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(57) Sang ché dé xuat phan tir va cau tric ADN tai to hop, ciing nhu trinh ty nucleotit
cua chang, hiru dung dé diéu bién sy biéu hién gen ¢ thuc vat. Sang ché con dé xuat
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vé6i phan tir ADN c6 thé phién ma khac loai, va phuong phap san xuat san pham hang

hoa va phuong phap tao ra thuc vat chuyén gen.
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Linh vie k¥ thuit dwoc dé cip
Sang ché lién quan dén linh vuc sinh hoc phan tr thuc vat, thiét ké di truyén thuc

vat, va phan trt ADN hitu dung dé diéu bién su biéu hién gen ¢ thuc vat.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Yéu t6 diéu hoa 1a yéu t6 di truyén ma didu hoa hoat tinh cia gen bang cach didu
bién su phién ma ctia phan tir ADN c6 thé phién ma dugc lién két linh hoat. Yéu té nay
c6 thé bao gém trinh tu khéi dau, trinh tu din dau, intron, va vung khong dich mi 3 va

c6 thé duoc dung trong linh vuc sinh hoc phan tir thuc vat va thiét ké di truyén thuc vat.

Ban chit k§ thuit cia siang ché

Sang ché dé xuat yéu té diéu hoa méi dé ding & thuc vét, va cdu trac chira yéu td
diéu hoa nay. Sang ché con dé xuét té bao cua thuc vat, thuc vat, va hat chuyén gen chira
yéu té didu hoa nay. Theo mot phuong an dugc boc 16 trong ban mé ta nay, yéu té didu
hoa lién két linh hoat v&i phan tit ADN c6 thé phién ma. Theo cac phuong 4n nhét dinh,
phan tir ADN c¢6 thé phién ma 12 khéc loai d6i véi trinh tu didu hoa. Sang ché con dé xuit
phuong phap san xuit va sir dung yéu té diéu hoa duoc boc 16 trong ban md ta nay, bao
gém céu truc chua yéu td diéu hoa, va té bao cua thuc vat, thuc vat, va hat chuyén gen
chira yéu t6 didu hoa nay lién két linh hoat v&i phan tir ADN c6 thé phién ma ma 1a khéc
loai d6i véi yéu td diéu hoa.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé xuét phan tr ADN tai £ hop chira trinh ty
ADN duogc chon tir nhém bao gém: (a) trinh ty ADN ¢6 mic dd tuong déng vé trinh tuy it
nhat khoang 85 phan tram so véi trinh tu bat ky trong sb céc trinh ty néu trong SEQ ID
NO: 1 dén 37; (b) trinh tuy ADN chtra trinh tu bét ky trong sb céac trinh tu néu trong SEQ
ID NO: 1 dén 37; va (c) doan cta trinh tu bat ky trong s céc trinh tu néu trong SEQ ID
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NO: 1 dén 37, trong d6 doan nay c6 hoat tinh diéu hoa gen; trong do trinh tw ADN lién
két linh hoat v6i phan tir ADN c6 thé phién ma khéc loai. “Phan tir ADN c6 thé phién ma
khac loai” nghia 1a phan tir ADN c6 thé phién ma 1a khéc loai déi v6i trinh tw ADN ma
n6 lién két linh hoat véi. Theo cac phwong an cu thé, phan tr ADN téi t6 hop chita trinh
twr ADN c6 mirc do tuong déng vé trinh tu it nhét 90 phén tram, it nhét 91 phﬁn tram, it
nhit 92 phan trim, it nhat 93 phan tram, it nhat 94 phan tram, it nhat 95 phan tram, it nhét
96 phan tram, it nhit 97 phan trdm, it nhit 98 phan trim, hodc it nhit 99 phan tram so véi
trinh tw ADN bét ky trong s6 cic trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37. Theo céc
phwong 4n cu thé, phan tir ADN c6 thé phién ma khéc loai chira gen ddng quan tAm veé
mat ndng hoc, nhu gen c6 kha nang tao ra tinh khang cé hoac tinh khang vat gay hai &
thuc vat. Theo cac phwong an khéc nira, sang ché dé xuit c4u tric chira phan tir ADN tai

t6 hop theo sang ché.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét té bao cua thuc vat chuyén gen chua
phan t&r ADN tai td hop chtra trinh ty ADN dugc chon tr nhém bao gém: (a) trinh tu
ADN c6 mirc do twong déng vé trinh tur it nhat khoang 85 phan tram so véi trinh tu bt ky
trong s céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37; (b) trinh tw ADN chta trinh tu bat
ky trong s6 cac trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37; va (c) doan ca trinh tu bat ky
trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37, trong d6 doan nay c6 hoat tinh diéu
hoa gen; trong d6 trinh tw ADN lién két linh hoat v6i phan tir ADN ¢6 thé phién ma khac
loai. Theo céac phuong an nhét dinh, té bao cta thuc vat chuyén gen la té bao cua cay mot
1a mam. Theo cac phuong an khéc, té bao cua thuc vat chuyén gen 1a té bao cta cay hai la

\
A

mam.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché con dé xuit thuc vat chuyén gen, hodc mot
phén cua chung, chtra phan tir ADN téi t6 hop chira trinh tu ADN dugc chon tir nhém bao
gdm: a) trinh tw ADN ¢6 muc do tuong dong vé trinh tu it nhat 85 phan tram so véi trinh
tr bat ky trong sé cac trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37; b) trinh tu ADN chua
trinh tu bét ky trong s6 céc trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37; va ¢) doan cua trinh
tw bt ky trong sb cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37, trong dé doan nay c6 hoat
tinh diéu hoa gen; trong do trinh tu ADN lién két linh hoat v6i phéan tir ADN c¢6 thé phién
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ma khac loai. Theo cac phuong an cu thé, thuc vat chuyén gen la thuc vat thé hé con
thudc thé hé bat ky déi v6i thuce vét chuyén gen ban dau va chira phan tir ADN tai t hop.
Hat chuyén gen chtra phén tir ADN tdi t6 hop ma tao ra thyuc vat chuyén gen nay khi 16n

1én cling thudc pham vi cuia sang ché.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phép san xuét san pham hang hoa
bao gdm budc thu thuc vét chuyén gen hoic mot phan cua chung chira phén tir ADN tai
td hop theo sang ché va san xuét san pham hang hoa tir d6. Theo mot phwong an, san
phém hang hoa la hat da dugc xir 1y, hat, phz“m cua thuc vat, va bot xay tho.

Theo mot khia canh khéac nira, sang ché dé xuét phuong phap san xuét thuc vat
chuyén gen chira phan tir ADN téi t6 hop theo sang ché bao gdm budc bién nap té bao
cua thuc vat béng phéan tir ADN tai t hop theo sang ché dé tao ra té bao cua thuc vat da
duoc bién nap va phuc hoi thue vat chuyén gen tu té bao cua thuc vat da dugc bién nap

nay.

M ti vin tit cac hinh vé

HINH 1: Thé hién céc cAu hinh catxet biéu hién theo sang ché.
Mo ta vin tit vé cac trinh tu

SEQ ID NO: 1 dén 30, 38 dén 41, 49 va 56 la cac trinh ty UTR 3"

SEQ ID NO: 31, 35, 42, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54 va 55 la cac trinh tw ADN cua
c4c nhom yéu t6 biéu hién didu hoa (regulatory expression element group - EXP) chua
rinh tu khéi du lién két linh hoat 5° vé6i trinh tu dAn dau, ma lién két linh hoat & dau tan
cung 5 v6i trinh ty intron; hodc trinh ty khéai dAu lién két linh hoat & d4u tan cung 5 véi
trinh tu dan dau.

SEQ ID NO: 32, 36, va 43 1a céc trinh tu khéi dau.

SEQ ID NO: 33 va 37 1a c4c trinh tu dan dau.

SEQ ID NO: 34 la trinh ty intron.
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SEQ ID NO: 44 1a trinh tw ma hoa dbi voi B-glucuronidaza (GUS) ma mang intron
c6 thé xir 1y.

SEQ ID NO: 45 va 46 1a céc trinh tu ma hoéa luxiferaza.

M ta chi tiét sang ché

Sang ché dé& xuét phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen ¢ thuc vat. Céc trinh tu
nucleotit cua cac phan tir ADN nay dugc néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37. Cac phan tu
ADN nay c6 kha ning anh huéng dén su biéu hién ciia phan tir ADN c6 the phién ma lién
két linh hoat & md thuc vat, va do d6 diéu hoa su biéu hién gen cua gen chuyén lién két
linh hoat & thuc vat chuyén gen. Séng ché con dé xuét phuong phap cai bién, tao ra, va sir
dung chung. Sang ché ciing d& xuit ché phim ma chtra té bao cua thuc vt chuyén gen,
thuc vét chuyén gen, phan ctia thuc vat chuyén gen, va hat chuyén gen chira phan tir

ADN téi t6 hgp theo sang ché, va phuong phap san xuét va sir dung chung.

Céc dinh nghia va cac phuong phap sau dugc dua ra d& x4c dinh rd hon sang ché
va dé huéng dan chuyén gia trung binh trong linh vuc k§ thuat nay thuc hién sang ché.
Trir khi néu 16 khac, cac thudt ngit can duge hiéu theo cach dung thong thuong bdi

chuyén gia trung binh trong linh vire k¥ thuét 6 lién quan.

Phan tir ADN

Nhu duge dung trong ban md ta nay, cac thut ngit “ADN” hodc “phéan tt ADN”
chi phan t& ADN soi kép ¢o ngudn goc tir hé gen hodc ngudn gbc tong hop, tic 1a
polyme ctia bazo deoxyribonucleotit. Nhu dugc dung trong ban mo ta nay, thuat ngir
“trinh tw ADN” chi trinh tu nucleotit ctia phan tir ADN. Danh phép dung trong ban mo ta
nay twong mg v6i danh phap néu trong Muc 37 cua Ma trong Quy dinh Lién Bang Hoa
Ky (the United States Code of Federal Regulations) § 1.822, va néu trong cac bang trong
Tiéu chudn WIPO ST.25 (1998), Phu luc 2, bang 1 va bang 3.

Thuat nglt “phén tir ADN tai td hop” dugc dung trong ban md ta nay c6 nghia la
phan tt ADN chtra hdn hop cta cac phan tt ADN ma khong co trong tu nhién cung v6i
nhau néu khong c6 su can thiép cua con nguoi. Vi du, phan tr ADN tai td hop c6 thé 1a
phén tit ADN chira it nhat hai phan t&r ADN khéc loai doi voi nhau, phan tf ADN ma
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chtra trinh tuv ADN ¢6 ngu@n géc tr cac trinh tw ADN c¢6 trong tu nhién, hodc phén tir
ADN da dugc dua vao ADN cua té bao chu bang cach bién nap di truyén.

Thuét ngir “muc do tuong ddng trinh ty” dugce dung trong ban md ta nay dé chi
mitc do gidng nhau cla hai trinh tw ADN dugc sip thang hang t6i wu. Su sdp thing hang
trinh tu téi wu dugc tao ra bing cach sap thang hang thu cong hai trinh tu, vi du, trinh tu
quy chiéu va trinh tu ADN khéc, dé t6i da hoa sb lwong cdp d6i nucleotit trong viéc sép
thang hang trinh ty voi céc chd cai xen, lam khuyét, hodc khoéng trbng nucleotit trong
thich hop. Thuét ngit “trinh tu quy chiéu” duoc dung trong ban mo ta nay dé chi trinh tu
ADN néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37.

Céc thuat ngt “phan tram muc do tuong ddng vé trinh ty” hodc “muc do tuong
dong tinh theo phan tram” hodc “% murc do trong ddéng” duoc dung trong ban md ta nay
la 3 1 twong déng nhan véi 100. “Ty 1¢ twrong ddng” dbi vdi trinh tw ADN da dugc sap
thing hang t61 wu véi trinh tu quy chiéu 1a s luong cip doi nucleotit trong viéc sap thing
hang t6i wu, chia cho tdng s6 nucleotit trong trinh tu quy chiéu, vi du, tong sb nucleotit
trong toan bd chiéu dai cta trinh tu quy chiéu hoan chinh. Do do6, theo mdt phuong 4n
séng ché d& xuit phan tir ADN chua trinh ty ADN ma, khi duoc sdp thang hang t61 wu
v6i trinh tw quy chiéu, néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37 cua ban md ta sang ché nay duéi
dang, c6 muc do twong ddng it nhit khoang 85 phan tram, mic do tuong ddng it nhat
khoang 86 phan trim, muc do tuong dong it nhét khoang 87 phan trim, muc d§ tuong
ddng it nhat khoang 88 phan trim, mc do tuong dong it nhat khoang 89 phén trim, mirc
do twong dong it nhat khoang 90 phan trim, mtc do twong dong it nhat khoang 91 phan
tram, mirc do tuwong dong it nhéat khoang 92 phan trim, mic do tuong ddng it nhat
khoang 93 phan tram, mtc do tuong ddng it nhat khoang 94 phan trim, mac d§ tuong
dong it nhét khoang 95 phan trim, mirc do tuong ddng it nhat khoang 96 phan trim, mirc
do twong dong it nhAt khoang 97 phan tram, mac do tuong ddng it nhat khoang 98 phéan
tram, mirc do twong dong it nhat khoang 99 phan tram, hodc murc do twong ddng it nhét

khoang 100 phén tram so v6i trinh tu quy chiéu.

