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 2582 38.4
pMON140897 | PCR43 EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 324.8 21,6
pMON140898 | PCR44 | EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 394.,9 66,4
pMON140899 | PCR45 EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 508,7 89,6
pMON140900 | PCR46 | EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 329.3 14,5
pMON140904 | PCR50 | EXP-ERIra.Ubq1:1:9 22 148,6 24.4
pMON140905 | PCRS51 EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 215,8 22,6
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pMON140906 | PCR52 | EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 376,6 44,1

pMON140907 | PCR53 | EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 459.9 104,7
pMON140908 | PCR54 | EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 221,6 15,9
pMON140913 | PCR19 | EXP-CL.Ubql:1:10 98 2878 50,9
pMON140914 | PCR20 | EXP-CLUbql:1:13 114 585.8 47.9
pMON140915 | PCR21 | EXP-Cl.Ubgl:1:14 115 557,5 76,6
pMON140916 | PCR22 | EXP-Cl.Ubgl:1:15 116 33,2 9,5

Nhu c6 thé thdy dugc trong Bang 31 trén ddy, cac trinh tw EXP EXP-
ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-CL.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
Cl.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) c6 kha nang diéu khién su biéu hién cua CP4. Tat ca
trinh ty EXP v6i loai trir mot EXP-Cl.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) diéu khién cac
muc biéu hién cia CP4 & muc cao hon nhidu so véi dbi chimg co ban, EXP-
Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Cac mirc biéu hién thap hon so véi cdc mirc ciia EXP-
CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170).

Trong ddy thir nghiém tht hai, sy biéu hién ciia CP4 dugc diéu khién boi
amplicon bao gém céc trinh tw EXP EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CL.Ubql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-CLUbql:1:17 (SEQ ID NO:97) dugc thu
nghiém & té bao nguyén sinh cua 14 ngd dugc bién nap va so v6i cac mirc biéu hién
ctia CP4 dugc diéu khién boi ddi ching co ban, EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164).
Céc mirc biéu hién ctia CP4 trung binh duoc biéu dién theo phan triéu (ppm) dugc thé

hién trong Bang 32 dudi day.
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Bang 32. Sw biéu hién ciia CP4 trung binh & té bao nguyén sinh ciia 14 ngd

CP4 ciia | CP4 cua
la ngd la ngod

mg/tong CP4

SEQ | protein mg/tong
ID trung protein

MAiu Amplicon Amplicon ID Trinh tw EXP NO: binh StdDev
pMON30167 | PCR25 EXP-Os.Actl:1:1 164 12,2 1,69
pMON140913 | PCR19 EXP-Cl.Ubql1:1:10 98 307,5 24,21
pMON142748 | pMON142748 | EXP-C1.Ubgl:1:16 93 245,95 | 30,14
pMON142749 | pMON142749 | EXP-C1.Ubql:1:17 97 302,85 | 25,32

Nhu c6 thé thdy dugc trong Bang 32 trén ddy, cic trinh ty EXP EXP-
Cl.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-
CLUbq1:1:17 (SEQ ID NO:97) c6 kha nang diéu khién sy biéu hi¢n ctia CP4. Céc mic
biéu hién duge didu khién boi tAt ca ba trinh ty EXP 1a cao hon so véi mic bicu hién
ctia d6i chting co ban, EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164).

Vi du 8: Phan tich yéu t6 diéu chinh diéu khién CP4 & t€ bao nguyén sinh ciia lia
mi

Vi du nay minh hoa kha nang cua EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-
Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-Sv.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:133), EXP-
Zm.UbqM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145), EXP-
Zm.UbqM1:1:7 (SEQ ID NO:141), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117), EXP-
SETit.Ubq1:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:124), EXP-
Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151) va EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) dé diéu khién
su biéu hién cia CP4 & té bao nguyén sinh cua 14 Ilda mi. Cac trinh ty EXP nay dugc
tao dong vo tinh vao cac chu trac plasmit bién nap kép ctia thuc vét bang cach sir dung
cac phuong phap da biét trong linh vuc nay va nhu dugc mo ta trong cac Vidu 2 va 5
trén day.

Ba plasmit d6i chimg (pMON30098, pMON42410, nhu duge mo ta trén day va
pMON43647 bao gdm ving dudng bién bén phai tir Agrobacterium tumefaciens vl
EXP-Os.Act1+CaMV.35S.2xA1-B3+0s.Actl:1:1 (SEQ ID NO:138) duoc lién két
chit ché 5° véi trinh ty ma hoa dung nap glyphosat dugc tao dich thé hat (CP4, US
RE39247), dugc lién két chat chd 5° v6i T-AGRtu.nos-1:1:13 va ¢ viung duong bién
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bén tri (duomg bién bén trai B-AGRtu.) v6i cac yéu 6 didu chinh co ban da biét dieu
khién CP4 hoic GFP dugc tao cAu tric nhu duge néu trong Vi du 5.

Té bao nguyén sinh cta 14 lua mi duoc bién nap bang cach sir dung phuwong phép
bién nap dua trén PEG nhu dwugc mo ta trong cac vi du trén day voi viée loai trir rang
cac té bao nguyén sinh 1,5 X 10° dbi v6i thir nghiém 1a dugc st dung. Céc thir nghiém
ctia su biéu hién gen chuyén luxiferaza va CP4 duoc thuc hién nhu dugc mo ta trong
Vi du 6 trén day. Cac muc biéu hién CP4 trung binh duogc xac dinh béi CP4 ELISA
duogc thé hién trong Bang 34 duéi day. |

Bang 34. Su biéu hién CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh ciia 14 Iia mi
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CP4
SEQ trung CP4
ID binh | STDEV
Plasmit Trinh tw EXP NO: ppm ppm
khong ADN | khong ADN 0 0
pMON30098 | GFP 0 0
EXP-0s.Actl+CaMV.35S.2xA1-
pMON43647 | B3+0s.Actl:1:1 172 656,2 124,5
pMON42410 | EXP-CaMV.35S-enh+Ta.Lheb1+0s.Actl:1:1 163 438,3 78,9
pMON30167 | EXP-Os.Actl:1:1 164 583 107,4
pMON129203 | EXP-Sv.Ubgl:1:7 128 156,9 25,1
pMON129204 | EXP-Sv.Ubql:1:8 132 39,5 7
pMON129205 | EXP-Sv.Ubgl:1:9 133 154,5 56,5
pMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 1500 0
pMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 199,7 64,9
pMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 234,6 66,9
pMON129200 | EXP-SETit.Ubql:1:5 117 725,7 149.7
pMON129201 | EXP-SETit.Ubql:1:7 123 64,9 14,5
pMON129202 | EXP-SETit.Ubql:1:6 124 122.9 48,7
pMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 113,1 32,8

Téng luong biéu hién ciia CP4 & t€ bao nguyén sinh cta la mi dugc dicéu khién

b&di cac trinh ty EXP va trinh tu EXP co ban da biét EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1 dd chiing minh cac mirc biéu hién cia CP4 khac nhau & té
bao nguyén sinh cta lta mi khi duoc so voi t€ bao nguyén sinh cua ngo.
Vai trinh tw EXP didu khién su bidu hién ctia CP4 & cdc mirc thdp hon & € bao
nguyén sinh cta lia mi so v6i cic trinh tu EXP chu thanh da biét EXP-
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Os.Act1+CaMV.35S.2xA1-B3+0s.Actl:1:1 va EXP-CaMV.35S-
enh+Ta.Lhcb1+0s.Actl:1:1. Hai trinh tu EXP, EXP-Zm.UbgqM1:1:6 (SEQ ID
NO:137) va EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117), tao ra cac muc biéu hién cia
CP4 cao hon & té bao nguyén sinh clia lia mi so véi cac trinh ty EXP co ban da biét
trong thir nghiém nay. EXP-Zm.UbqM1:1:2 diéu khién su biéu hién cia CP4 & mirc
cao nhét, v4i cac mirc biéu hién cao hon gép tr 2,2 dén 3,4 lan 1an luot so voi EXP-
Os.Act1+CaMV.35S.2xA1-B3+0s.Actl:1:1 va EXP-CaMV.358S-
enh+Ta.Lhcb1+Os.Act1:1:1. TAt ca trinh tw EXP dugc thir nghiém da biéu 16 kha ning
didu khién su biéu hién cia CP4 6 € bao lua mi.
Vi dy 9: Phan tich yéu tb diéu chinh diéu khién CP4 & té bao nguyén sinh ciia lia
mi bing cach st dung cac amplicon cat xét gen chuyén CP4