Yeéu to diéu hoa
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Yéu t6 didu hoa nhu trinh tu khéi dau, trinh tu dan déu, gen tang cuong, intron, va
ving két thic phién ma (hoac UTR 3°) déng vai trd 1a mot phan khong tach roi trong su
biéu hién tdng thé ctia gen trong té bao sébng. Thuat ngit “yéu to diéu hoa” duge dung
trong ban mo ta nay dé chi phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa gen. Thuat ngir “hoat tinh
diéu hoa gen” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi kha niang anh hudng dén su biéu
hién ciia phan tir ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat, vi du bang cach anh huéng dén
su phién ma va/hoge sy dich ma ciia phan tr ADN c6 thé phién mé lién két linh hoat. Do
d6, yéu té didu hoa, nhu trinh ty khéi dau, trinh tu dan dau, gen ting cuodng, intron va
UTR 3’ hoat dong & thuc vat hiru dung dé cai bién kiéu hinh thuc vat thong qua viéc thiét

ké di truyén.

Thuat ngit trinh ty “nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa” hogc trinh tw “EXP” dugc
dung trong ban mo ta nay co thé chi nhom cua céc yéu tb didu hoa lién két linh hoat, nhu
gen tdng cuong, trinh tu khoi dau, trinh tu dan dau, va intron. Do d6, nhom yéu td biéu
hien didu hoa 6 thé bao gdm, vi dy, trinh tw khoi dAu lién két linh hoat & dau tan cing 5°
v6i trinh tir d3n dAu, ma vé phan minh lién két linh hoat & dau tan cing 5° v6i trinh tu

intron.

Yéu t6 didu hoa co thé dic trung boi kiéu biéu hién gen ctia chung, vi du, tic dung
duong tinh va/hoac am tinh nhu sy biéu hién vé cAu trac, thoi gian, khong gian, phat
trién, mo, moi trudng, sinh 1y, bénh 1y, chu ky té bao, va/hodc dép tmg vé mat hoa hoc, va
su két hop clia cac tac dung nay theo cach bat ky, cling nhu b1 d4u hiéu dinh luong hoic
dinh tinh. Nhu duoc ding trong ban md ta ndy, “kiéu biéu hién gen” 12 kiéu bat ky cua su
phién ma cua phéan tir ADN lién két linh hoat thanh phan td ARN dd duoc phién ma.
Phan tr ARN da dugc phién ma co thé duoc dich ma dé tao ra phan tr protein hodc c6
thé tao ra phan tdt ARN d6i nghia hodc phan tor ARN diéu hoa khéac, nhu ARN sgi kép
(dsRNA), ARN véan chuyén (tRNA), ARN ribosom (rRNA), microARN (miRNA), va cac

phan tu tuong tu.

Thuat nglt “su biéu hién protein” dugc dung trong ban mo ta nay la kiéu bét ky

cta su dich mi cta phan t& ARN dd dugc phién ma thanh phan tir protein. Su biéu hién
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protein c6 thé dic trung boi dc tinh vé thoi gian, khong gian, phat trién, hodc hinh thai

cua no, cling nhu boi d4u hiéu dinh Ivgng hodc dinh tinh.

Trinh tw khoi ddu hiru dung dé lam yéu t6 didu hoa nhdm diéu bién sy biéu hién
clia phan tr ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat. Thuét ngit “trinh tw khoi dau” dugc
dung trong ban md ta nay no6i chung chi phan tr ADN tham gia vao sy nhan biét va lién
két cia ARN polymeraza II va cac protein khdc, nhu cac yéu t6 phién mi giao dich, dé
khéi dAu su phién ma. Trinh ty khéi ddu c6 thé xac dinh dugc ban dau tir ving khong
dich ma 5" (UTR 57) ciia gen. Theo cach khéc, trinh tw khoi dau ¢6 thé la phan tir ADN
dugc tao ra hodc dugc diéu chinh béng cach téng hop. Trinh tu khoi dau con c6 thé 1a
trinh tw kham. Trinh ty khéi dau kham duoc tao ra béng cach dung hop hai hodc nhiéu
phan tr ADN khéc loai. Trinh tu kKhoi dau hitu dung trong viéc thuc hién sang ché bao
gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO: 36, bao gom cac doan hodc cac
bién thé ctia chiing. Theo phuwong an cu thé cua sang ché, phan tir ADN dugc yéu cau bao
ho va bién thé hoic chét din xuit bét ky cuia chung nhu duoc boc 1 trong ban mo ta nay,
duoc xac dinh thém 1a ¢6 hoat tinh cta trinh tw kKhoi dau, tic 1a c6 kha nang hoat dong
nhu trinh tu khoi diu & té bao chu, nhu & thuc vat chuyén gen. Theo cac phuong an cu
thé khéc nita, doan co thé duoc xac dinh 1a thé hién hoat tinh ciia trinh ty khoi dau mang
boi phén tir cta trinh ty khéoi dau ban dau ma no thu duogc tir d6, hodc doan co thé bao
gbm “trinh tu khéi d4u t6i thiéu” ma tao ra muc do phién ma co ban va cAu thanh bai hop
TATA hodc trinh tu ADN tuong dwong dé nhan biét va lién két phic hop ARN

polymeraza II nhim khéi ddu sy phién ma.

Theo mdt phuong an, sang ché dé xuét cac doan cua trinh tu khoi dau duoc boc 16
trong ban mo ta nay. Céc doan cua trinh tu khoi diu ¢6 thé co hoat tinh cta trinh ty khoi
dAu, nhu duoc mb ta trén ddy, va c6 thé 1a hitu dung khi ding riéng r& hogc két hop véi
trinh tu khéi dAu va doan cta trinh tw khéi du khéc, nhu trong trinh tw khoi dau kham
cAu trac, hodc két hop v6i EXP va doan EXP khac. Theo cac phuong an cu thé, cac doan
cta trinh tu khéi ddu duoc dé xuét chua it nhéat khoang 50, it nhit khoang 75, it nhat
khoang 95, it nhat khoang 100, it nhat khoang 125, it nhat khoang 150, it nhét khoang
175, it nhat khoang 200, it nhat khoang 225, it nhét khoang 250, it nhat khoang 275, it
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nhit khoang 300, it nhat khoang 500, it nhit khoang 600, it nhét khoang 700, it nhat
khoang 750, it nht khoang 800, it nhit khoang 900, hodc it nhat khoang 1000 nucleotit
lidn k&, hodc dai hon, cta phan tir ADN c¢6 hoat tinh ciia trinh tu khéi dau nhu duge boe
16 trong ban mo ta nay. Phuong phap san xudt cac doan nay tir phan tu cta trinh tu khéi

dAu ban déu 1a da biét trong linh vuc k§ thuat nay.

Ché phim thu duoc tir trinh tw khoi ddu bt ky dugc thé hién trong SEQ ID NO:
32 va SEQ ID NO: 36, nhu su lam khuyét bén trong hoac 1am khuyét & dau tan cung 5,
vi du, c6 thé dugc tao ra bang cach 4p dung cac phuong phap da biét trong linh vuc k§
thuat nay dé cai thién hoic lam thay dbi su biéu hién, bao gém cach loai bd cac yéu td ma
¢ tac dung duong tinh hodc am tinh dbi voi su biéu hién; nhan ddi cac yéu td ma co tac
dung duong tinh hodc 4m tinh dbi v6i sy biéu hién; va/hodc nhan do6i hodc loai bd cac
yéu td ma c6 tac dung dic hiéu voi mo hoac té bao ddi v6i su biéu hién. Céc ché phém
thu dugc tir trinh tu khéi du bat ky dugc thé hién trong SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO:
36 ¢6 su lam khuyét & du tan cing 3 trong do yéu t6 hop TATA hodc trinh tu twong
duong cua ching va trinh tu nim sau dugc loai bd co thé duoc ap dung, vi du, dé tao ra
yéu tb tang cuong. Viéc lam khuyét thém nita c6 thé duge thuc hién dé loai bd yéu tb bét
ky ma co tac dung duong tinh hoac &m tinh; tac dung dac hiéu voi mo; tac dung dac hiéu
vdi té bao; hodc tac dung dic hiéu thoi diém (nhu, nhung khong chi giéi han ¢, nhip sinh
hoc ngay dém) déi voi sy biéu hién. Trinh tu khoi dau bt ky dwoc the hién trong SEQ ID
NO: 32 va SEQ ID NO: 36 va céc doan hodc gen ting cuong thu duge tir do c6 thé dugc

ding dé tao ra che pham chira yéu to diéu hoa phién ma kham.

Theo sang ché, trinh tu khéi d4u hodc doan cua trinh tu khoi dau c6 thé duoc phan
tich vé sy co6 mit cia cac yéu td cta trinh tu khoi dau da biét, tac 1a cac dic diém cua
trinh tr ADN, nhw hop TATA va métip céc vi trf lién két cac yéu to phién ma da biét
khéc. Viée xédc dinh céc yéu t6 cla trinh tw khoi dau da biét nay c6 thé duoc ap dung boi
chuyén gia trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay dé thiét ké cac bién thé cua trinh tu
khéi ddu c6 kidu bidu hién twong tw v6i trinh tu khoi dau ban dau.

Nhu duge dung trong ban mo ta nay, thuat ngr “trinh tu dan dau” chi phan tir
ADN xéc dinh duge tir ving 5° khong dich ma (UTR 57) cua gen va xac dinh duoc la
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doan nucleotit & gitta vi tri bat dau phién ma (TSS) va vi tri bat dau trinh tw ma hoéa
protein. Theo cach khéc, trinh tu dan dau co thé 1a yéu td6 ADN duogc tao ra hodc duge
didu chinh bang céach tong hop. Trinh tu dAn diu c6 thé duge dung lam yéu t6 diéu hoa
dAu tan cung 5° dé didu bién sw bidu hién cua phan tir ADN c6 thé phién ma lién két linh
hoat. Phan tir dan dau co6 thé dugc dung voi trinh tu khoi dau khac loai hodc véi trinh tu
khéi dau tu nhién cua chung. Trinh tu dan dau hiru dung trong viéc thyc hién sang ché
bao gém trinh tw néu trong SEQ ID NO: 33 va SEQ ID NO: 37 hodc cac doan hoac cac
bién thé cua chung. Theo cac phwong an cu thé, cac trinh tu ADN nay ¢6 thé duoc xéac
dinh 1a ¢6 kha ning hoat dong nhu 1a trinh tw din dau & t€ bao chi, bao gom, vi du, té bao
cua thuc vat chuyén gen. Theo mdt phuong 4n, céc trinh tu ADN nay c6 thé duoc gial ma

vi chira hoat tinh cua trinh tu dan dau.

Céc trinh tu dan dau duoc thé hién trong SEQ ID NO: 33 va SEQ ID NO: 37 ¢6
thé cAu thanh boi yéu t6 didu hoa, hodc co thé chon cAu trac tha cdp ma co thé c6 tac
dung déi voi sw phién ma hodic sy dich mé ciia phan tir ADN ¢6 thé phién ma lién két linh
hoat. Céc trinh tw dAn ddu dugc thé hién trong SEQ ID NO: 33 va SEQ ID NO: 37 ¢6 thé
duogc su dung theo sang ché d8 tao ra yéu to diéu hoa kham ma anh huong dén su phién

mi hoic su dich ma cua phan tir ADN lién két linh hoat.

Thuat ngit “intron” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi phan tr ADN ma c6 thé
duoc xac dinh tir gen va noéi chung co thé xac dinh duogc 1a vung bi cét ra khi ARN thong
tin (MARN) xit Iy truée khi dich ma. Theo cach khac, intron ¢6 thé 1a yéu td ADN duoc
tao ra hoac duoc diéu chinh bang cach tong hop. Intron ¢ thé chtra yéu td tang cuong ma
anh huong dén su phién ma cia gen lién két linh hoat. Intron ¢6 thé duoc dung lam yéu
& didu hoa dé didu bién su bidu hién ciia phan ttr ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat.
CAu tric c6 thé chtra intron, va intron ¢ thé 1a khac loai hoiac khong khac loai dbi voi
phan t& ADN c6 thé phién ma. Céc vi du vé intron trong linh vyc k§ thudt nay bao gdm

intron actin ctia cdy lua va intron HSP70 cua cay ngo.

O thuc vat, viéc dua vao mot so intron trong cau trac gen dan dén mirc tich Iy
ARN théng tin va protein tdng so voi cau tric thieu intron. Hiéu qua nay duogc goi la “su
tang cuong bang intron” (intron mediated enhancement - IME) ctia murc do bieu hién gen.
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Céc intron kich thich su biéu hién ¢ thuc vat da biét d3 dugc x4c dinh & gen ngd (vi du,
tubA1l, Adhl, Shl, va Ubil), & gen lGa (vi du, tpi) va & gen cua cy hai 14 mam nhu gen
cla cdy da yén thao (vi du, rbcS), cdy khoai tdy (vi du, st-1s1) va cua Arabidopsis
thaliana (vi du, ubg3 va patl). Da phat hién ra réng su lam khuyét hoac dot bién & vi tri
tach intron lam giam muc do biéu hién gen, cho thiy rang viéc tach co thé 1a can thiét dbi
v6i IME. Tuy nhién, IME & cdy hai 14 mAm da duogc thé hién béi sy dot bién diem & vi tri
tach intron cua gen patl ra khoi A. thaliana. Viéc st dung nhiéu lan cta cing mot intron
trong mot thuc vat da boc 10 nhugc diém trong cic truong hop nhéat dinh. Trong cac
truong hop nay, can phai c6 tap hop cac yéu t6 kiém soét co ban dé xay dung céc yéu to

ADN tai t6 hop thich hop.

Céac intron hitu dung trong viéc thuc hién sang ché bao gdm trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 34. Céc ché phdm thu dugc tir intron dugc the hién trong SEQ ID NO: 34
6 thé c6 su lam khuyét ndi phan tir hodc su nhan doi cua yéu td diéu hoa cis; va/hodc su
bién dbi cua cac trinh ty ADN & dau tan cung 5° va dau tan cung 3’chira mbi tach
intron/exon ¢6 thé duoc dung dé cai thién su biéu hién hogc tinh dac hiéu cua sy biéu
hién khi lién két linh hoat véi trinh tu khéi ddu + trinh tw dAn dau hogc trinh tw khoi dau
+ trinh tur din dAu kham va trinh tw ma héa. Khi cai bién trinh tw bién intron/exon, ¢6 the
¢6 lgi néu tranh sir dung trinh tu nucleotit AT hodc nucleotit A 1an luot ngay trude dau
tan cung 5° cta vi tri tach intron (GT) va nucleotit G hodc trinh tu nucleotit TG, ngay sau
dau tan cung 3’ cua vi tri tach intron (AG) dé tranh kha ning tao ra cac codon khéi dau
khong mong mubn trong khi xr Iy ARN thong tin thanh san pham phién ma cudi cung.
Do d6, trinh tw ADN xung quanh vi tri tdch intron ¢ dau tan cung 5° hodc d4u tan cung 3’
6 thé dugc cai bién theo cach nay. Intron va bién thé intron d3 duoc thay dbi nhu duogc
boc 16 trong ban md ta nay va nho cac phuong phép da biét trong linh vuc k¥ thuat nay
¢6 thé duoc thir nghiém theo kinh nghiém nhu duoc bdce 16 trong cac vi du thuc hién dé
xdc dinh téc dong cia intron dén su biéu hién cia phan tir ADN lién két linh hoat. Su
thay dbi cua cac dau tan cung 5 va dau tan cung 3" chua mdi tach intron/exon cling c6
thé duoc tao ra dé 1am giam khé nang tao ra cac codon khoi d4u va codon két thic trong

san phim phién ma thu dugc sau khi xir 1y va tach intron cua ARN thong tin. Céc intron
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¢6 thé duoc thir nghiém theo kinh nghiém nhu dugc boc 10 trong vi du thuc hién sdng ché

dé x4c dinh tdc dong cta intron dén sy biéu hién cua gen chuyén.

Cac thuat ngt “phan tu két thuc phién ma & dau tan cung 37, “vung khong dich
mi & ddu tan cing 37 hoic “UTR 3" duogc dung trong ban mo ta nay dé chi phan tir
ADN ma dugc dung khi phién ma thanh ving khong dich ma cua phan 3" ctia phan t
ARN thong tin. Ving khong dich ma 3" ciia phan tr ARN thong tin ¢6 thé duoc tao ra
bang cach phan cat dac hiéu va su polyadenyl hoa 37, con duoc goi 1a dudi polyA. UTR
3" ¢6 thé lién két linh hoat va nim sau véi phan tir ADN c6 thé phién ma va c6 thé bao
¢dm tin hiéu polyadenyl hoa va céc tin hiéu diéu hoa khic c6 kha nang anh huong dén su
phién ma, viéc xir Iy ARN thong tin, hodc murc do biéu hién gen. Dudi polyA duoc tin la
¢6 chtre nang lam 6n dinh ARN thong tin va trong su khoi dAu dich ma. Cac vi du vé cac
phan tu két thuc phién ma 3” trong linh vuc k¥ thuét nay 1a vang 3 nopalin syntaza; vung
3" hspl7 cua lta my, vung 3" cia cAu truc siéu phan tir nho cua pea rubisco, viung 3" E6

cta bong, va UTR 3" cua coixin.

UTR 3" thudng duge cho 1a hitu hi¢u dé biéu hién tai to hop phan tir ADN cu thé.
UTR 3° yéu ¢6 kha nang gy ra su doc hét, ma co thé anh hudng dén su biéu hién cua
phéan td ADN nim trong catxet biéu hién bén canh. Viéc kiém soat thich hop ddi véi su
két thic phién ma co thé ngan chén sy doc hét cac trinh tw ADN (vi du, catxet biéu hién
khac) nam sau va c6 thé con cho phép tudn hoan mot cach hiru hiéu ARN polymeraza aé
cai thién mic d bidu hién gen. Su két thic mot cach hitu higu sy phién ma (su giai
phong ARN polymeraza I ra khoi ADN) la diéu kién tién quyét dé bt dau lai sy phién
ma va bang cach d6 anh hudng truc tiép dén murc do phién ma tdng thé. Sau khi két thic
phién ma, ARN thong tin thanh thuc dugc giai phong ra khoi vi tri tong hop va khuon
duoc van chuyén vao té bao chit. ARN thong tin cua sinh vat nhan chuén dugc tich iy
du6i dang poly(A) in vivo, khién cho kho phat hién vi tri két thic phién ma theo céc
phuong phép thong thuong. Tuy nhién, viéc du doan UTR 3° hoat dong va hitu hi€u bang
cac phuong phap thong tin sinh hoc co6 thé khoé vi ¢6 it trinh ty ADN bao toan cho phép
du doan dé dang UTR 3’ hitu hiéu.
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Tir quan diém thuc té, thuong co 1oi néu UTR 3" duogc dung trong catxet biéu hién
¢6 céc dac tinh sau. UTR 3" ¢in c6 kha ning két thuc mot cach c6 hiéu luc va c6 hiéu qua
su phién ma cua gen chuyén va ngan chan su doc hét ctia san pham phién ma vao trinh tu
ADN bén canh bét ky, ma co thé cAu thanh bdi catxet biéu hién khac nhu trong truong
hop co nhiéu catxet biéu hién c¢6 mat trong mot ADN vén chuyén (T-ADN), hoac ADN
nhiém sic thé bén canh ma T-AND da dugc cai xen vao do. Trong cong nghé sinh hoc
thuc vat, UTR 3" thuong dugc sit dung dé moi phan tmg khuéch dai cia ARN phién ma
nguoc chiét duoc tir thuc vat da duoc bién nap va dugc su dung dé: (1) danh gia hoat tinh
phién ma hodc muc do biéu hién cua catxet biéu hién ngay khi duoc dua vao nhiém séc
thé cta thuc vat; (2) danh gia 36 lwong ban sao cai xen trong ADN cua thyc vat; va (3)
danh gia tinh trang tiép hop giao tr cta hat thu duge sau khi nhan gidng. UTR 3" con
dugc dung trong phan Umg khuéch dai cia ADN chiét duoc tir thuc vat da dugc bién nap

dé x4c dinh dic diém cua tinh trang nguyén ven cua catxet da duoc cai xen.

Thuét ngir “gen ting cuong” hodc “yéu t6 tang cuong” dugc dung trong ban md ta
nay dé chi yéu td diéu hoa tac dong cis, con dugc goi la yéu t cis, ma cAu thanh mot khia
canh ciia kidu biéu hién téng thé, nhung thuong mot minh thi khong di dé tién hanh
phién md, cua phan tor ADN ¢o thé phién ma lién két linh hoat. Khong giéng nhu trinh tu
khéi ddu, yéu t tang cuong thuong khong c6 vi tri bat dau phién ma (TSS) hodc hop
TATA hodac trinh tv ADN tuong duong. Trinh tu khoi dau hodc doan cua trinh tu khoi
dAu tit nhién c6 thé chira mot hodc nhidu yéu td ting cudng ma anh huong dén su phién
ma cta phén tr ADN ¢o thé phién ma lién két linh hoat. Yéu t6 tang cuong con c6 thé
dugc ngung tu voi trinh tuy khot dau dé tao ra yéu td cis cua trinh tu khoi dau kham, ma

cAu thanh mét khia canh cua sy diéu bién tong thé cua sy bi€u hién gen.

Nhiéu yéu t6 tang cudng trinh tu khoi diu duoc tin rang dé lién két cac protein
lién két véi ADN vavhodc anh huéng dén cdu tric lién két véi ADN, tao ra cAu hinh cuc
bd ma cho phép hodc han ché mot cach chon loc su tiép can cua ARN polymeraza véi
khudén ADN hoéc tao diéu kién thuan lgi cho viéc mé chon loc X04n kép & vi tri bat du
phién ma. Yéu té tang cuong ¢6 thé hoat dong dé lién két cac yeu t6 phién ma nham diéu

hoa su phién ma. Mot s yéu to tang cuong lién ket v6i nhiéu yéu to phién ma, va céc yéu
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t6 phién ma c6 thé twong tac voi i lyc khac nhau voi nhiéu hon mot mién gen ting
cuong. Yéu td tang cuong coO thé duogc xac dinh bé‘mg nhiéu k¥ thuat, bao gé)m phan tich
lam khuyét, tic la lam khuyét mot hodc nhiu nucleotit tir diu tdn cung 5° hodc & bén
trong déi voi trinh ty khoi dAu; phan tich protein lién két véi ADN bang cich sir dung
d4u chan ADNaza I, su can thiép metyl hoa, thir nghiém tinh di dong-dich chuyén dién
di, d4u chan hé gen in vivo bang phan tng chudi polymeraza (polymerase chain reaction -
PCR) thong qua sy ghép ndi, va cac thir nghiém théng thudng khac; hodc bang cach phan
tich mtrc d6 twong tu trinh tw ADN bang cach st dung motip yéu td cis hodc yéu t6 tang
cuong da biét 1am trinh tu dich hodc métip dich voi cac phuong phéap so sanh trinh tu
ADN thong thuong, nhu phuong phap BLAST. CAu truc tinh vi cia mién gen ting cudong
c6 thé duogc nghién ctu thém bang cach gay dot bién (hoic thay thé) mot hodc nhiéu
nucleotit hodc theo cac phuong phap thong thuong khac da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay. Yéu t6 tang cuong co thé thu dugc theo phuong phap tbng hop héa hoc hodc bang
cach phan 14p ra khoi yéu t6 diéu hoa chira yéu t6 nay, va ching co thé duoc tong hop véi
nucleotit bién bd sung ma chira vi tri enzym giéi han hiru dung dé tao diéu kién thuan loi
cho viéc thao tac tiép theo. Do do, thiét ké, céu trac, va viéc st dung yéu td tang cuong
theo cac phuong phap duge boc 16 trong ban md ta nay dé diéu bién su biéu hién cia

phén tir ADN cé thé phién mi lién két linh hoat ndm trong pham vi cla sang ché nay.

Thuit ngit “kham™ dugc dung trong ban mo ta nay dé chi phan t¢ ADN don 1¢
duoc tao ra bing cach dung hop phén tir ADN thir nhat v6i phan tit ADN thtr hai, khi
phén tit ADN thir nhit hodc phan tir ADN thi hai khong thuong duge tim thdy trong cu
hinh d6, trc 12 duoc ngung tu v6i nhau. Do d6, phan tit ADN kham 1a phén tt ADN maoi
khong thuong tim thay trong tw nhién. Thuat ngr “trinh tu khoi dau kham” dugc dung
trong ban mo ta nay dé chi trinh tu khéi dau duge tao ra bang cach thao tac phan tir ADN.
Trinh tu khéi dau kham c6 thé két hop hai hodc nhiéu doan ADN, vi du, dung hop trinh
tu khot dau voi yéu td tang cuong. Do do, thiét ké, cAu trac, va viéc sir dung trinh tu khoi
dau kham theo cac phuwong phap dugc bdc 10 trong ban mo ta nay dé didu bién su biéu
hién ctia phéan tt ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat nim trong pham vi cla sang ché

nay.
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Thuét ngit “bién thé” dugc ding trong ban mo ta nay dé chi phan tir ADN thir hai,
nhu yéu to diéu hoa, ma trong ché pham twong tw v6i, nhung khong gidng hét v6i, phan
tir ADN thir nhét, va trong d6 phén tir ADN thi hai van duy tri chirc nng chung, tirc 1a
kiéu biéu hién giéng hodc twong tu, vi du thong qua hoat tinh phién ma hoac dich mi cao
hon hodc thip hon hodc twong duong, ctia phan tr ADN thtr nhat. Bién thé co thé 1a
phién ban ngén hon hoac bi cit cut ctia phan tir ADN thir nhét va/hodc phién ban da duoc
bién ddi cua trinh tu cua phan tit ADN thu nhét, nhu phién ban c6 vi tri enzym giéi han
va/hoac su lam khuyét ndi phén t, su thay thé, va/hodc su cai xen. “Bién thé” con c6 thé
bao gém yéu td diéu hoa c6 trinh tu nucleotit chtra sy thay thé, sy lam khuyét, va/hodc su
cai xen cuia mot hodc nhiéu nucleotit cua trinh tu quy chiéu, trong d6 yéu tb diéu hoa dan
xudt c6 hoat tinh phién ma hodc dich mé cao hon hoac thép hon ho#c twong duong so voi
phan tir didu hoa bd me tuong ung. “Bién thé” yéu té diéu hoa ciing bao gbm bién thé
sinh ra tir dot bién xay ra trong qua trinh hodc nho su bién nap té bao vi khuan va té bao
ctia thue vat. Theo sang ché, trinh tw ADN néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37 ¢6 thé duoc
dung dé tao ra bién thé ma tuong tu trong ché phdm, nhung khong gidng hét voi, trinh tu
ADN cua yéu t6 didu hoa ban dau, trong khi van duy tri chirc nang chung, tirc 1a kiéu
biéu hién giéng hodc tuong tu, cua yéu t6 didu hoa ban dau. Viéc tao ra bién thé nay theo
sang ché ciing thudc k¥ nang cua ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay theo

huéng dan ctia ban mod t4 nay va thudc pham vi cua sang ché.

véu t6 didu hoa kham c6 thé duoc thiét ké dé chira nhidu yéu t6 két cdu ma c6 thé
duge lién két linh hoat theo cac phuwong phap khic nhau da biét trong linh vuc k¥ thuét
nay, nhu cit va ghép ndi bing enzym gi6i han, tach dong khong phu thudc vao viéc nbi,
lap rap khéi két cAu cua cac san phidm PCR trong khi khuéch dai, hodc tong hop héa hoc
truc tiép yéu t6 diéu hoa, cling nhu cac phuong phap da biét khéc trong linh vuc k¥ thuét
nay. Nhiéu yéu t6 diéu hoa kham thu duoc co thé chira cac yéu td két cu gibng nhau,
hodc cac bién thé ctua chung, nhung khac trong trinh tu ADN hodc cac trinh ty ADN chtra
trinh tu hodc céc trinh ty ADN lién két ma cho phép cac phén cAu tao duoc lién két mot
cach linh hoat. Theo séng ché, trinh tw ADN néu trong SEQ ID NO: 1 dén 30 hodc 31

dén 37 c6 thé tao ra trinh tu quy chiéu cla y€u to diéu hoa, trong d6 cac yéu to két cau
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chia trinh tu quy chiéu c6 thé duogc két hop theo cac phuong phap da biét trong linh vuc
ky thudt nay va co thé bao gdm su thay thé, su lam khuyét, va/hodc su cai xen ciia mot
hodc nhiéu nucleotit hodc dot bién c6 trong tu nhién trong thé bién nap té bao vi khuén va

té bao cua thuc vat.