Vi du nay minh hoa kha niang cia EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
ClLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
Cl.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115), EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116), EXP-
CLUbql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-C1.Ubql:1:17 (SEQ ID NO:97) trong diéu
khién su biéu hién cta gen dung nap glyphosat CP4 & té bao nguyén sinh cua lia mi.
Céc trinh tu EXP duogc tao dong vo tinh vao cac chu tric plasmit bién nap kép & thuc
vat. Cac vecto bidu hién cta thuc vat thu duge duge sit dung 1am mau khuéch dai dé
tao ra amplicon cat xét gen chuyén bao gdm trinh trr ubiquitin EXP dugc lién két chat
ch& 5’ véi trinh twv ma hoéa EPSPS dung nap glyphosat duoc tao dich thé hat (CP4, US
RE39247), dugc lién két chit ch& 5° v6i T-AGRtu.nos-1:1:13 3 UTR va vung duong
bién bén trai tir 4. tumefaciens. Cac amplicon thu dugc duoc sir dung dé bién nap té
bao nguyén sinh cta 14 ngo.

Té& bao nguyén sinh cta 14 lta mi dugc bién nap bang cach st dung phuong phap
bién nap dua trén PEG, nhu dugc mo ta trong Vi du 2 trén day. Viéc do CP4 dugc

thuc hién bé‘mg cach sir dung thir nghiém dya trén ELISA. Cac muc biéu hién ctia CP4
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protein trung binh dugc bidu dién theo phan triéu (ppm) duoc thé hién trong cic Bang
35 va 36 duéi day.

Trong diy thit nghiém thit nhat, s biéu hién cia CP4 duoc diéu khién boi
amplicon bao gdm cac trinh tw EXP EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ANDge.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubql1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) duoc thir
nghiém & té bao nguyén sinh cua 14 lua mi dugc bién nap va so véi cac mirc biéu hién
cia CP4 dugc didu khién boi cic ddi ching co ban, EXP-CaMV.35S-
enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) va EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Cac
muc biéu hién ciia CP4 trung binh duge biéu dién theo phﬁn triéu (ppm) dugc thé hién

trong Bang 35 dudi day.
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Béang 35. Sw biéu hién ciia CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh ciia 14 laa
mi

CP4

ng/mg CP4

tong ng/mg

_ protein tong

Mau Amplicon SEQ ID trung protein
Amplicon ID Trinh tw EXP NO: binh STDEV
khong ADN 0,00 0,00
pMON30098 GFP (dbi chimg 4m tinh) 0,00 0,00
EXP-CaMV.35S-

pMON19469 PCR24 enh+7Zm.DnaK:1:1 170 76,11 18,65
pMON30167 PCR25 EXP-Os.Actl:1:1 164 3,83 0,73
pMON140896 | PCR41 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 103,46 16,31
pMON140917 | PCR42 EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 61,48 1,99
pMON140897 | PCR43 EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 62,65 4,58
pMON140898 | PCR44 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 48,74 3,09
pMON140899 | PCR45 EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 54,91 3,50
pMON140900 | PCR46 EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 42.81 5,97
pMON140904 | PCR50 EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 31,26 1,69
pMON140905 | PCR31 EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 49,82 5,96
pMON140906 | PCR52 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 37,43 4,52
pMON140907 | PCR33 EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 27,17 0,96
pMON140908 | PCR54 EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 17,41 4,13
pMON140913 | PCR19 EXP-CL.Ubql:1:10 98 66,66 13,45
pMON140914 | PCR20 EXP-CL1.Ubq1:1:13 114 79,42 10,74
pMON140915 | PCR21 EXP-Cl1.Ubql:1:14 115 75,53 9,32
pMON140916 | PCR22 EXP-Cl.Ubql:1:15 116 0,00 0,00

Nhu c6 thé thdy dugc trong Bang 31 trén day, cac trinh ty EXP EXP-
ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-CL.Ubql1:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
CLUbq1:1:15 (SEQ ID NO:116) ¢6 kha nang diéu khién su biéu hién cua CP4. Tét ca

trinh tw EXP v6i viéc loai trir mot EXP-CLUbq1:1:15 (SEQ ID NO:116) diéu khién
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cac mirc biéu hién cia CP4 & murc cao hon nhidu so v6i dbi ching co ban, EXP-
Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Céc mirc biéu hién gan véi mitc twong tw hogc thip
hon mirc clia EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) dbi v6i hau hét
trinh tu EXP.

Trong diy thir nghiém thir hai, sy biéu hién ciia CP4 dugc diéu khién boi
amplicon bao gdm cac trinh ty EXP EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CL.Ubql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-CLUbql:1:17 (SEQ ID NO:97) dugc thit
nghiém & té bao nguyén sinh cia la lia mi dugc bién nap dugc so véi cac mirc biéu
hién cia CP4 dugc didu khién boi dbi ching co ban, EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID
NO:164). Cac murc biéu hién ctia CP4 protein trung binh dugc bidu din theo phan
tridu (ppm) dwoc thé hién trong Béng 32 dudi day.

Bang 36. Sw biéu hién ciia CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh cia 14 lia

mi
CP4 cia
lingd | CP4cia
mg/tong | 14 ngd
SEQ | protein | mg/tong
Miu 1)) trung protein
Amplicon Amplicon ID Trinh tw EXP NO: binh StdDev
pMON30167 | PCR25 EXP-Os.Actl:1:1 164 15,84 2,12
pMON140913 | PCR19 EXP-ClL.Ubql:1:10 | 98 736,32 79,56
pMON142748 | pMON142748 | EXP-CL.Ubq1:1:16 93 593,72 80,22
pMON142749 | pMON142749 | EXP-CL.Ubq1:1:17 97 763,95 86,94

Nhu c6 thé thdy duoc trong Bang 36 trén ddy, cic trinh ty EXP EXP-
CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-CLUbql:1:16 (SEQ ID NO:93) va EXP-
CL.Ubql1:1:17 (SEQ ID NO:97) c¢6 kha nang diu khién sy bicu hién cua CP4. Céc mirc
biéu hién duoc diéu khién boi tt ca ba trinh tu EXP cao hon muc cua dbi chung co
ban, EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164).

Vi du 10: Phén tich yéu t6 diéu chinh diéu khién CP4 & té bao nguyén sinh ciia
ciy mia

Vi du nay minh hoa kha nang cua EXP-Sv.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:128), EXP-
Sv.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:132), EXP-Sv.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:133), EXP-
Zm.UbgM1:1:6 (SEQ ID NO:137), EXP-Zm.UbgM1:1:8 (SEQ ID NO:145), EXP-
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Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID VNO:141), EXP-SETit.Ubql:1:5 (SEQ ID NO:117), EXP-
SETit.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:123), EXP-SETit.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:124), EXP-
Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151), EXP-Sb.Ubg6:1:2 (SEQ ID NO:153) va EXP-
CL.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98) trong diéu khién sy bicu hiéu ciia CP4 & té bao nguyén
sinh cta 14 cdy mia. Céc trinh ty EXP duoc tao dong vo tinh vao cac chu trac plasmit
bién nap kép cua thuc vat. Cac vecto thu duge chira ving dudng bién bén phai tu
Agrobacterium tumefaciens, trinh tu ubiquitin EXP duoc lién két chat ch& 5° voi trinh
tu ma hoa EPSPS dung nap glyphosat duoc tao dich thé hat (CP4, US RE39247), duoc
lién két chat ché 5° voi T-AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID NO:127) hodc T-CaMV.358-
1:1:1 (SEQ ID NO:140) 3" UTR va ving duong bién bén trai tir A. tumefaciens (duong
bién bén trai B-AGRtu.). Cac cdu tric plasmit thu duge duoc sir dung dé bién nap té
bao nguyén sinh cua la ciy mia bang céach st dung phuong phap bién nap PEG.