Hiéu qua cua su cai bién, su nhan d6i, hodc su lam khuyét dugc boc 10 trong ban
mo ta nay 1én cac khia canh biéu hién mong mudn ciia phan tir ADN co thé phién mi cu
thé c6 thé dugc thir nghiém theo kinh nghiém trong thr nghiém thuc vat 6n dinh va nhét
thoi, nhu cac thir nghiém da duge boc 10 trong cac vi du thue hién sang ché trong ban mo
ta nay, dé xac nhan céac két qua, ma c6 thé thay doi tuy theo sy thay ddi duoc tao ra va

muc dich cua sy thay ddi vé phan tr ADN ban dau.
Céu tric

Thuat ngir “cdu truc” duoc dung trong ban mo ta nay c6 nghia la phan tir ADN tai
td hop bét ky nhu plasmit, cosmit, virut, thé thuc khun, hodc phan t&t ADN hodc ARN
mach thang hoac mach vong, thu duoc tir ngudn bt ky, c6 kha nang hop nhét vao hé gen
hodc tu sao chép, chtra phan tir ADN trong do it nhét mot phan tr ADN da duoc lién két
voi phan tir ADN khac theo cach hoat dong chirc nang, tic 1a lién két linh hoat. Thuat
nglt “vat truyén” dugc dung trong ban md ta nay c6 nghia la chu trac bt ky ma ¢ thé
duoc st dung dbi voi muc dich bién nap, ttrc 1a dua ADN hodc ARN khac loai vao té bao
chu. Céu tric nay thuong bao gdm mot hodc nhiéu catxet biéu hién. Thuat ngir “catxet
biéu hién” duoc dung trong ban mo ta nay dé chi phan tit ADN chua it nhét phan tr ADN
¢6 thé phién ma lién két linh hoat v6i mot hodc nhiéu yéu t6 diéu hoa, thuong it nhat 13

trinh tu khoi ddu va UTR 3°.

Thuét ngit “lién két linh hoat” duoc dung trong ban md ta nay dé chi viéc phan tir
ADN thr nhat lién két v6i phan tr ADN thir hai, trong d6 phan tit ADN thi nhét va tha
hai duoc sip xép sao cho phan tr ADN thu nhAt anh huéng dén chirc ning ctia phan tir
ADN thit hai. Hai phan tit ADN nay c6 thé 1a hogc khong phai 1a mot phan cta phén ti
ADN lidn k& don 1& va c6 thé 12 hoac khong phai 1a 1an can. Vi du, trinh tw khéi dau lién
két linh hoat véi phan tr ADN c6 thé phién ma néu trinh ty khéi dau nay 6 kha nang anh

hudng dén su phién ma hodc dich ma ctia phéan tt ADN ¢6 thé phién ma.
15



44726 16/116

CAu truc theo sang ché c6 thé duoc cung cép, theo mot phuong 4n, dudi dang ciu
trac bién plasmit tao ra khdi u (Ti) kép ma c6 vung bién phai (RB hodc AGRtu.RB) va
ving bién trai (LB hodc AGRtu.LB) cua plasmit Ti phan l1ap duogc tu Agrobacterium
tumefaciens chira T-ADN ma, cing véi cac phan tir van chuyén dugc cung cép bai té bao
A. tumefaciens, cho phép T-ADN hop nhét vao hé gen cua té bao cua thuc vat (vi du, xem
patent My sb 6,603,061). Céu triic ndy con co thé chta cac doan ADN khung xuong
plasmit ma mang lai chirc ndng sao chép va sy chon loc khang sinh trong té bao vi khuén,
vi du, diém m& dau sao chép Escherichia coli nhu ori322, diém mo dau sao chép gidi han
vat chil rong nhu oriV hodc oriRi, va ving ma hoa dbi véi gen danh dAu chon loc nhu
Spec/Strp ma ma hoa Tn7 aminoglycosit adenyltransferaza (aadA) mang lai tinh khang
dbi v6i spectinomyxin hodc streptomyxin, hodc gen danh dau chon loc gentamixin (Gm,
Gent). Dé bién nap thyc vat, ching vi khuén cta vat chu thuong 1a 4. tumefaciens ABI,
C58, hodc LBA4404; tuy nhién, cac chung khac ma chuyén gia trung binh trong linh vuc

k¥ thuat nay da biét dé bién nap thuc vét co thé dugc str dung theo sang ché.

Céc phuong phap c6 trong linh vuc k¥ thuat nay dé lap rap va dua chu tric vao té
bao theo céach sao cho phéan tir ADN c6 thé phién ma duge phién ma thanh phan tr ARN
thong tin chirc ndng ma s€ dugc dich ma va dugc thé hién ¢ dang protein 1a da biét. Dé
thuc hién sang ché, cac ché pham va cac phuong phép bao ché va céc cach st dung céu
tric va cac té bao chu thong thuong 1a da biét ddi v6i chuyén gia trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay. Vi duy, cac vat truyén thong thuong hitu dung dé biéu hién céc axit
nucleic ¢ thuc vét bac cao la da biét trong linh vuc k§ thudt nay va bao gém cac vat
truyén thu dugc tir plasmit Ti ctia Agrobacterium tumefaciens va vat truyén kiém soét sur

van chuyén pCaMVCN.

Nhiéu yéu té diéu hoa c6 thé duoc dua vao ciu tric, bao gbm yéu t6 didu hoa bat
ky theo sang ché. Yéu t6 didu hoa bét ky c¢6 thé dugc cung cap trong hdn hop voi yéu to
diéu hoa khéac. Hon hop nay co thé duoc thiét ké hoac duoc cai bién dé tao ra dic diém
diéu hoa mong mudn. Theo mot phuong an, cAu truc theo sang ché bao gém it nhat mot
yéu t6 didu hoa lién két linh hoat v6i phn tit ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat v6i
UTR 3".
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CAu tric theo sang ché co thé bao gdm trinh tu khéi dAu hodc trinh ty dan dau bét
ky theo séang ché hoac da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Vi dy, trinh tu khoi dau theo
sang ché ¢6 thé lién két linh hoat véi trinh tu din dau tan cung 5° khong dugc dich ma
khac loai nhu trinh tu thu dugc tir gen protein sbc nhiét. Theo cach khac, trinh tu dan dau
theo sang ché c6 thé lién két linh hoat vé6i trinh tu khéi dAu khac loai nhu trinh tu khoi

dau phién ma 35S cua virut kham sup lo.

Catxet bidu hién c6 thé con bao gom trinh tw ma hoa peptit van chuyén ma ma héa
peptit hiru dung cho viéc huéng dich dudi té bao cta protein lién két linh hoat, dac biét 1a
v6i luc lap, lap vo sic, hodc bao quan dang hat khac; ty thé; vi thé peroxy; khong bao;
hodc vi tri ngoai bao. Nhiéu protein nam trong luc lap duoc biéu hién tir gen trong nhan
du6i dang tién chat va dwgc huéng dich luc lap bang peptit van chuyén luc lap
(chloroplast transit peptide - CTP). Vi du vé cac protein luc lap da phén 1ap duoc nay bao
gdm, nhung khong chi gi6i han 6, cac protein lién quan dén céu trac dudi don vi nho
(small subunit - SSU) cua ribuloza-1,5,-bisphosphat carboxylaza, feredoxin, feredoxin
oxidoreductaza, protein I va protein II phtc thu 4nh sang, thioredoxin F, va enolpyruvyl
shikimat phosphat syntaza (EPSPS). Céc peptit van chuyén luc lap duoc boc 10, vi du,
trong patent My s6 7,193,133. b3 ching minh dugc rang cac protein khong & trong luc
lap c6 thé dugc huéng dich luc lap bang su biéu hién ciia CTP khéc loai lién két linh hoat

v6i phan tir ADN dé phién ma ghi mi céc protein khong & trong luc lap.
Phén tir ADN c6 thé phién ma

Thuét ngit “phan tt ADN c6 thé phién ma” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi
phan t& ADN bit ki ¢6 kha nang dugc phién ma thanh phan tir ARN bao gbm, nhung
khong chi gi6i han &, phan tt ADN c¢6 trinh tu ma hoa protein va phan tr ADN tao ra
phén tir ARN c6 céc trinh tu hitu dung dé we ché gen. Loai phan tir ADN ¢6 thé bao gom,
nhung khong chi gi6i han ¢, phan tir ADN tir cang mot thue vat, phéan t¢ ADN tu thuc
vat khac, phan tr ADN tur sinh vat khéc, hodc phan tt ADN tong hop, nhu phan tr ADN
chira théng tin dbi nghia ctia gen, hodc phan tit ADN ghi ma phién ban nhén tao, tong
hop, hodc dugc cai bién theo cach khac ctia gen chuyén. Phan tit ADN c6 thé phién ma
lam vi du dé dua vao céu tric theo sang ché bao gbém, vi du, phan tt ADN hodc gen tir
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loai khong phai 12 loai ma phan tt ADN dugc dua vao hodc gen ma c¢6 ngudn goc tir,
hodc c6 mit trong, cung mot loai d6, nhung dugc dua vao té bao nh4n bang phwong phap

thiét ké di truyén chtr khong phai 1a cac k§ thudt nhan gidng co dién.

“Gen chuyén” dugc dung dé chi phan tir ADN c6 thé phién ma khéc loai dbi voi té
bao chu it nhét 1a vé vi tri cia né trong hé gen cula té bao chu va/hodc phan tor ADN cé
thé phién ma dugc dua nhén tao vao hé gen cua té bao chu trong thé hé hién tai hodc thé

hé truge bét ky ciia té bao.

Yéu té didu hoa, nhu trinh tu khoi du theo sang ché, ¢6 thé lién két linh hoat véi
phén tr ADN c6 thé phién ma ma 1a khac loai déi véi yéu t6 diéu hoa. Thuat ngit “khac
lodi” dugc dung trong ban mé ta nay dé chi hdn hop ciia hai hogc nhiéu phan tir ADN khi
hdn hop nay khong thuong duge tim thay trong tw nhién. Vi du, hai phan tr ADN ¢6 thé
thu duoc tir cac loai khac nhau va/hodc hai phéan tor ADN ¢6 thé thu dugc tir cac gen khac
nhau, vi du, cac gen khac nhau tir cing loai hodc cung mot gen tur cac loai khac nhau. Do
d6, yéu t6 didu hoa 1a khéc loai ddi v6i phan tir ADN c6 thé phién ma lién két linh hoat
néu hdn hop nay khong thuong duge tim thay trong tu nhién, tirc la phan tir ADN c6 thé

phién ma khong lién két linh hoat trong tw nhién véi yéu t6 diéu hoa.

Phan tir ADN c6 thé phién ma thudng c6 thé 1a phan tir ADN bét ky ma mong
mubdn co su biéu hién cta san phém phién ma cta no. Su biéu hién cia san phém phién
mi c6 thé dan dén su dich ma ctia phan ti¢ ARN thong tin thu dugc, va do do6 dan dén su
biéu hién protein. Theo céach khac, vi dy, phan tor ADN 6 thé phién ma co thé dugc thiét
ké dé cudi cung giy ra su biéu hién giam cua gen hodc protein cu thé. Theo mot phuong
4n, didu nay c6 thé dugc thuc hién bing céch s dung phan tir ADN c6 thé phién ma ma
dugc dinh hudng theo hudng d6i nghia. Chuyén gia trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay quen thudc voi viée ap dung cong nghé d6i nghia. Gen bét k¥ ¢6 thé duoc diéu hoa
4m theo cach nay, va, theo mot phuwong an, phan tr ADN ¢o thé phién ma c6 thé duoc

thiét ké dé trc ché gen cu thé thong qua su biéu hién ctia dsARN, siARN hodc miARN.

Do do, theo mot phuong an sang ché d& xuét phan tir ADN tai t6 hop chira yéu t6

didu hoa theo sang ché, nhu phan tt ADN néu trong SEQ ID NO: 1 dén 37, lién két linh
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hoat v6i phan tir ADN c6 thé phién ma khac loai dé diéu bién sw phién ma cua phan tir
ADN c6 thé phién ma & mirc mong muén hoic theo kiéu mong mubn néu céu trac nay
dugc hop nhat trong hé gen cua té bao cia thuc vat chuyén gen. Theo mot phuong én,
phan to& ADN ¢o thé phién ma chira ving mé hoa protein cua gen va theo phuong an

khac, phan tir ADN c6 thé phién ma chira ving d6i nghia cia gen.

Gen dang quan tAm vé mit nong hoc

Phén tt ADN c6 thé phién ma c6 thé 1a gen dang quan tdm vé mit nong hoc.
Thuit ngit “gen dang quan tam vé& mat ndng hoc” duge dung trong ban mo ta nay dé chi
phan tit ADN c6 thé phién ma ma, khi duge biéu hién trong mo, t€ bao, hogc loai té bao
thuc vat cu thé, mang lai dic diém mong mubn. San pham ctia gen dang quan tam vé mat
nong hoc co thé hoat dong trong thuc vat dé gay ra tac dung lén hinh théi, sinh Iy, sy sinh
truéng, su phét trién, nang suét, thanh phan hat, tinh chat dinh dudng, tinh khéng bénh
hoic tinh khang vét gay hai, va/hodc tinh dung nap moi truong hodc hoa chét cua thuc vat
hodc c6 thé hoat dong nhu 1a chét diét vat gay hai trong thitc an cla vat gdy hai ma dugc
nudi dudng béi thuce vat. Theo mot phuong an cua sang ché, yéu t6 diéu hoa theo sang
ché dugc dua vao cau tric sao cho yéu t6 diéu hoa nay dugc lién két linh hoat v6i phan tr
ADN ¢6 thé phién ma ma la gen dang quan tam vé mit nong hoc. Trong thuc vat chuyén
gen chura cAu tric nay, sy biéu hién cta gen dang quan tim vé mat néng hoc ¢6 thé mang
lai tinh trang nong hoc c6 loi. Tinh trang noéng hoc ¢6 loi ¢6 thé bao gdm, vi du, nhung
khong chi gidi han &, tinh dung nap thudc diét co, phong trir con trung, nang suat thay
déi, tinh khang bénh, tinh khéng tc nhan gdy bénh, su sinh truéng va su phét trién cta
thue vt thay dbi, luong tinh bot thay ddi, luong dau thay doi, lwong axit béo thay o,
luong protein thay ddi, su chin ctia qua thay dbi, dinh dudng cho nguoi va dong vat dugc
tdng cuong, san xuét polyme sinh hoc, tinh khang 4p luc do moéi truong, peptit duoc
phém, chét luong xtr 1y duge cai thién, vi dugc cai thién, cong dung san xuét hat lai, nang

suét sgi duoc cai thién, va san xuat nhién liéu sinh hoc mong muon.

Céac vi du vé gen dang quan tim vé mit nong hoc da biét trong linh vuc k¥ thuét

ndy bao gdm gen vé tinh khang c6 (céc patent My s6 6,803,501; 6,448,476; 6,248,876
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6.225.114: 6,107,549; 5,866,775; 5,804,425; 5,633,435; va 5,463,175), ning suat ting
(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 trlr con trung (céc
patent My sé 6,809,078; 6,713,063; 6.686,452; 6,657,046, 6,645.497; 6,642,030;
6.639.054; 6,620,988; 6,593,293; 6,555,655; 6,538,109; 6,537,756; 6,521,442, 6,501,009;
6.468,523; 6,326,351; 6,313,378; 6,284,949; 6,281,016; 6,248,536; 6,242,241; 6,221,649;
6.177.615; 6,156,573; 6,153,814; 6,110,464; 6,093,695; 6,063,756; 6,063,597; 6,023,013;
5,959,091; 5,942,664; 5,942,658, 5,880,275; 5,763,245; va 5,763,241), tinh khang bénh
ndm (cac patent My sb 6,653,280; 6,573,361; 6,506,962; 6,316,407; 6,215,048;
5.516,671; 5,773,696; 6,121,436; 6,316,407; va 6,506,962), tinh khang virut (cdc patent
My sb 6,617,496; 6,608,241; 6,015,940; 6,013,864; 5,850,023; va 5,304,730), tinh khang
giun tron (patent My s6 6,228,992), tinh khang bénh vi khuan (patent My s6 5,516,671),
su sinh truéng va su phét trién cta thuc vét (cic patent My s 6,723,897 va 6,518,488),
su san xudt tinh bot (cac patent My sb 6,538,181; 6,538,179; 6,538,178; 5.750,876;
6.476,295), nang sudt diu dugc cai thién (cic patent My sb 6,444,876; 6,426,447; va
6,380,462), nang xuat diu cao (cac patent My sd 6,495,739; 5.608,149; 6,483,008; va
6.476,295), lugng axit béo thay ddi (cac patent My so 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), nang
suit protein cao (patent My s6 6,380,466), su chin ctia qua (patent My s6 5,512,466),
dinh dudng cho nguoi va dong vat dugc tang cuong (cac patent My s6 6,723,837;
6.653.530: 6,5412,59; 5,985.605; va 6,171,640), polyme sinh hoc (céc patent M§ s0
USRE37,543; 6,228,623; va 5,958,745, va 6,946,588), tinh khang ap luc do moi truong
(patent My s6 6,072,103), peptit duoc pham va peptit tiét (cac patent My s6 6,812,379;
6,774,283; 6,140,075; va 6,080,560), tinh trang xu ly dugc cai thién (patent M§ sb
6,476,295), kha ning tiéu hoa dugc cai thién (patent My s6 6,531,648) rafinoza thép
(patent My s 6,166,292), san xut enzym cong nghiép (patent My s6 5,543,576), vi dugc
cai thién (patent M3 s6 6,011,199), su ¢6 dinh nito (patent My s6 5,229.114), san xuét hat
lai (patent My sé 5,689,041), san xudt soi (cac patent My sb 6,576,818; 6,271,443
5.981,834; va 5,869,720) va san xuét nhién liéu sinh hoc (patent M§ s6 5,998,700).
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Theo cach khac, gen dang quan tim vé& mat ndng hoc ¢o thé tac dong dén cac dac
diém hodic kiéu hinh thuc vat néu trén bing cach ghi ma phan tir ARN gy ra su diéu bién
duoc hudng dich cua sy biéu hién gen ndi sinh, vi du, béng gen dbi nghia (xem: vi du
patent M s6 5,107,065); ARN tc ché (“ARNi, bao gdm viéc dieu bién muc dd biéu hién
gen béng miARN, siARN, siARN thuc hién, va co ché duoc tao ra boi SARN dugc dinh
pha, vi dy, nhu da duogc boc 1§ trong cac cong bd don U.S. 2006/0200878 va U.S.
2008/0066206, va trong don yéu cu cAp patent M§ s 11/974,469); hoic co ché duoc tao
ra béi su ddng e ché. ARN c6 thé 1a phan t¢ ARN xuc tac (vi du, ribozym hodc
riboswitch: xem, vi du, U.S. 2006/0200878) dugc thiét ké dé tach san pham ARN thong
tin ndi sinh mong mudn. Cac phuong phap c6 trong linh vuc k¥ thuat nay dé tao cau tric
va dua céu triic ndy vao té bao theo cach sao cho phan tir ADN c6 thé phién ma duoc

phién ma thanh phan tir c6 kha ning gay ra su Gc ché gen 1a da biét.

Gen d4nh diu chon loc

Gen chuyén danh déu chon loc cling c6 thé duge dung véi yéu t6 didu hoa theo
sang ché. Nhu dugc dung trong ban mo ta nay, thuét ngir “gen chuyén danh dau chon
loc” chi phan tt ADN bat ky ¢co thé phién md ma su biéu hién cua no6 & thuc vat chuyén
gen, mo chuyén gen hoic té bao chuyén gen, hodc su thiéu chung, c6 thé dugc sang loc
hodc dugc ghi nhan theo mot s6 cach. Gen danh diu chon loc, va cic k§ thudt chon loc va
sang loc két hop cla chung, dé dung trong viéc thuc hién sang ché 1a da biét trong linh
vuce k¥ thudt nay va bao gbm, nhung khong chi gidi han ¢, phan tir ADN dé phién ma ghi
ma B-glucuronidaza (B-glucuronidase - GUS), luxiferaza, protein huynh quang mau xanh
(green fluorescent protein - GFP), protein tao ra tinh khang khéang sinh, va protein tao ra

tinh dung nap thudc diét co.

Bien nap té bao

Sang ché con dé xuét phuong phap san xuit t& bao da dugc bién nap va thuc vat da
duoc bién nap chira mét hodc nhiéu yéu 6 didu hoa lién két linh hoat v6i phan tir ADN

¢6 the phién ma.
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Thuat ngit “bién nap” dugc dung dé chi viéc dua phan tdt ADN vao vat chi nhan.
Nhu dugc ding trong ban md ta nay, thuat nglr “vat chi” chi vi khuén, nidm, hoac thuc
vat, bao gém té bao, md, co quan, hodc thé hé con bat ky cta vi khuan, nim, hoic thuc
vat. M6 cua thuc vat va té bao thuc vat duoc dic biét mong mubn bao g@)m thé nguyén

sinh, thé chai, ré, than cu, hat, than cay, 14, cay giéng con, phoi, va phén hoa.

Thuét ngit “dugc bién nap” duge dung trong ban mo ta nay dé chi té bao, mo, co
quan, hodc sinh vat ma phén tir ADN la, nhu ciu truc, duoc dua vao trong do. Phan tir
ADN duoc dua vao co thé duoc hop nhat vaio ADN hé gen cua té bao, md, co quan, hoic
sinh vat nhan sao cho phan tt ADN da dugc dua vao dugc di truyén cho thé hé con tiép
theo. Té bao hodc sinh vat “chuyén gen” hodc “dugc bién nap” co thé con bao gém thé hé
con cua té bao hodc sinh vat va thé hé con dugec tao ra tir chwong trinh nhan giéng béng
cach sir dung sinh vat chuyén gen nay lam bd me khi lai gidng va thé hién kiéu hinh da
duoc bién ddi duoc tao ra nhd sw c6 mat cia phan tir ADN la. Phan tt ADN duogc dua
vao con c6 thé duoc dua nhat thoi vao té bao nhan sao cho phan tit ADN dugc dua vao
khong duogc di truyén cho thé hé con tiép theo. Thuat ngix “chuyén gen” dugc dung dé chi

vi khudn, ndm, hodc thuc vt chira mot hodc nhiéu phan tir ADN khac loai.

C6 nhidu phuong phap da biét dbi véi chuyén gia trung binh trong linh vuc ky
thuat nay dé dua phan tr ADN vao té bao cta thuc vat. Quy trinh nay thuong bao gdm
cac budc chon loc té bao chu thich hop, bién nap té bao chu béng vat truyén, va thu té
bao chu da dugc bién nap. Cac phuong phap va nguyén licu dé bién nap té bao cua thuc
vat béng cach dua céu tric vao trong hé gen cua thuc vat khi thye hién sang ché co thé
bao gdm phuong phép bat ky trong sb cac phuong phap da biét va da dugce chimg minh.
Céc phuong phép thich hop bao gbém, nhung khong chi gi6i han ¢, phuong phap gay
nhidm vi khuan (vi du, Agrobacterium), vt truyén BAC hai thanh phan, chuyén ADN
truc tiép (vi du, bing cach bién nap nho PEG, hap thu ADN nho sw lam kho/sy G ché,
xung dién, khudy tron véi soi silic carbua, va tang toc v4i hat phu ADN), va cac phuong

phép khac.
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Té& bao chu co thé 1a t& bao hodc sinh vat bat ky, nhu té bao cua thuc vat, t€ bao
tdo, tao, té bao nam, nam, t€ bao vi khuan, hodc t€ bao con trung. Theo cac phuong an cu
thé, cac té bao chu va té bao di dugc bieén nap co thé bao gom cac te bao cua thuc vat

mua vu.

Sau do, thuc vat chuyén gen c6 thé duogc tai sinh tir té bao cua thyuc vat chuyén gen
theo sang ché. Bing cach st dung cac ky thuat nhén gidng thong thuong hodc tu thu
phén, hat c6 thé duoc tao ra tir thue vat chuyén gen nay. Hat nay, va thuc vat thé hé con
thu dugc phat trién tir hat ndy, sé& chtra phén tir ADN tai td hop theo sang ché, va do d6

chung la thuc vat chuyén gen.

Thuc vat chuyén gen theo sang ché ¢6 thé dugce tu thu phén dé tao ra hat cho thuc
vét chuyén gen ddng hop tir theo sang ché (dong hop tir ddi v6i phan tir ADN tai t6 hop)
hoic duoc lai chéo voi thuc vat khong chuyén gen hoac thyc vat chuyén gen khéc dé tao
ra hat cho thuc vat chuyén gen di hop tir theo sang ché (di hop tir d6i voi phan tir ADN
tai t6 hop). Trong ban md ta nay, thuc vat chuyén gen dong hop tir va thuc vat chuyén
gen di hop tr déu duoc goi la “thyc vat thé hé con”. Thuc vét thé hé con 1a thuc vat
chuyén gen c6 ngudn goc tlr thuc vat chuyén gen gbc va chtra phan tir ADN téi t6 hop
theo sang ché. Hat dugc tao ra bang cach sir dung thuc vét chuyén gen theo sang ché ¢
thé duoc thu gom va st dung dé phat trién cac thé hé cua thuc vat chuyén gen, tic la thuc
vat thé hé con theo séng ché, chua céu tric theo sang ché va biéu hién gen dédng quan tAm
vé mit nong hoc. Mo ta vé cac phuong phap nhan gidng thudong duoc st dung cho céc
thuc vat mua vu khac nhau c6 thé duoc tim théy trong mot sb sach tham khao, xem, vi du,
Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, NY, U. of CA, Davis, CA, 50-
98 (1960); Simmonds, Principles of Crop Improvement, Longman, Inc., NY, 369-399
(1979); Sneep 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),
Towa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987).