Céc céu trac plasmit pMON129203, pMON12904, pMON12905, pMON129210,
pMON129211, pMON129212, pMON129200, pMONI129201, pMON129202,
pMON129219 va pMON129218 dugc mo ta trong Bang 12 trén day.

Ba plasmit d6i chung (pMON30167 dugc md t trén day; pMON130803 ciing
bao gdm EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164); va pMON132804 bao gbm EXP-P-
CaMV.35S-enh-1:1:13/L-CaMV.35S-1:1:2/1-Os.Act1-1:1:19 (SEQ ID NO:139), véi
cac yéu t6 didu chinh co ban da biét diéu khién CP4 dugc tao chu tric va duoc str dung
dé so sanh cac muc biéu hién cia CP4 lién quan dugc diéu khién bai cac trinh tu
ubiquitin EXP dugc liét ké trong Bang 37 dudi day.

Té bao nguyén sinh cua 14 cay mia duoc bién nap bang cach st dung phuong
phap bién nap dua trén PEG. Céc muc biéu hién ciia CP4 trung binh dugc xc dinh boi
CP4 ELISA dugc thé hién trong Bang 37 dudi day.
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Bang 37. Sw biéu hién ciia CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh ctia 14 cay
mia

Thit nghiém 1 Thir nghi¢m 2

CP4 CP4 CP4
) SEQ | trung CP4 trung | STDE

Cau truc ID binh STDE hinh \Y%
Plasmit Trinh tw EXP NO: ppm | Vppm | ppm ppm
EXP-P-CaMV.35S-enh-
1:1:13/L-CaMV.358-1:1:2/I-
pMON132804 | Os.Actl-1:1:19 173 | 557,97 | 194,05 | 283,63 | 95,8
pMON30167 EXP-Os.Actl:1:1 164 57,15 20,99 18,36 5,41
pMON130803 | EXP-Os.Actl:1:1 164 34,26 1,61 16,57 3,71
pMON129203 | EXP-Sv.Ubql:1:7 128 89,2 32,46 56,86 9,55
pMON129204 | EXP-Sv.Ubql:1:8 132 87,2 45,87 98,46 | 12,93
pMON129205 | EXP-Sv.Ubgl:1:9 133 | 263,57 | 70,14 72,53 9,25
pMON129210 | EXP-Zm.UbgM1:1:6 137 | 353,08 | 29,16 | 199,31 | 41,7
pMON129211 | EXP-Zm.UbgM1:1:8 145 | 748,18 15,1 411,24 | 17,12
pMON129212 | EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 | 454,88 | 75,77 | 215,06 | 23,22
pMON129200 | EXP-SETit.Ubgl:1:5 117 | 150,74 | 63,21 91,71 | 41,35
pMON129201 | EXP-SETit.Ubgl:1:7 123 119,57 58,1 102,72 | 31,12
pMON129202 | EXP-SETit.Ubqgl:1:6 124 43,79 25,77 97,63 | 46,07
pMON129219 | EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 95,63 38,69

pMON129218 | EXP-Sb.Ubg6:1:2 153 | 34334 | 1192 | 179,75 | 51,16
pMON129221 | EXP-CL.Ubgl:1:10 98 374,8 | 205,28 | 258,93 | 38,03

Nhu ¢6 thé thdy dugc trong Bang 37 trén day, cac trinh ty EXP biéu 16 ring kha
ning diéu khién su biéu hién cia CP4 biéu hién & té bao nguyén sinh cta ciy mia. Cac
murc biéu hién twong twr v6i hodc 16n hon cac muc biéu hién ctia CP4 dugc didu khién
béi EXP-Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Mot trinh ty EXP, EXP-Zm.UbqM1:1:8
(SEQ ID NO:145), biéu 16 cac mirc biéu hién cao hon khi so v6i EXP-P-CaMV.35S-
enh-1:1:13/L-CaMV.35S-1:1:2/1-Os.Act1-1:1:19 (SEQ ID NO:139) ¢ té bao nguyén
sinh cta cay mia.

Vi du 11: Phan tich yéu t6 didu chinh diéu khién CP4 é’oté bao nguyén sinh cia
cAy mia bing cach si dung cac amplicon cat xét gen chuyén CP4

Vi du nay minh hoa kha nang cia EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-
ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-
ANDge.Ubql:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-ANDge.Ubq1:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-
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ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16), EXP-ERIra.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-
ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25), EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-
ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29), EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-
CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-ClL.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-
C1.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) trong diéu
khién su biéu hién ctia gen dung nap glyphosat CP4 & té bao nguyén sinh cua ciy mia.
Cac trinh ty EXP nay dugc tao dong vo tinh vao cac cAu truc plasmit bién nap kép cua
thuc vat. Chc vecto biéu hién cua thuc vat thu duge duge st dung lam mau khuéch dai
dé tao ra amplicon cat xét gen chuyén bao goém trinh ty ubiquitin EXP duoc lién két
chat ch& 5° véi trinh ty ma hoa EPSPS dung nap glyphosat dugc tao dich thé hat (CP4,
US RE39247), dugc lién két chat ché 5° v6i T-AGRtu.nos-1:1:13 3" UTR va ving
dudng bién bén trii tir 4. tumefaciens. Cac amplicon thu duge duge sir dung dé bién
nap té bio nguyén sinh cta 1a cdy mia.

Té bao nguyén sinh cua 14 cdy mia duoc bién nap bang cach st dung phuong
phap bién nap dua trén PEG, nhu dugc mo ta trong Vi du 2 trén day. Viéc do CP4
duogc thuc hién béng c4ch st dung thir nghiém dua trén ELISA.

Su biéu hién ctia CP4 duoc diéu khién boi amplicon bao gf”)m cac trinh tu EXP
EXP-ANDge.Ubql:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8),
EXP-ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12),
EXP-ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:16),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-C1.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
CLUbql:1:13 (SEQ ID NO:114), EXP-CL.Ubql:1:14 (SEQ ID NO:115) va EXP-
Cl.Ubg1:1:15 (SEQ ID NO:116) dugc thit nghiém ¢ té bao nguyén sinh cua 14 lta mi
duoc bién nap va duoc so véi cac mitc bidu hién CP4 duoc diéu khién boi cac doi
ching co ban, EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 (SEQ ID NO:170) va EXP-
Os.Actl:1:1 (SEQ ID NO:164). Cac mirc biéu hién cua CP4 protein trung binh dugc
bidu dién theo phan triéu (ppm) duoc thé hién trong Bang 38 dudi day.
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Bang 38. Sw biéu hién ciia CP4 protein trung binh & té bao nguyén sinh ctia 14 cay

mia
CP4
ng/mg CP4
tong ng/mg
; SEQ | protein | tong
Mau Amplicon ID trung | protein
Amplicon ID Trinh tw EXP NO: binh | STDEV
EXP-CaMV.35S-
pMON19469 | PCR24 enh+Zm.DnaK:1:1 170 99,6 7,2
pMON30167 | PCR25 EXP-0Os.Actl:1:1 164 0,0 0,0
pMON140896 | PCR41 EXP-ANDge.Ubql:1:7 5 21,9 3,3
pMON140917 | PCR42 EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 15,4 1,9
pMON140897 | PCR43 EXP-ANDge.Ubql:1:10 10 20,7 2,2
pMON140898 | PCR44 EXP-ANDge.Ubql:1:6 12 21,8 2.8
pMON140899 | PCR45 EXP-ANDge.Ubql:1:11 14 36,9 7,2
pMON140900 | PCR46 EXP-ANDge.Ubql:1:12 16 51,7 5,6
pMON140904 | PCR50 EXP-ERIra.Ubql:1:9 22 10,3 1,1
pMON140905 | PCR51 EXP-ERIra.Ubql:1:10 25 25,3 4.7
pMON140906 | PCR52 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 29.9 4,6
pMON140907 | PCR33 EXP-ERIra.Ubql:1:11 29 44.0 7,1
pMON140908 | PCR54 EXP-ERIra.Ubql:1:12 31 37,0 5.4
pMON140913 | PCR19 EXP-C1.Ubq1:1:10 98 19,2 1,3
pMON140914 | PCR20 EXP-C1.Ubq1:1:13 114 20,5 2,1
pMON140915 | PCR21 EXP-Cl.Ubql:1:14 115 23,2 1,6
pMON140916 | PCR22 EXP-Cl.Ubql:1:15 116 0,0 0,0