23



44726 24/116

Thuc vat da duogc bién nap co thé duoc phén tich vé su c¢6 mit ciia gen hodc céc
gen dang quan tdm va murc d§ va/hodc tinh chit biéu hién duoc tao ra baoi yéu t6 diéu hoa
theo sang ché. Chuyén gia trung binh trong linh vuc ky thuat nay da biét nhiéu phwong
phép c6 sin dé phan tich thyc vat da duoc bién nap. Vi dy, cac phuong phip phan tich
thuc vat bao gém, nhung khong chi giéi han 0, thAm tach Nam hodc thdm tach Bic,
phuong phap dua trén PCR, phan tich sinh hoa, phuong phap sang loc kiéu hinh, ddnh gia
trén déng rudng, va thr nghiém mién dich chan doan. Su biéu hién cua phan t¢ ADN c6
thé phién ma c6 thé dugc do bang cich st dung chit phan tng TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA) va cac phuong phap nhu dugc huéng dan bsi nha san Xudt
va sé 1an chu trinh PCR x4c dinh duwoc bang cach sir dung chit nén thir nghiém
TagMan®. Theo cach khac, chit phan tmg Invader® (Third Wave Technologies,
Madison, WI) va cac phuong phap nhu dugc hudéng dan boi nha san xuit c6 thé dugc

dung dé danh gia mac do chuyén gen.

Sang ché con dé xuét c4c phan cta thyuc vat theo sang ché. Phan thuc vét bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, 14, than cay, ré, than cu, hat, ndi nhil, noén, va phén hoa.
Phén thuc vat theo sang ché co thé 1a séng, khong séng, co thé tai sinh, va/hodc khong
thé tai sinh. Sang ché con bao gbm va dé xuét té bao cua thuc vat da dugc bién nap chira
phan tir ADN theo sang ché. Té bao cta thyc vat da duoc bién nap hoac chuyén gen theo

sang ché bao g6m té bao cta thuc vat co thé tai sinh va/hodc khong thé tai sinh.

Sang ché con dé xuit san phém hang h6a ma dugc tao ra tir thuc vat chuyén gen
hodc mot phan cla ching chira phan tir ADN tai td hop theo séng ché. San phdm hang
hoa theo sang ché chtra luong phat hién dugc cia ADN chira trinh tw ADN dugc chon tu
nhém bao gém cac trinh tu dugc thé hién trong SEQ ID NO:1 dén 37. Thuat ngit “san
pham hang hoa” dugc dung trong ban md ta nay dé chi ché phdm hodc san pham bat ky
ma chtra nguyén liéu thu dugc tir thuc vat, hat, té bao cua thuc vat, hodc phén thuc vat
chuyén gen chira phan tor ADN tai td hop theo sang ché. San phdm hang hoa bao gbm,
nhung khong chi giéi han &, hat da dugc xur 1y, hat, phﬁn cua thuc vat, va bot xay tho.
San phim hang héa theo sang ché s& chtra luong phat hién dugc cia ADN tuong ung vdi

phan tr ADN tai t6 hop theo sang ché. Viéc phat hién mot hodc nhidu ADN ndy trong
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méu c6 thé duge st dung dé xac dinh lugng hoac ngudn gbc clia san pham hang héa.
Phuong phép phét hién tiéu chuin bit ky dbi voi phan tir ADN c6 thé dugc sir dung, bao

gdm cac phuong phap phat hién duge boc 1 trong ban mo ta nay.

Sang ché c6 thé s& d& hiéu hon khi tham khao cac vi du dudi day, ma duoc boc 10
dé minh hoa, va khong nham muc dich gi¢i han pham vi cla sang ché, trir khi duoc néu
cu thé. Chuyén gia trung binh trong linh vyrc k§ thuat nay can phai hiéu rang cac k¥ thuat
dugc boc 16 trong cac vi du sau thé hién cac k¥ thuat dugc kham phé béi cic tac gia sang
ché dé thuc hién tbt sang ché. Tuy nhién, chuyén gia trung binh trong linh vuc k§y thuat
nay, dua vao ban mo ta nay, can phai hiéu rang co thé tao ra nhiéu thay dbi theo céc
phuong an cu thé ma duoc boc 10 va van thu dugc két qua giéng hoac twong twv ma khong
vuot qua y tudng va pham vi cua sang ché, do do tAt ca cac doi tuong dugc néu hodc
duoc thé hién trén cac hinh vé kém theo can dugc hiéu 1a dé minh hoa va khong c6 nghia

14 gi¢i han pham vi cia sang ché.

Vi du thuec hién sang ché
Vidul
Xac dinh va tach dong yéu t6 diéu hoa
Nhom yéu té bidu hién didu hoa (EXP) va ving két thic phién ma (UTR 3°) duoc
xac dinh va duogc tach dong ra khoi ADN hé gen cua cac loai hai 14 mam Medicago
truncatula (Barrel Medic). Viéc chon loc UTR 3 cia Medicago truncatula mot phan dua

trén kiéu biéu hién quan sat dugc ¢ gen déu tuong twong dong.

Viéc xac dinh va tach dong UTR 3’ clia Medicago truncatula bat dau bang viéc
chon loc gen diu twong dang quan tdm dua trén kiéu biéu hién cua gen diu tuong trong
cac khao sat mo dau tuong va thir nghiém chép hinh phién ma doc quyén. Sau dé, gen
dau twong da dugc chon dugc sir dung dé tim ra gen tuong ddéng & Medicago truncatula
bang cach st dung céc trinh tw ADN ¢ san dung chung. Tiép theo, cac mau md thu dugc
tit Medicago truncatula da duge phén 1ap ra khéi thue vat sinh truong trong cac diéu kién
mdi truong khac nhau. Sau d6, ARN thong tin (mARN) phéan 1ép dugc tr md Medicago
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va dugce st dung trong thir nghiém phan ng chudi polymeraza thoi thuc (PCR) dé xac
dinh m6 hinh biéu hién ctia gen Medicago. Tur cac thir nghi¢ém nay, phan nhom cua hé

gen Medicagotruncatula dugc chon loc dé tach dong va x4c dinh dic diém.

Bing cach st dung dit liéu trinh tu Medicago truncatula ding chung, phan tich
sinh tin dwoc thuc hién dé xac dinh yéu td diéu hoa & locus gen Medicago da dugc chon.
Vi du, viéc phan tich sinh tin dugc thuc hién dé x4c dinh trinh ty UTR 3" chura ving
polyadenyl hoa va vung két thuc ctia ARN thong tin va cac trinh tu kéo dai ra ngoai dau
cta locus gen da dugce xac dinh. Sau do, cac doan mdi khuéch dai dugc thiét ké va su
dung dé khuéch dai mdi doan ADN cua yéu td diéu hoa di dugc xac dinh, nhu doan
ADN UTR 3’, doan ADN chura trinh ty khoi du, trinh tu dan dAu va intron, va doan
ADN chira trinh tu khoi ddu va trinh tr ddn dAu. Cc doan ADN thu dugc dugc néi vao

vat truyén bicu hién thuc vat co s¢ va duge xac dinh trinh tu.

Sau d6, d6i véi cac doan ADN 4p dung duoc, phan tich vé vi tri bat dau phién ma
yéu t6 diéu hoa (TSS) va mdi ndi intron/exon dugc thuc hién béng cach st dung thé
nguyén sinh thuc vat da dugc bién nap. Trong phan tich nay, thé nguyén sinh da dugc
bién nap bang vat truyén biéu hién thuc vat chira doan ADN da dugc tach dong lién két
linh hoat vé6i phan t&r ADN ¢6 thé phién ma khac loai. Tiép theo, hé RACE 5 dé khuéch
dai nhanh céc ddu ADN b tro, phién ban 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, California 92008)
duoc st dung dé x4c nhan TSS yéu t& diéu hoa va méi tach intron/exon bé‘mg cach phan

tich trinh tu ADN cua san pham phién ma ARN thong tin da dugc tao ra.

Trinh tuy ADN cua UTR 3’ dd dugc xac dinh duoc dua ra trong ban md ta nay
trong SEQ ID NO: 1 dén 30. Ngoai ra, trinh tw ADN cua trinh tu khéi dau da duogc xac
dinh duoc dua ra trong ban md ta nay trong SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO: 36; trinh tu
ADN cua trinh tu din dau da duogc xac dinh dugc dua ra trong ban md ta nay dudi dang
SEQ ID NO: 33 va SEQ ID NO: 37; va trinh tw ADN cua intron da duoc xac dinh duoc
dua ra trong SEQ ID NO: 34. Ngoai ra, trinh tw ADN ctua EXP da duoc xac dinh dugc
dua ra trong ban md ta nay trong: SEQ ID NO: 31 va 35. Nhom yéu t6 biéu hién diéu hoa
EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO: 31) chira yéu t6 cua trinh tw khi dau, P-Mt.Ubq2-1:1:1
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(SEQ ID NO: 32), lién két linh hoat & dAu tan cing 5" v6i yéu t6 cua trinh tu dan dau, L-
Mt.Ubq2-1:1:1 (SEQ ID NO: 33), lién két linh hoat & dau tan ciing 5” v6i yéu t6 intron, I-
Mt.Ubg2-1:1:2 (SEQ ID NO: 34) va nhém yéu td biéu hién diéu hoa EXP-
Mt.AC145767v28:1:1 (SEQ ID NO: 35) chira yéu t6 cia trinh tw khoi dau, P-
Mt.AC145767v28-1:2:1 (SEQ ID NO: 36), lién két linh hoat & dAu tan ciing 5” v6i yéu td
ctia trinh tu din diu, L-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 37). Mbi trinh tw ADN da

duoc xac dinh va duoc tach dong ra khéi Medicago truncatula dugc liét ke trong Bang 1.

Bang 1. UTR 3’, nhém yéu té biéu hién diéu hoa, trinh tr khéi dau, trinh tu dan dau, va
intron da duoc tach dong ra khéi Medicago truncatula.

SEQ
MO ta ID Ch thich
NO:
T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 AC145767.28
T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 AC140914.20
T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 AC139600.16
T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 AC153125.10
T-Mt.Apx-1:1:2 5 ascorbat peroxidaza bao tuong
T-Mt.EFla-1:1:2 6 | yéutd kéo dai 1 alpha
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 oxidoreductaza gia dinh
T-Mt.FBA-1:1:5 8 fructoza biphasphat aldolaza, isozym bao chat 2
T-Mt.FBA-1:2:1 9 fructoza biphasphat aldolaza, isozym bao chat 2
T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza
T-Mt.Gpi-1:2:1 11 protein neo trén GPI
T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 | protein soc nhiét 20
T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 | tién chét protein typ II lién két v6i clorophyl a/b
T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 lipoxygenaza
5-metyltetrahydropteroyltriglutamat-homoxystein S-

T-Mt.Methm-1:2:1 15 metyltransferaza
T-Mt.MP21-1:2:1 16 protein lam nguyén sinh chit ctia hat
T-Mt.Oxr-1:2:1 17 oxidoreductaza gia dinh
T-Mt.Pip1-1:2:1 18 protein nguyén sinh chit ciia mang
T-Mt.Prx-1:1:1 19 peroxidaza
T-Mt.PSII-T A-1:2:1 20 protein cua hé théng quang II 5kDa, tién chat luc lap
T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 protein cua hé théng quang I 5kDa, tién chat luc lap
T-Mt.Pt]1-1:2:2 22 chat van chuyén phosphat
T-Mt.Pt2-1:2:2 23 | chat van chuyén phosphat
T-Mt.RD22-1:2:1 24 protein chiju trach nhiém khtr nuge
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SEQ
Mo ta ID Chu thich
NO:
T-Mt.RpL3-1:2:1 25 protein ribosom L3
T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 protein Sali3-2 sinh ra bi nhdm
T-Mt.Scp-1:2:1 27 protein lién quan dén serin carboxypeptidaza
T-Mt.SeqID#21-1:2:1 28 peroxidaza
T-Mt.Suil-1:1:2 29 | yéu tb bit dau dich ma SUIL
T-Mt.Zfp-1:2:1 30 | protein 15i kém kiéu CCCH
EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 Ubiquitin 2
P-Mt.Ubg2-1:1:1 32 Ubiquitin 2
L-Mt.Ubqg2-1:1:1 33 Ubiquitin 2
I-Mt.Ubq2-1:1:2 34 Ubiquitin 2
EXP-Mt.AC145767v28:1:1 35 AC145767.28
P-Mt.AC145767v28-1:2:1 36 AC145767.28
L-Mt.AC145767v28-1:1:2 37 AC145767.28

Vidu?2
Phan tich tac dong cia UTR 3” dén murc do bidu hién GUS cdu trac
& thé nguyén sinh cua 14 dau twong
Thé nguyén sinh cta 14 dau tuwong da dugc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a
plasmit chu tric, d& danh gia tac dong ctia UTR 3" Medicago truncatula dugc chon dén
su biéu hién. Thé nguyén sinh cua la du tuong da dugc bién nap bang vt truyén ADN
chita trinh tw EXP co dinh biéu hién gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) lién keét linh hoat
véi UTR 3’ Medicago. Thé nguyén sinh cta 14 dau tuong da dwoc bién nap UTR 3’
Medicago dugc so sanh vé6i thé nguyén sinh cua la du tuong, trong do gen chuyén GUS
dwoc bidu hién bing trinh ty khoi dau co dinh, va gen chuyén GUS lién két linh hoat v6i

UTR 3’ thu duoc tir Gossypium hirsutum hodc Gossypium barbadense.

Céc vat truyén ctia thuc vat duge dung trong cac thu nghiém nay dugc xay dung
bang cach 4p dung cac phuong phap tach dong da biét trong linh vuc k§y thuét nay. Cac
vat truyén thu dwgc chu thanh béi vung bién trai tir 4. tumefaciens; catxet biéu hién gen
chuyén thir nhét dé chon loc té bao cua thuc vat da duoc bién nap ma mang lai tinh khang

glyphosat diét c6 hodc spectinomyxin khang sinh (ca hai dugc tao ra nho trinh tu khoi
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dau Actin 7 Arabidopsis); catxet biéu hién gen chuyén thr hai dugc ding dé danh gia
hoat tinh ctia UTR 3’, ma chita trinh tw EXP hodc trinh ty khoi dau lién ket linh hoat &
dAu tan cung 5° v6i trinh ty ADN déi v6i GUS ma c6 intron ¢6 thé xi ly (GUS-2, SEQ
ID NO: 44), ma dugc lién két linh hoat & dau tAn cung 5 v6i UTR 37 thu dugc tr
Medicago truncatula, Gossypium hirsutum, hodc Gossypium barbadense; va vung bién
phai tr A tumefaciens. Cac vat truyén chita UTR 3" thu dugc tir Medicago (tic 1a
pMON109593, pMON116803, pMONI116812, pMON116813, pMONI1168IS,
pMON116826, pMON116827, pMON116830, pMON122852, pMONI22853,
pMON122854, pMONI122855, pMONI122856, pMON122857, pMONI22838,
pMON122859, pMONI22862, pMONI122864, pMONI122865, pMONI122866,
pMON 122867, va pMON122868) sit dung nhém yéu t6 bieu hién diéu hoa cau trac EXP-
CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42) dé khién cho GUS hoat dong. Céc vt
truyén chira ving dich ma o dau tan cung 3’ thu duoc tir Gossypium hirsutum hoac
Gossypium barbadense (thc 1la pMON81345, pMONS81347, va pMON83002) su dung
trinh t khéi diu co dinh P-CaMV.35S-enh-1:1:11 (SEQ ID NO: 43) dé khién cho GUS
hoat dong.

Bang 2 dua ra cac chu truc plasmit véi UTR 37 va SEQ ID NO tuong ng dung dé

bién nap thé nguyén sinh déu tuong trong céc thir nghiém néu trong Vi du nay.

Béang 2. CAu trac plasmit dung dé bién nap thé nguyén sinh cia la déu tuong va mo ta
UTR 3".

CAu tric plasmit Mb ta UTR 3 SEQ ID NO:
pMON81345 T-Gb.FbL2-1:1:1 41
pMON81347 T-Gh.E6-4A-0:2:1 38
pMON83002 T-Gb.H6-1:2:1 39
pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22
pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2
pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13
pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21
pMON116815 T-Mt. AC145767v28-1:1:2 1
pMON 116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14
pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11
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CAu trac plasmit M6 ta UTR 3° SEQ ID NO:
pMON 116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27
pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15
pMON 122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19
pMON 122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10
pMON 122855 T-MtFBA-1:1:5 8
pMON 122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30
pMON 122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3
pMON 122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16
pMON 122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17
pMON 122862 T-Mt.Suil-1:1:2 29
pMON 122864 T-Mt.Pipl-1:2:1 18
pMON 122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4
pMON 122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26
pMON 122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12
pMON 122868 T-Mt.Exprl-1:2:1 7

Hai vat truyén cua thuc vat, cu thé 1a cu tric plasmit, dé dung trong viéc déng
bién nap va chuin hoa dit liéu ciing duoc xdy dung bang cach ap dung cac phuong phap
tach dong da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. MJdi ciu tric plasmit nay chira trinh tw ma
hoéa luxiferaza dac hiéu ma duoc khién cho hoat dong bang EXP co dinh. Vit truyén clia
thuc vt pMON19437 chira catxet biéu hién voi EXP co dinh chira trinh tu khoi dau lién
két linh hoat & dAu tan cung 5’ véi trinh tw din dau ma dugc lién két linh hoat & dau tan
cung 5’ véi intron (EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1, SEQ ID NO: 47), lién két linh
hoat & du tan cing 5° véi trinh tu ma hoa luxiferaza cia dom dom (Photinus pyralis)
(LUXIFERAZA:1:3, SEQ ID NO: 45), lién két linh hoat & d4u tan cung 5" v6i UTR 3" tir
gen nopalin syntaza Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO: 49).
Vat truyén cua thuc vat pMON63934 chira catxet biéu hién véi trinh ty EXP co dinh
chira trinh tr khoi ddu lién két linh hoat & ddu tin cing 5° v6i trinh tu dan dau (EXP-
CaMV 35S-enh-Lheb1, SEQ ID NO: 48), lién két linh hoat ¢ du tn cing 5° véi trinh tu
m3 hoa luxiferaza cta stta vung thudc dia (Renilla reniformis) (CR-Ren.hRenilla Lucife-
0:0:1, SEQ ID NO: 46), lién két linh hoat & dau tan cing 5° v6i UTR 3 tir gen nopalin
syntaza Agrobacterium tumefaciens (T-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO: 49).
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Thé nguyén sinh cta 14 dau tuong da dwgc bién nap bang cich dp dung phuong
phap bién nap dua trén polyetylen glycol (PEG), nhu da biét trong linh vuc k§ thuét nay.
MBbi té bao cua thé nguyén sinh duge bién nap véi ciu trac plasmit pMON19437, ciu tric
plasmit pMON63934, va mot trong s6 cac clu tric plasmit dugc thé hién trong Béang 2.
Sau khi bién nap, thé nguyén sinh cta 14 déu tuong da duoc bién nap dwgc G qua dém
trong bong t61 hoan toan. Tiép theo, thuc hién phép do GUS va luxiferaza bang cach dat
cac phan phéan udc cua ché pham tan cta té bao da dugc bién nap vao hai khay c6 15 nho
khac nhau. Mot khay dugc st dung dé do GUS, va khay thtr hai dugc ding dé thuc hién
thir nghiém luxiferaza kép bang cach st dung hé thr nghiém gen thong bao luxiferaza
kép (Promega Corp., Madison, WI; xem tai liu, vi du, Promega Notes Magazine, NO:
57, 1996, p.02).

Mot hoiic hai bién nap dugc thuc hién déi véi mdi cu tric plasmit duge thé hién
trong Bang 2. Tri s biéu hién trung binh d6i v6i mbéi UTR 3” duge xdc dinh tir mot s6
mau tir mbi bién nap. Thuc hién phép do mAu bang cach st dung bdn ban sao ctia mdi
bién nap cAu trac plasmit, hodc theo cach khéc, ba ban sao cua mdi cu tric plasmit cho
mdi thir nghiém trong sb hai thtr nghiém bién nap. Muc do biéu hién GUS va luxiferaza
trung binh dugc thé hién trong Bang 3. Trong Béang nay, tri sb luxiferaza ctia dom dom
(vi du, tir sy biéu hién cia pMON19437) dugc néu & cdt c6 tiéu dé “FLuc” va tri s6
luxiferaza cua stra vung thudc dia (vi duy, tir su biéu hién cta pMON63934) dugc néu ¢

cOt ¢o tiéu de€ “RLuc”.

Bang 3. Tri sb thur nghiém GUS va Luxiferaza trung binh & thé nguyén sinh cua 14 déu
twong da dugce bién nap.

Chu tric plasmit Mb ta UTR 3’ SEQIDNO: | GUS | FLuc | RLuc
pMON81345 T-Gb.FbL2-1:1:1 41 795 | 2332,5| 3701
pMON81347 T-Gh.E6-4A-0:2:1 38 73| 5843 | 802
pMONS$3002 T-Gb.H6-1:2:1 39 91| 1142,8| 1995
pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 4783 3619 | 12341
pMON 116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 15053 | 4801,7 | 15876
pMON 116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 9771 | 42023 | 10976
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CAu tric plasmit Mo ta UTR 3° SEQIDNO: | GUS | FLuc | RLuc
pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 7482 | 33473 | 8395
pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 30469 6428 | 17764
pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 22330 | 3580,5| 9984
pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 269 3437 478
pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 3909 | 4683,7 | 10180
pMON 122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 33403 11049 | 28226
pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 12833 11198 | 22722
pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 14811 | 87755 | 25229
pMON 122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 40383 | 17826 | 50299
pMON 122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 21870 | 16141,3 | 56362
pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 24386 | 67827 | 15024
pMON 122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 30753 | 12929,8 | 40571
pMON 122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 14499 | 5586,7 | 15222
pMON 122862 T-Mt.Suil-1:1:2 29 27768 | 14680 | 35263
pMON 122864 T-Mt.Pipl-1:2:1 18 40579 | 15837,7 | 36515
pMON 122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 34867 | 172855 | 52519
pMON 122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 33664 | 11923 | 27663
pMON 122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 7088 | 98853 | 19590
pMON122868 T-Mt.Exprl-1:2:1 7 14539 | 7563,5 | 22320

Hon nita, dé so sanh hoat tinh twong ddi cuia mdi UTR 37, tri sb GUS duoc biéu thi

theo ty 1€ gitta hoat tinh GUS vé6i hoat tinh luxiferaza va chuin hoa thanh UTR 3" khong
phai & Medicago biéu hién t6t nhat, tirc 1a T-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID NO: 41). Bang 4

thé hién ty 186 GUS/Luxiferaza va ty 1€ dugc chuin hoa. Mot 1an nita, trong Bang nay, tri

6 luxiferaza cua dom dom cé tiéu dé “FLuc” va tri so luxiferaza cia sua vung thudc dia

cé tiéu dé “RlLuc”.

Bang 4. Ty 16 GUS/FLuc va ty 1¢ GUS/RLuc cua su bidu hién duoc chuén hoa ddi véi T-
Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID NO: 41) ¢ thé nguyén sinh cta 14 ddu tuong da dugc bién nap.

GUS/FLuc GUS/RLuc
SEQ dugce chuan duoc chua
Mb ta UTR 3° D | GUS/FLuc | GUS/RLuc | hoathanh T- uoc chuan
NO: Gb.FbL2 hoéa thanh T-
' 1101 " | Gb.FbL2-1:1:1
T-Gb.FbL2-1:1:1 41 034 021 1,00 1,00
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Lu
SEQ grgi/fhué; ggﬁfﬁﬁl‘;
MBo6 ta UTR 3° ID GUS/FLuc | GUS/RLuc | hoathanh T- s
NO- Gb.FbL2- héa thanh T-
' 1141 Gb.FbL2-1:1:1
T-Gh.E6-4A-0:2:1 38 0,12 0,09 0,37 0,42
T-Gb.H6-1:2:1 39 0,08 0,05 0,23 0,21
T-Mt.Ptl -1:2:2 22 1,32 0,39 3,88 1,80
T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 3,13 0,95 9,20 4,41
T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 2,33 0,89 6,82 4,14
T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 2,24 0,89 6,56 4,15
T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 4,74 1,72 13,91 7,98
T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 6,24 2,24 18,30 10,41
T-Mt.Gpi-1:2:1 11 0,78 0,56 2,30 2,62
T-Mt.Scp-1:2:1 27 0,83 0,38 2,45 1,79
T-Mt.Methm-1:2:1 15 3,02 1,18 8,87 5,51
T-Mt.Prx-1:1:1 19 1,15 0,56 3,36 2,63
T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 1,69 0,59 4,95 2,73
T-Mt.FBA-1:1:5 8 2,27 0,80 6,65 3,74
T-Mt.Zfp-1:2:1 30 1,35 0,39 3,98 1,81
T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 3,60 1,62 10,55 7,56
T-Mt.MP21-1:2:1 16 2,38 0,76 6,98 3,53
T-Mt.Oxr-1:2:1 17 2,60 0,95 7,61 4,43
T-Mt.Suil-1:1:2 29 1,89 0,79 5,55 3,67
T-Mt.Pipl-1:2:1 18 2,56 1,11 7,52 5,17
T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 2,02 0,66 5,92 3,09
T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 2,82 1,22 8,28 5,67
T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 0,72 0,36 2,10 1,68
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 1,92 0,65 5,64 3,03

Nhu da duoc thé hién trong Bang 4, su biéu hién GUS duoc tang cudng khi st

dung tat ca cac UTR 3" Medicago duogc chon so véi UTR 37 thu duoc tor Gossypium

hirsutum hodc Gossypium barbadense. Vi du, mirc do biéu hién cia GUS cao hon tir 2,1

dén 18,3 14n néu sit dung UTR 3" thu dugc tir Medicago theo ty 1&¢ GUS/FLuc dugc chuan
hoa déi véi T-GbFbL2-1:1:1, UTR 3° bidu hién tit nhat cla ching thu dugc tir

Gossypium hirsutum hodc Gossypium barbadense. Tuong tw, mirc do biéu hién ciia GUS
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cao hon tir 1,61 dén 10,48 1an néu st dung UTR 3’ thu dugc tir Medicago theo ty 1¢
GUS/RLuc duoc chudn hoa dbi véi T-Gb.FbL2-1:1:1.

Vidu3

Phén tich tic dong cia UTR 3" dén sy biéu hién GUS cau triic & cdy dau twong da duge
bién nap mot cach o6n dinh

Cay dau tuong da duoc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a cu tric plasmit, dé
danh gia tac dong ciia UTR 3” Medicago truncatula dugc chon dén su biu hién. Cu thé
1a, cdy dau tuong da dugc bién nap bang vat truyén chta trinh ty EXP co dinh biéu hién
gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) lién két linh hoat v6i UTR 3" Medicago. Céc cay dau
tuong da duogc bién nap UTR 3" Medicago nay dugc so sanh véi cay déu tuong da duoc
bién nap trong d6 gen chuyén GUS dugc biéu hién bang trinh ty khéi dau co dinh, va gen

chuyén GUS lién két linh hoat vdi UTR 3" thu duogc tir Gossypium barbadense.