Nhu c6 thé thidy duoc trong Bang 38 trén day, cac trinh tu EXP EXP-
ANDge.Ubgl:1:7 (SEQ ID NO:5), EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
ANDge.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:10), EXP-ANDge.Ubq1:1:6 (SEQ ID NO:12), EXP-
ANDge.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:14), EXP-ANDge.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:16),
EXP-ERIra.Ubql:1:9 (SEQ ID NO:22), EXP-ERIra.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:25),
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-ERIra.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:29),
EXP-ERIra.Ubql:1:12 (SEQ ID NO:31), EXP-C1.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
C1.Ubql:1:13 (SEQ ID NO:114) va EXP-C1.Ubq1:1:14 (SEQ ID NO:115) ¢6 kha nang
didu khién su bidu hién cia CP4. EXP-CL.Ubql:1:15 (SEQ ID NO:116) khong xuat

hién dé biéu hién su biéu hién ctia CP4 trong thtr nghiém nay.
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Vi du 12: Phan tich yéu té diéu chinh diéu khién GUS & ngé chuyén gen

Cay ngd duoc bién nap voi cac vecto biéu hién cua thuyc vat chtra cac trinh tu
EXP diéu khién su sao chép cla gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) va phén tich thuc
véat thu duoc dbi v6i su biéu hién cua GUS protein. Cac trinh tu ubiquitin EXP dugc
tao dong vo tinh vao cac cAu tric plasmit bién nap kép ctia thuc vt bang cach sir dung

cac phuong phap da biét trong linh vurc nay.

Céac vecto biéu hién ctia thuc vat thu dugc chira vang duong bién bén phai tir 4.
tumefaciens, cat xét gen chuyén dé thir nghiém trinh tw EXP dugc lién két chat ché véi
trinh tu ma héa déi véi B-glucuronidaza (GUS) ma c6 intron GUS-2 ¢6 thé xir ly, dugc
md ta trén day, dugc lién két chat ché 5° v6i 37 UTR tir gen protein chuyén lipit cla
laa gao (T-Os.LTP-1:1:1, SEQ ID NO:141); cat xét chon loc gen chuyén thtr hai dé
chon loc té bao thuc vat duoc bién nap ma tao ra tinh khang v6i glyphosat thudc diét
¢6 (duoc didu khién bdi doan khéi dau Actin 1 cua lua gao) va ving dudng bién bén
trai tr A. tumefaciens. Cac plasmit thu dugc duge st dung dé bién nap cdy ngd. Bang
39 liét ké céc thiét ké plasmit, cac trinh tw EXP va cac SEQ ID NO., ma ciing dwgc md

ta trong Bang 1.

Bang 39. Plasmit bién nap kép ciia thwe vat va cac trinh tw EXP két hop

SEQ
) ID

Cau truc plasmit Trinh tw EXP NO: Dir liéu
pMON142865 EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 Ro vaRy
pMON142864 EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 Ro va Ry
pMON142729 EXP-C1.Ubql:1:12 90 Ro
pMON142730 EXP-Cl.Ubql:1:11 95 Ro
pMON132047 EXP-C1.Ubql:1:23 108 Ro
pMON132037 EXP-SETit.Ubql:1:10 119 RovaFy
pMON131957 EXP-SETit.Ubql:1:11 125 F1
pMON131958 EXP-Sv.Ubql:1:11 130 RovaF;
pMON131959 EXP-Sv.Ubql:1:12 136 Ro
pMON131961 EXP-Zm.UbgM1:1:10 139 Ro
pMON131963 EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 Ro
pMON131962 EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 Ro
pMON132932 EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 Ro
pMON132931 EXP-Sb.Ubg6:1:3 155 Ro
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| pMON132974 | EXP-Sb.Ubq7:1:2 | 157 | RovaFi |

Thuc vat duoc bién nap bang cach st dung su bién nap qua trung gian
Agrobacterium, vi du nhu dugec mo ta trong cong bb don yéu cau cap patent My sd
20090138985.

Phan tich GUS héa hoc duoc sit dung d& phén tich biéu hién dinh tinh cua thuc
vat duoc bién nap. Toan bd cac phﬁn mo duogc U véi dung dich nhudm mau GUS X-
Gluc (5-bromo-4-clo-3-indolyl-b-glucuronit) (1miligam/mililit) trong khoang thoi gian
thich hop, rira va thdm dinh béng mat ddi v6i sy tao mau xanh. Hoat tinh GUS dugc
xéc dinh v& mit dinh tinh bing cach thim dinh bing mit truc tiép hodc tham dinh dudi
kinh hién vi béng cach st dung cic co quan va md thuc véat duoc chon. Céc thye vat
Ry duge thim dinh dbi v6i su biéu hién ¢ ré va 14 cling nhu bao phén, rau ngd va hat

dang phat trién va phoi 21 ngay sau khi thu phén (21 DAP).

Phan tich dinh luong, téng protein duoc chiét tir mo6 duoc chon cia ciy ngd dugc
bién nap. Mot vi sinh vat chira tong protein dugc st dung voi chét nén sinh huynh
quang 4-metyleumbeliferyl-B-D-glucuronit (MUG) véi tbng thé tich phan ung 1a 50
microlit. San pham phan {mg, 4-metlyumbelliferon (4-MU), 1a huynh quang ¢ muc t6i
da & do pH cao, trong d6 nhom hydroxyl dugc ion hoa. Viée bd sung dung dich bazo
chira natri carbonat 1im ngimg ddng thoi thir nghiém va didu chinh do pH dé xac dinh
s6 lugng san pham huynh quang. Huynh quang dugc do véi sy kich thich ¢ 365nm,
phat ra & 445nm bang cach st dung Fluoromax-3 (Horiba; Kyoto, Japan) voi
Micromax Reader, véi su thiét lap chiéu rong khe hé ¢ kich thich 2nm va phat ra 3nm.

Su biéu hién cia Ro GUS trung binh quan sat duoc d6i véi moi su bién nap dugc
bidu thi trong cac Bang 40 va 41 dudi day. Thir nghiém Ro GUS duge thuc hién dbi
v6i céc thé bién nap duoc bién nap véi pMON131957 (EXP-SETit.Ubql:1:11, SEQ
ID NO:125) khong dat cac ti€u chuén chét luong. Cac thé bién nap nay duoc thu

nghiém & thé hé F1 va dugc biéu thi tiép duéi day trong vi du nay.
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SEQ ) 3 ) ;

ID Ré | Ré¢ | Ré | Re | La | La | La | La

Trinh tw EXP NO: | V3 | V4 | V7 | VT | V3 | V4| V7 | VT
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 nd | 255199 | 70 | nd | 638 | 168 | 130
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 nd | 477 | 246 | 62 | nd | 888 | 305 | 242
EXP-Cl.Ubql:1:12 90 nd | 27 | 147 | 52 | nd | 75 | 189 | 199
EXP-Cl.Ubql:1:11 95 nd | 28 | 77 | 50 | nd | 101 | 177 | 223
EXP-Cl.Ubq1:1:23 108 0 nd | 75 | 34 | 201 | nd | 194 | 200
EXP-SETit.Ubql:1:10 119 0 nd | 29 | 57 | 58 | nd | 37 | 46
EXP-Sv.Ubql:1:11 130 | nd | nd | nd 9 20 | nd | 55 | 29
EXP-Sv.Ubql:1:12 136 | 63 | nd 0 28 | 184 | nd | 27 | 16
EXP-Zm.UbgM1:1:10 139 0 nd | 237 | 18 | 221 | nd | 272 | 272
EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 0 nd | 21 | 43 | 234 | nd | 231 | 196
EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 | 124 | nd | 103 | 112 | 311 | nd | 369 | 297
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 | 125 | nd 0 95 | 233 | nd | 150 | 88
EXP-Sb.Ubg6:1:3 155 [ 154 | nd | 13 | 128 | 53 | nd | 39 | 55
EXP-Sb.Ubq7:1:2 157 | 37 | nd | 22 | 18 | 165| nd | 89 | 177

Bang 41. Sl.l"biéll hién Ry GUS trung binh & cac co quan c6 kha ning sinh sin cia
ngd (bao phan, riu ngd) va hat dang phat trién (phéi va ndi nhii)

SEQ Bao Rau
ID phan ngdé | Phoi2l | N¢inhi 21

Trinh tw EXP NO: VT VT/R1 | DAP DAP
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 247 256 24 54
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 246 237 36 61
EXP-Cl.Ubql:1:12 90 420 121 26 220
EXP-Cl.Ubql:1:11 95 326 227 41 221
EXP-C1.Ubq1:1:23 108 598 416 212 234
EXP-SETit.Ubql:1:10 119 132 85 50 63
EXP-Sv.Ubql:1:11 130 217 3 45 92
EXP-Sv.Ubql:1:12 136 120 21 49 112
EXP-Zm.UbgM1:1:10 139 261 506 403 376
EXP-Zm.UbgM1:1:12 143 775 362 253 247
EXP-Zm.UbgM1:1:11 149 551 452 234 302
EXP-Sb.Ubg4:1:2 151 213 0 25 79
EXP-Sb.Ubqg6:1:3 155 295 87 51 61
EXP-Sb.Ubq7:1:2 157 423 229 274 90
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O cay ngd R, cac mic biéu hién ctia GUS & 14 va ré khac nhau gifta céc trinh ty
ubiquitin EXP. Trong khi tét ca cac trinh ty EXP d4 biéu 16 rang kha nang diéu khién
su biéu hién cta gen chuyén GUS 6§ cac thuc vat dugc bién nap mot cach 6n dinh, mdi
trinh tw EXP bidu 16 mAu biéu hién don nht so v6i cac mau khac. Vi du, cée mic biéu
hién GUS cao quan sét dugc & cac giai doan phat trién & sém (V4 va V7) dbi voi
EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8) va EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27) va
duoc giam xudng boi giai doan VT. Su biéu hién ctia ré duge diéu khién boi EXP-
Zm.UbgM1:1:10 (SEQ ID NO:139) d bidu 16 khong c6 su bicu hién ¢ V3 nhung la
cao & V7 va sau d6 giam boi giai doan VT. Su biéu hién cia ré dwge diéu khién boi
EXP-Zm.UbqM1:1:11 (SEQ ID NO:149) duogc duy tri dén mitc tuong tw trong sudt su
phat trién tir c4c giai doan V3, V7 dén VT. Su biéu hién cia ré quan sat dugc gia ting
tir giai doan phat trién sém (V3/V4) dén giai doan V7 va sau d6 giam tir giai doan V7
dén V8 & thuc vat duoc bién nap véi EXP-CLUbql:1:12 (SEQ ID NO:90), EXP-
CL.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:95) va EXP-CLUbq1:1:23 (SEQ ID NO:108). Cic mirc
bidu hién GUS thé hién su khac nhau rd rét & mo 1a. Cac mirc biéu hién cao nhét cva 14
duoc tao ra trong giai doan phat trién sém (V3/V4) v6i EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ
ID NO:8) va EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27) ma giam & tir giai doan V7 dén
VT. Su bidu hién ciia GUS dugc giit lai tir giai doan V3 dén VT bang cach si dung
EXP-Zm.UbqM1:1:10 (SEQ ID NO:139), EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:149),
EXP-Zm.UbqM1:1:12 (SEQ ID NO:143) and EXP-C1.Ubq1:1:23 (SEQ ID NO:108);
va dén mtrc do thap hon bing cach st dung EXP-SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:119)
va EXP-Sb.Ubg6:1:3 (SEQ ID NO:155). Su biéu hién ¢ 14 duoc gia ting tir giai doan
V3 dén V7 dn VT bang cach st dung EXP-C1.Ubq1:1:12 (SEQ ID NO:90), EXP-
CL.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:95) va EXP-C1.Ubq1:1:23 (SEQ ID NO:108) trong khi sy
bidu hién duoc giam tir giai doan V3 dén VT bang cach st dung EXP-Sv.Ubql:1:12
(SEQ ID NO:136) va EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151).

Tuwong tw, d6i v6i mau biéu hién khéc nhau cia md c6 kha ning sinh san (bao
phén va riu ngod) va hat dang phat trién (phdi va noi nhii 21DAP) dugc quan sét dong
nhat d6i véi mbi trinh tu EXP. Vi du, cdc mic biéu hién cao dugc quan sat & bao phén
va riu ngd ciing nhu hat dang phat trién bang cach st dung EXP-Zm.UbgM1:1:10
(SEQ ID NO:139), EXP-Zm.UbgM1:1:11 (SEQ ID NO:149), EXP-Zm.UbqM1:1:12
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(SEQ ID NO:143) va EXP-C1.Ubq1:1:23 (SEQ ID NO:108). Su biéu hién 1 cao & bao
phan va rau ngd nhung thdp & hat dang phat trién bang cach st dung EXP-
ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8) va EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27). Su biéu
hién duoc diéu khién bdi EXP-Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO:157) 1a cao & md co6 kha
ning sinh san va cao & phoi dang phat trién nhung thip & noi nhii dang phat trién.
Trinh tw EXP, EXP-Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151) chi biéu 1§ sy bicu hién ¢ bao
phén nhung khong phai & rdu ngd va dugc biéu hién thip hon nhiéu & hat dang phat
trién. EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130) biéu 10 méau twong ty nhu EXP-
Sb.Ubg4:1:2 (SEQ ID NO:151) d6i v6i mo sinh san va hat dang phat trién, nhun trong
khi d6 EXP-Sb.Ubq4:1:2 (SEQ ID NO:151) thé hién su biéu hién & cac mo ré va 14,
EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130) duoc biéu hién thip hon nhidu & cac mo gidng
nhau nay.

Céac thé bién nap cua thé hé Ro, dugc chon dbi véi cac léng vao ban sao don 1¢
dugc lai véi dong LH244 khong chuyén gen (dan dén Fy) hodc tu thu phén (dan dén
R1) dé taora quﬁn thé hat F1 hodc Ry. Trong truong hop nay, cac thuc vat F1 hodc Ry di
hop tir dugc cho dé nghién ctru. Cac muc biéu hién ctia GUS dugc do & md duge chon
trong qua trinh phat trién nhu dugc mo ta trén day. Cac md cia F1 hodc Ry duge st
dung cho nghién ctru nay bao gbdm: phoi hat duge nhiém, ndi nhil hat duoc nhiém, ré
va 14 bao mam & 4 ngay sau khi nay mam (DAG); 1a va ré o giai doan V3; ré va la
treong thanh & giai doan V8; ré, 14 truéng thanh, giai doan VT (¢ giai doan tao c0,
trude khi sinh san) bao phén, phén hoa, 14 va 14 gia; 161 ngd R1, rau ngo, 1é va giong;
hat 12 ngay sau khi thu phén (DAP) va; phdi va ndi nhii 21 va 38 DAP. Cac mau md
dugce chon cling dugc phan tich di véi cac thuc vat Fi dugc phoi tran véi cac diéu
kién tmg suét han han va lanh d6i v6i cac thé bién nap bao gdm pMON132037 (EXP-
SETit.Ubq1:1:10, SEQ ID NO:119), pMON131957 (EXP-SETit.Ubq1:1:11, SEQ ID
NO:125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubql:1:11, SEQ ID NO:130) va pMON132974
(EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO:157). Mo 1& va 14 V3 dugc 1dy mau sau khi phoi tran
v61 lanh va han han.

Ung suét han han dugc gy ra & Fi, cac thuc vat V3 duoc bién nap voi
pMON132037 (EXP-SETit.Ubql:1:10, SEQ ID NO:119), pMONI131957 (EXP-

SETit.Ubql:1:11, SEQ ID NO:125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubql:1:11, SEQ ID
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NO:130) va pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO:157) bang cach ngin su
cung cip nude trong 4 ngay cho phép ham lwong nuée giam it nhit 50% ham luong
nuéce ban dau cia ciy dugc cap cung cép nudc day di. Quy trinh han han hau nhu bao
gdm cac budc sau day. Cac thuc vét giai doan V3 duge cho thiéu nude. Do véi cay
ngd trai qua han hén, hinh dang ciia 14 s& thay déi tir vé bé ngoai khoe manh thong
thuong va khong bi gdp thanh 14 bidu thi sy gp & b6 mach gén giita va xuét hién hinh
chit V khi nhin tir diu 14 dén than cubng. Su thay doi theo hinh thai hoc nay thuong
dugc bit dau xay ra boi khoang 2 ngay sau khi ngirng cung cAp nuée va thé hién & cac
thir nghiém sém hon dugc két hop véi sy mat nuée khoang 50% nhu duge do boi
trong luong binh trudce khi ngirng cung chp nudce va trong lugng cla binh khi hinh thai
hoc cong 14 dugc quan sat ¢ thuc vat khong dugce cung cép nudce. Cac thuc vat duoc
cho 13 du6i céc didu kién han han, khi 14 thé hién héo nhu dugc bicu 10 boi quan la
huéng vao trong (hinh chit V). Mirc ung suit nay duoc cho la dang tng sudt gan gay
chét. Khi mdi thuc vat biéu 10 su cam tng han han nhu dugc xac dinh trén day, thyc
vét bi pha huy dé dat dugc cac mau ré va la.

Ngoai viéc han hén, cac thwc vat giai doan V3 F1 duoc bién nap voi
pMON132037 (EXP-SETit.qul:l:IO, SEQ ID NO:119), pMONI131957 (EXP-
SETit.Ubql:1:11, SEQ ID NO:125), pMON131958 (EXP-Sv.Ubql:1:11, SEQ ID
NO:130) va pMON132974 (EXP-Sb.Ubq7:1:2, SEQ ID NO:157) cling dugc phoi tran
véi cac didu kién lanh dé x4c dinh néu yéu t6 diéu chinh biéu 16 su bicu hién ciia GUS
dugc cam bién lanh. Toan bo thuc vat dugc thir nghiém dbi voi su cam bién cua su
bidu hién GUS trong ung suét lanh & giai doan V3. Cac cdy ngd & giai doan V3 dugc
phoi tran v6i nhiét do 12°C trong budng phat trién trong 24 gid. Céc thuc vét trong
budng phat trién duogc phat trién trong dong anh sang trang 800 micro mol/m*/gidy voi
chu k¥ anh sang 10 gio 4nh sang tring va mudi bdn gid bong t61. Sau khi phoi tran voi
lanh, cac md 14 va ré duoc 14y mAu dbi voi su biéu hién GUS dinh luong.

Su bidu hién GUS duge do nhu dwge mo ta trén ddy. Sw biéu hién cua GUS Fy
trung binh duge xéc dinh déi voi m&i mdu md duoc biéu thi trong cac Bang 42 va 43

duéi day.
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Bang 42. Su biéu hién cia GUS F; trung binh & cac thwe vat dwgc bién nap véi
pMON142864 va pMON142865

Co quan pMON142864 pMON142865
LaV3 86 74
RE V3 41 52
LaVs 109 123
RE VS 241 252
Hoa VT, bao phin 168 208
LaVvT 158 104
L5i ngd R1 171 224
Rau ngd R1 314 274
RERI 721 308
Gidng R1 428 364
Hat R2-12DAP 109 72
Hat R3-phdi 21DAP 45 32
Hat R3-ndi nhii 21DAP 175 196
Hat R5-phdi 38DAP 163 58
Hat R5-ndi nhii 38DAP 90 69

Bang 43. Sw biéu hién ciia GUS F; trung binh & cac thwe vat duge bién nap véi

pMON132037, pMON131957, pMON131958 va pMON132974

Co quan pMON132037 | pMON131957 | pMON131958 | pMON132974
Phoi hat duoc
nhiém 536 285 288 1190
N6i nhil hat
duogc nhiém 95 71 73 316
L4 bao mam-4
DAG 218 60 143 136
RE-4 DAG 74 33 101 48
LaV3 104 120 66 52
RE V3 74 71 81 194
L4 V3-lanh 73 15 72 N/A
RE V3-lanh 113 44 89 49
L& V3-han han 97 344 103 157
RE& V3-han han 205 153 129 236
LaVs 185 142 77 282
REVS 33 16 61 28
Hoa VT-bao
phén 968 625 619 888
LavT 138 89 132 268
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L4 VT-tr6 nén

gia 121 100 156 345
Phén hoa VT 610 1119 332 4249
L&i ngd R1 291 70 168 127
Rau ngd R1 164 124 167 101
RER1 36 39 39 21
Giong R1 255 89 232 141
Hat R2-12DAP 138 170 165 169
Hat R3-21 DAP

Phoi 94 97 489 389
Hat R3-21

DAP-ndi nhil 57 118 52 217
Hat R5-38

DAP-Phoi 600 147 377 527
Hat R5-38

DAP-ndi nhil 58 36 57 106

O céc cdy ngd F1, cac mite biéu hién cia GUS & cdc mod khac nhau dugc lay mau
khac nhau trong s6 cac trinh ty ubiquitin EXP. Trong khi tAt ca trinh tw EXP biéu 10
kha ning diéu khién su bidu hién gen chuyén GUS & cac cay ngd F1 duoc bién nap 6n
dinh biéu 16 mAu bidu hién don nhét so v6i cac mAu khac. Vi dy, sy biéu hién ca ré
R1 14 khoang gip hai 1dn su biéu hién déi voi EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27)
so voi EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:R). Su biéu hién ctia GUS & phoi hat dang
phét trién & 38 DAP hau nhu cao hon gap ba lan déi véi EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ
ID NO:27) so v6i EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8). Tréi lai, su biéu hién cua 14
va ré & giai doan V3 va V8 la gan twong tu ddi voi EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID
NO:27) so v6i EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8).

Su biéu hién cua GUS Fi ¢ hat duge nhiém (cdc mo6 phoi va ndi nhil) cao hon
nhidu & cac thuc vat duoc bién nap véi EXP-Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO:157) so véi su
biéu hién & cac thuc vat duoc bién nap véi EXP-SETit.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:119),
EXP-SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125) va EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130).
Su han han lam tang su biéu hién ciia ré V3 & thuc vt duogc bién nap vo1 EXP-
SETit.Ubq1:1:10 (SEQ ID NO:119), EXP-SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125), EXP-
Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130) va EXP-Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO:157), nhung chi
c6 su biéu hién cua 14 dugc gia ting ¢ thwc vat dugc bién nap véi EXP-

SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125), EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130) va EXP-
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Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID NO:157). Han hén lam tang cuong sy biéu hién cua V3 1a 16n
nhit bing cach sit dung EXP-SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125). Sy biéu hién cla
bao phan ciing cao hon nhiéu & thuc vat duoc bién nap véi EXP-Sb.Ubq7:1:2 (SEQ ID
NO:157) so véi thuc vat dugc bién nap véi EXP-SETit.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:119),
EXP-SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125) va EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130).
Su biéu hién & giong cta R1 1a 16n nhét véi EXP-SETit.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:119)
va EXP-Sv.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:130) va nhé nhét & thuc vat dugc bién nap vdi
EXP-SETit.Ubql:1:11 (SEQ ID NO:125).

M5 trinh tw EXP biéu 16 kha ning didu khién sw biéu hién clia gen chuyén & cly
ngd duoc bién nap én dinh. Tuy nhién, mdi trinh tu EXP ¢6 mau biéu hién doi v6i méi
mod ma don nhat va tao ra co hoi chon loc trinh ty EXP ma s€ tao ra su biéu hién tdt
nhét cua gen chuyén cu thé phu thudc vao chién lugc biéu hién ctia md can dé dat
duoc két qua mong mudn. Vi du nay biéu 16 c4c trinh tu EXP duoc phan 1ap tir cac gen
dbng nhit khong can phai hanh dong mot cach twong dwong ¢ thuc vat duoc bién nap
va sur biéu hién d6 chi c6 thd dugc xac dinh thong qua su diéu tra theo kinh nghiém
cac dic tinh ddi v6i mbi trinh tu EXP va khong thé duoc du doan dua trén tinh déng

nhat cuia gen ma tir d6 nhén dugc doan khoi dau.

Vi du 13: Phén tich yéu t6 diéu chinh didu khién CP4 ¢ ngé chuyén gen
Cay ngd dugc bién nap vo6i cac vecto biéu hién cua thuyc vat chtra cac trinh tu
EXP diéu khién sy biéu hién ctia gen chuyén CP4 va céc thuc vét thu duoc dugce phan

tich doi véi su biéu hién cua CP4 protein.

Céc trinh tu EXP EXP-ANDge.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ERIra.Ubql:1:8
(SEQ ID NO:27), EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-Sv.Ubql:1:9 (SEQ ID
NO:133) va EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141) dugc tao dong vo tinh vao cac
cAu trac plasmit bién nap kép ctia thuc vat. Céc vecto thu dugce chira viung duong bién
bén phai tir Agrobacterium tumefaciens, trinh ty ubiquitin EXP duoc lién két chat che
5’ v6i trinh tv md hoa EPSPS dung nap glyphosat dugc tao dich thé hat (CP4, US
RE39247), duoc lién két chit ché 5° voi T-AGRtunos-1:1:13 (SEQ ID NO:127) 3°
UTR va ving dudng bién bén tréi tir A. tumefaciens. Bang 44 dudi day thé hién cac

ciu tric plasmit duge st dung dé bién nap ngd va cac trinh ty EXP tuong mg.
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Bang 44. Cac cAu triic CP4 plasmit va céc trinh ty EXP twong rng dwgc sit dung

dé bién nap ngod

Cic chu tric SEQ ID

plasmit Trinh tw EXP NO: Dir licu
pMON141619 | EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 RovaF,
pMON142862 | EXP-ERIra.Ubgl:1:8 27 RovaFi
pMON129221 | EXP-CL.Ubgl:1:10 98 Rova Fi
pMON129205 | EXP-Sv.Ubgql:1:9 133 RovaFi
pMON129212 | EXP-Zm.UbgMI1:1:7 141 Ro

Céc plasmit thu dugc dugce st dung dé bién nap cay ngd. Cac thuc vat duge

bién nap dugc chon ddi voi mot hodc hai ban sao cua T-ADN duoc 1ong vao va dugce

phat trién trong nha kinh. Cac moé dugc chon dugc léy mau tr cac thuc vat dugc bién

nap Ro ¢ giai doan phat trién cu thé va cac mirc CP4 protein dugc do & cac mo nay

bang cach sir dung tho nghiém CP4 ELISA. Su biéu hién cia CP4 trung binh duoc

quan sat d6i voi mdi sy bién nap dugc biéu thi trong cac Bang 45 va 46 dudi day va

bang do thi trén Fig.7.

Bang 45. Sw biéu hién ciia 14 va ré CP4 trung binh ¢ ciy ngé dugc bién nap R

SEQ
ID 3 . 3

Trinh tw EXP NO: LaV4 | LaV7 | LAVT | RéeV4 | RéV7 | Re VT
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 20,90 18,53 | 25,49 11,50 | 26,54 17,20
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 19,92 16,60 | 25,58 9,92 26,31 13,33
EXP-Cl.Ubql:1:10 98 10,70 12,49 17,42 7,56 13,95 6,68
EXP-Sv.Ubql:1:9 133 3,72 4,34 4,48 2,90 6,99 2,78
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 13,42 | 21,89 | 38,78 9,56 16,69 11,15

Bang 46. Sw biéu hién ciia CP4 & md sinh sin va hat dang phat trién & ciy ngd dwge bién

nap Ro

SEQ
ID Réu
Trinh tw EXP NO: | Co VT | ngé R1 | Phoi R3 | Noi nhii R3
EXP-ANDge.Ubql:1:8 8 24,14 5,55 7,29 491
EXP-ERIra.Ubql:1:8 27 19,20 | 10,27 12,60 4,70
EXP-Cl.Ubql:1:10 98 18,70 | 16,21 8,26 8,82
EXP-Sv.Ubql:1:9 133 7,10 4,72 3,13 1,74
EXP-Zm.UbgM1:1:7 141 67,25 11,21 7,85 10,69
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Nhu c6 thé thiy duoc trong cac Bang 45 va 46, mdi trinh tu trong s6 cac trinh tu
EXP EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:27),
EXP-C1.Ubql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-Sv.Ubq1:1:9 (SEQ ID NO:133) va EXP-
Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141) ¢6 kha nang diéu khién sy biéu hién ctia CP4 & tat
ca cac mo duogc léy mau tir cac thuc vat duoc bién nap Ro. Su biéu hién ciia CP4 cao
hon & r& va 14 cia thé bién nap bao gdm EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8) va
EXP-ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27) diéu khién CP4 so véi EXP-CLUbql:1:10
(SEQ ID NO:98) diéu khién CP4 c6 thé lién quan dén murc dung nap cla thue vét dbi
vGi tmg dung glyphosat nhu dugc quan sat dbi véi cac quan thé thé bién nap na (xem
Vi du 14 duéi day).

MBi trinh tu EXP thé hién mAu biéu hién don nhit di véi mirc biéu hién ddi vei
mdi md duge léy mau. Vi du, trong khi su biéu hién ctia CP4 & 14, ré va co 1a tuong tu
déi véi cac trinh tw EXP, EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8) va EXP-
ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), su bidu hién & rdu ngd bang céch st dung EXP-
ANDge.Ubgl:1:8 (SEQ ID NO:8) bing mét nira mre biéu hién dugc diéu khién bai
ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:21). Didu nay c6 thé la thuan loi dbi v6i su bicu hién
cla cac gen chuyén trong d6 mong mudn sy biéu hién co ban nhung sy biéu hién it
hon & rau ngd cod thé dugc wu tién. C4c trinh ty EXP biéu 10 cac mau biéu hién co ban
ctia CP4 don nhét & ciy ngd duoc bién nap Ro.

Céc cay ngo duoc bién nap Ro duge lai véi gidng LH244 khong bién dbi gen dé
tao ra hat Fi. Hat thé hé F; thu duoc duogc phén tich dbi voi su chia tach cat xét gen
chuyén va di hop tr cua thuc vét dbi vé6i cat xét CP4 duge chon dé phan tich su biéu
hién cua CP4. Hat dugc phat trién trong nha kinh va hai nhom thuc véat dugc tao ra,
mot nhém duge phun voi glyphosat trong khi nhém con lai dé lai khong dugc phun.
Su biéu hién ctia CP4 dugc phan tich & m6 dugc chon béng cach sir dung thir nghiém
ELISA tiéu chuan. Su bidu hién ctia CP4 trung binh dugc thé hién trong cac Bang 47
va 48 dudi day.
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Bang 47. Sw biéu hién ciia CP4 & ciy ngé dwgc bién nap Fi

Co quan pMON141619 pMON142862 pMON129221
La V4 11,50 13,51 7,68
RE V4 12,48 12,60 10,29
LaV7 16,59 20,21 12,01
REV7 11,00 13,62 8,15
LaVT 39,88 44,85 29,42
REVT 17,43 21,83 13,43
Hoa VT, bao phén 52,74 55,72 53,62
Rau ngod R1 16,01 23,81 14,42
Hat R3-21 DAP-phoi 33,29 57,96 51,64
Hat R3-21 DAP-ndi nhii 2,99 3,20 6,44

Nhu ¢6 thé thy duoc trong Bang 47 trén day, su biéu hién cia CP4 & 14 va ré
cao hon & céc thé bién nap Fi dwoc bién nap v6i pMONI141619 (EXP-
ANDge.Ubq1:1:8, SEQ ID NO:5) va pMON142862 (EXP-ERIra.Ubql:1:8, SEQ ID
NO:27) so véi céc thé bién nap dugc bién nap véi pMON129221 (EXP-C1.Ubq1:1:10,
SEQ ID NO:98). Su biéu hién & mé bao phén 1a tuong tu ddi v6i tat ca ba trinh tw EXP
trong khi su biéu hién & rau ngd la cao nhét bang cach st dung EXP-ERIra.Ubql:1:8
(SEQ ID NO:27). Su biéu hién & phéi dang phat trién (21 DAP) 1a cao nhét & céc thé
bién nap bao gdbm EXP-ERIra.Ubq1:1:8 (SEQ ID NO:27) va EXP-CL.Ubq1:1:10 (SEQ
ID NO:98) diu khién CP4. Su biéu hién & ndi nhii dang phét trién 1a cao hon & céc thé
bién nap bao gdbm EXP-CLUbq1:1:10 (SEQ ID NO:98) diéu khién CP4.

Bing 48. Sw biéu hién ciia CP4 trung binh & cdy ngé dwgc bién nap F

Co quan pMON129205
L& V4 1,73
RE V4 2,44
LavV7 2,84
RE V7 1,51
LaVT 3,29
REVT 2,63
Hoa VT, bao phén 7,52
Rau ngd R1 1,99
Hat R3-21 DAP-phdi 3,40
Hat R3-21 DAP-ndi nhii 1,79
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Nhu ¢6 thé thdy dugc trong cdc Bang 47-48 trén ddy, su biu hién cua CP4 la
thip hon & tAt ca cac mo cia cac thé bién nap Fi dugc bién nap v6i pMON129205
(EXP-Sv.Ubql:1:9, SEQ ID NO:133) so v6i cac thé bién nap dugc bién nap voi
pMON141619 (EXP-ANDge.Ubql:1:8, SEQ ID NO:8), pMON142862 (EXP-
ERIra.Ubql:1:8, SEQ ID NO:27) va pMON129221 (EXP-CLUbql:1:10, SEQ ID
NO:98).

Cac mau biéu hién don nhét duoc tao ra boi mdi trinh tu trong s6 cac trinh tu
EXP duoc thir nghiém tao ra co hoi tao ra thuc vat chuyén gen trong do su biéu hién
c6 thé duoc tinh chinh dé tao ra cac diéu chinh nhoé trong biéu hién gen chuyén db6i voi
hiéu suét hodc hiéu qua t6i vu. Ngoai ra, thir nghiém theo kinh nghiém ctia cac trinh tu
EXP didu khién su biéu hién gen chuyén khéc nhau c6 thé tao ra cac két qua trong d6
mot trinh ty EXP cu thé 1a thich hop nhét di voi sw biéu hién clia gen chuyén cu thé
hodc nhém gen chuyén trong khi trinh tu EXP khac dugc tim thiy 1a tot nhit dbi véi

gen chuyén khac nhau hogc nhém gen chuyén.
Vi du 14: Phén tich sw dung nap glyphosat ciia thye vat & ciy ngd chuyén gen Ry

Cay ngo duoc bién nap véi vecto biéu hién cta thuc vat chira trinh ty EXP diéu
khién su biéu hién cua gen chuyén CP4 va thuc vat thu dugc dugce danh gia ddi vai su

dung nap cta thyc vét va c6 kha nang sinh san d6i v6i tng dung glyphosat.

Cay ngd dugce bién nap F1 dugc mo ta trong Vi du 13 trén day dugc bién nap véi
pMON141619, pMON142862, pMON129221, pMON129205 va pMONI129212 va
bao gdm cac trinh ty EXP EXP-ANDge.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:8), EXP-
ERIra.Ubql:1:8 (SEQ ID NO:27), EXP-CLUbql:1:10 (SEQ ID NO:98), EXP-
Sv.Ubgl:1:9 (SEQ ID NO:133) va EXP-Zm.UbgM1:1:7 (SEQ ID NO:141), lan luot
didu khién CP4 duoc danh gia d6i v6i su dung nap cua thuc vat va kha niang sinh san
khi dugc phun voi glyphosat. Muoi thuc vét Fi ddi véi mdi su kién duoc chia thanh
hai nhém, nhém tht nhit bao gdbm niam thuc vat ma nhan phun glyphosat va giai doan
phat trién V4 va V8; va nhom thir hai gdbm niam thue vat ma cho phép khong duoc
phun (nghia la d6i chung). Glyphosat dugc ap dung boi ap dung phun 14 béng cach ric

bang cach sit dung Roundup WeatherMax® ¢ ty 1¢ dp dung 1,5 a.e./0,4 hecta (a.e.,
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duong lugng axit). Sau tir bay dén muoi ngay, 14 cua mdi thuc vat duge danh gia déi
v6i su ton hai. Su dung nap cua thuc vat (Veg Tol trong Bang 49) dugc danh gia bang
cach so sanh cac thuc vat khong duge phun va duoc phun d6i voi mdi truong hgp va
pham vi ty 1€ ton hai dugc st dung dé tao ra ty 1€ cudi cung d6i voi su dung nap cia
thuc vat (T = dung nap, NT = khong dung nap). Ngoai ra, bo hat dugc danh gia d6i véi
tAt ca thuc vat trong mdi truong hgp. Cac lan do b hat & gitra cac thuc vat débi ching
va thuc vat dugc phun duge so sanh va su chuyén nhugng sy dung nap sinh san
(Repro Tol trong Bang 49) dugc dua ra dbi v6i mdi trudng hop dua trén phan trim bd
hat cia thuc vat dugc phun so véi dbi ching (T = dung nap, NT = khong dung nap).
Bang 49 dudi day thé hién ty 1é dung nap cua thuc vat va sinh san d6i v6i mdi truong
hop dugc phun & giai doan V4 va V8. Chir “T” c6 nghia la dung nap va “NT” co nghia
la khong dung nap.

Bang 49. Ty 1¢ ton hai ciia 14 ciia cac cAy ngd dugc bién nap rieng ré & giai doan
V4va V8

SEQ Veg | Veg
Céu tric ID | Trwong | Tol | Tol | Repro
Plasmit Trinh tw EXP NO: hop V4 V8 Tol
Truong
hop 1 T T NT
Trudng
hop 2 T T T
Trudng
hop 3 T T NT
Trudng

hop4 | T | T | NT
pMON141619