Céac vat truyén cia thuc vat dugc dung trong cac thir nghiém nay duoc xay dung
bang cach 4p dung cac phuong phap tach dong da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac
vat truyén thu duge chira ving bién tréi tir 4. tumefaciens; catxet biéu hién gen chuyén
tht nhit dé chon loc t& bao cua thuc vat da duoc bién nap ma mang lai tinh khang
spectinomyxin khang sinh (dugc khién cho hoat dong bang trinh tu khoi dau Actin 7
Arabidopsis); catxet biéu hién gen chuyén thtt hai dugc dung dé danh gia hoat tinh cta
UTR 3", ma chtra nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3
(SEQ ID NO: 42) lién két linh hoat & déu tan cung 5° v6i trinh tw md héa GUS ma c6
intron ¢ thé xit Iy (GUS-2, SEQ ID NO: 44), ma duoc lién két linh hoat & dau tan cing
5" v§i UTR 3’ thu duoc tir Medicago truncatula hodc Gossypium barbadense; va vung
bién phai tr 4. tumefaciens. Cac vat truyén chita UTR 3’ thu duoc tir Medicago la
pMON109593, pMON116803, pMONI116812, pMONI116813, pMON116815,
pMON116826, pMON116827, pMON116830, pMONI122850, pMON122851,
pMON122852, pMONI122853, pMONI122854, pMONI22855, pMON122856,
pMON122857, pMONI122858, pMONI122859, pMONI122861, pMON122862,
pMON122863, pMON122864, pMONI122865, pMONI122866, pMON122867, va
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pMON122868. Vat truyén chia ving dich md ¢ ddu tan cing 3’ tir Gossypium

barbadense 1a pMON102167.

Bang 5 dua ra cac ciu trac plasmit véi UTR 37 va SEQ ID NO tuong Gmg dung dé

44726

bién nap ciy dau twong trong céac thir nghiém néu trong Vi du nay.

Bang 5. CAu truc plasmit ding dé bién nap ciy dau twong va md ta UTR 3".

CAu tric plasmit Mo ta UTR 3° SEQ ID NO:
pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40
pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22
pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2
pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13
pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21
pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1
pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14
pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11
pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27
pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25
pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24
pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15
pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19
pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10
pMON122855 T-MtFBA-1:1:5 8
pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30
pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3
pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16
pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17
pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5
pMON122862 T-Mt.Suil-1:1:2 29
pMON122863 T-MtEFla-1:1:2 6
pMON122864 T-Mt.Pipl-1:2:1 18
pMON122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4
pMON 122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26
pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12
pMON122868 T-Mt.Exprl-1:2:1 7
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Cay dau tuong da duoc bién nap bang cach 4p dung cac phuong phap bién nap
thong qua Agrobacterium da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Su biéu hién cia GUS
dugc thir nghiém theo céch dinh tinh bang cach sir dung céc phan mo6 ciia mo da duge
chon. bé phén tich héa mo cua GUS, cac phén md nguyén ven dugc U véi dung dich
nhudm mau GUS X-Gluc (5-bromo-4-clo-3-indolyl-b-glucuronit) (1 mg/ml) trong
khoang thoi gian thich hgp, dugc rira, va quan sat bang mit vé su chuyén mau thanh mau
xanh nuéc bién. Hoat tinh GUS dugce xac dinh theo cach dinh tinh béng cach quan sat
truc tiép bang mit hodc quan sat qua kinh hién vi bang cach st dung cac bd phan va mod
cda thuc vat da dugc chon. Thuc vat thé hé Ro duoc quan sét vé su biéu hién & REé VnS,
L du trit VnS, L4 ngudn Vn5, La ngudn R1, Cubng 14 R1, Hoa R1, Phoi vé mau vang
(khoang giai doan phat trién R8), L4 mam vé mau vang (khoang giai doan phat trién RS),

Hat chua chin R3, V6 R3, va La mam RS5.

Su thay dbi dinh luong cua su biéu hién GUS so véi su biéu hién duoc truyén béi
pMON102167, ma chira UTR 3" thu duoc tur Gossypium barbadense, cling dugc phin
tich, nhu dwoc thé hién trong céc bang 6 dén 13. DSi vdi phan tich dinh lugng nay, tong
protein da dugc chiét tir md da duogc chon cia thuc vat da dugc bién nap. Mot microgam
tbng protein dugc dung voi co chit sinh huynh quang 4-metyleumbelliferyl-B-D-
glucuronit (MUG) trong téng thé tich hdn hop phan Gng 1a 50ul. San pham phan ting, 4—
methlyumbeliferon (4-MU), phat huynh quang manh nhit & do pH cao, khi nhém
hydroxyl dugc ion héa. Viéc bd sung dung dich kidm chtra natri cacbonat dong thoi dimng
thr nghiém nay va didu chinh do pH dé dinh lugng san pham huynh quang. Mirc phat
huynh quang dugc do bang kich thich & budc song 365nm, phat xa ¢ bude song 445nm
béng cach st dung Fluoromax-3 (Horiba; Kyoto, Nhat Ban) voi thiét bi Micromax

Reader, voi chiéu rong khe hé duoc thiét 1ap & budc song kich thich 2nm, phat xa 3nm.

Bang 6 va bang 7 thé hién mirc d6 biéu hién dinh lugng trung binh do dugc & mod
ctia thuc vat thé hé Ro. Cac md khong dugc thir nghiém duoc thé hién dudi dang cac 6

trong trong ca hai bang.
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Nhu da duoc thé hién trong bang 6 va bang 7, su biéu hién giy ra boi cing mot
EXP khac biét & cdc mo cua cdy dau twong da dugc bién nap mot cach 6n dinh chira UTR

3" Medicago khac so v6i UTR 3" thu dugc tir Gossypium barbadense.

Bang 8 va bang 9 thé hién s6 lan khac biét vé mirc do biéu hi¢n & cic mo clia cdy
diu twong da duoc bién nap mot cach 6n dinh chtra UTR 3" Medicago khéc so véi UTR

3’ thu dugc tr Gossypium barbadense.
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Nhu da dugc thé hién trong bang 8 va bang 9, mirc d bicu hién & m6 cua cdy dau
twong da duoc bién nap chira UTR 3" Medicago khac khac biét so voi mic do biéu hién &
mo cua cdy dau tuong da dugc bién nap bang pMON102167, ma chira UTR 3" thu duoc
tt Gossypium barbadense. Vi du, hai UTR 3" Medicago, T-Mt.AC145767v28-1:1:2
(SEQ ID NO: 1) va T-Mt.Lox-1-1:2:1 (SEQ ID NO: 14) tao ra mirc dO biéu hién gia ting
ctia EXP co dinh, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42), ¢ tat ca cac mo.
UTR 3° Medicago khac tao ra muc do biéu hién gia tang ctia EXP co dinh ¢ mot s6 mo,
trong khi lam gidm mirc do biéu hién & cac mod khac. Vi du, UTR 3" T-Mt.Sali3-2-1:2:1
(SEQ ID NO: 26) tao ra mirc tang 2,19 lan dén 8,05 lan vé muc do biéu hién & R& VnS,
L4 du trit Vn5, L4 ngudn Vn3, L4 ngudn R1, Phoi v6 mau vang, va L4 mam vo mau
vang, trong khi 1am gidm murc do biéu hién & Hoa R1 va La mam R5. Hon nita, UTR 3’
T-Mt.AC140914v20-1:2:1 (SEQ ID NO: 2) tao ra mic tang 1,88 lan dén 4,12 lan muc do
biéu hién & R& VnS, L4 du trit Vn5, La ngudn Vn5, Phoi vé mau vang, L4 mam vo mau
vang, Hat chua chin R3, va La mam RS, trong khi lam giam muc do biéu hién & L4
ngudn R1, Hoa R1, va duy tri mic do bidu hién twong ddi gidng nhu & V6 R3. Ngoai ra,
UTR 3" T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO: 17) tao ra mirc ting 2,19 1an dén 10,90 lan mirc do
bidu hién & R& Vn5, L4 du trit Vn5, L4 ngudn Vn3, La ngudn R1, Phoi vé mau vang, La
mam vé mau vang, va Vo R3, trong khi lam giam murc do biéu hién 6 Hoa R1 vaLa mam

R5, va duy tri mtc do biu hién twong doi gidng nhu & Hat chua chin R3.

Mot sb cdy dau twong da dugc bién nap chia UTR 3" Medicago khac dugce dua
vao thé hé Ry. Bang 10 va bang 11 thé hién céc tri s6 biéu hién GUS trung binh cua cic
mé da duoc thir nghiém. Bang 12 va bang 13 thé hién s 1an khac biét vé muc do bieu

hién so voi UTR 3’ thu duoc tir Gossypium barbadense.
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Nhu da duoc thé hién trong bang 10 va bang 11, muc do biéu hién duoc tao ra boi
cung mot EXP khac biét & cic mo cua cay dau tuong da duoc bién nap mot cach 4n dinh
chita UTR 3° Medicago khac so v6i UTR 3" thu dugc tur Gossypium barbadense. Bang
12 va bang 13 thé hién s6 1an khéc biét vé mre do biéu hign & md cla cdy ddu twong da
duoc bién nap mot cach 4n dinh chia UTR 3" Medicago khac so v6i mo da duoc bién

nap bang pMON102167, ma chira UTR 3" thu dugc tir Gossypium barbadense.
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Bang 13. S6 1an khac biét vé muc do biéu hién & cay dau tuong da duoc bién nap thé hé
R; ¢ Phoi vo mau vang, La maAm vO mau vang, Hat chua chin R3, Vo R3 va La mam RS.

Phoéi vé LA ) ;oA
Plasmit Mo ta UTR 3’ SEQID | © | Lémamvo | Hatchua | y,py | Lamim
- NO: \ mau vang chin R3 RS
Cau tric vang
pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 5,50 3,09 0,57 1,72 4,02
pMON116815 | T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 15,42 12,26 3,49 7,94 21,65
pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 8,57 6,31 0,82 3,43 497
pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 8,05 5,68 1,64 1,88 8,90

Nhu da duoc thé hién trong cac bang 12 va 13, mot vai UTR 37 Medicago lam gia
tang mirc do biéu hién cta yéu t EXP co dinh, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ
ID NO: 42), so véi thuc vat da dugc bién nap bang pMON102167, ma chira UTR 3" thu
duoc tir Gossypium barbadense & thé hé Ry. Vi dy, UTR 3" T-Mt.AC145767v28-1:1:2
(SEQ ID NO: 1) tao ra mirc gia tang 3,10 lan dén 21,65 lan vé muc do biéu hién GUS &
tht ca cac mo da duoc thir nghiém. UTR 37 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID NO: 26) tao ra
mic gia ting 1,52 1n dén 8,90 1in v& muc do biéu hién GUS & tat ca cac mo da duge thir
nghiém. UTR 3" T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO: 17) tao ra mirc gia tang O hau hét cac mo,
nhung lam giam mtrc do biéu hién & Hat chua chin R3 so v6i thue vat da dugc bién nap

bing T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40).

Céc thit nghiém néu trén cho thdy ring cac yéu td UTR 3" thu duoc tir Medicago
truncatula anh huéng dén muc do biéu hién cta yéu t6 EXP co dinh EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42) theo nhidu céch tiry theo UTR 3" cu thé dugc chon.
Trong nhiéu trudng hop, c6 su gia ting ctia muc do biéu hién & cac mod nhét dinh cta
thuc vat da dugc bién nap bé‘mg vat truyén biéu hién thuc vat chira UTR 3" Medicago so
voi thuc vat da duoc bién nap béng pMON102167, ma chitra UTR 3" thu duoc tu
Gossypium barbadense. Tuy nhién, khong thdy c6 tac dung ting cuong & tat ca cac md
cua thuc vat va, trong nhiéu truong hop, su biéu hién bi 1lam cho yéu di & mot s mo va
duoc ting cuong & cac mod khac khi st dung UTR 3" Medicago. Do do, viéc st dung

UTR 3" Medicago dugc chon cho phép “tinh chinh” tinh chét biéu hién cta gen chuyén
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cu thé va c6 thé duogc st dung két hop voi cac yéu to biéu hién khac, nhu trinh ty khoi
dAu, trinh tw din dau va intron, trong lién két linh hoat v6i phan tir ADN c6 thé phién ma
dé tao ra su biéu hién t0i vu & cac mo cu the, trong khi 1am giam muc d biéu hién & cac

md it mong mubn hon d6i voi phan tir ADN ¢6 thé phién ma cu thé.
Vidu4

Phan tich téc dong ciia UTR 3" dén sy bicu hign GUS duoc uu tién & hat cta cdy dau
twong da duge bién nap mot cach on dinh

Cay dau tuong da dugc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a cu trac plasmit, dé
danh gia tic dong cia UTR 3 Medicago duge chon dén su biéu hién. Cu thé, cay dau
tuong da duoc bién nap béng vat truyén ADN chura trinh tw EXP biéu hién & hat giy ra su
bidu hién cta gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) lién két linh hoat véi UTR 3
Medicago. Cac cay dau tuong da dugc bién nap UTR 3" Medicago nay dugc so sanh voi
cdy dau tuong da dugc bién nap, trong do gen chuyén GUS duoc biéu hién béng trinh tu
EXP biéu hién & hat va gen chuyén GUS lién két linh hoat véi UTR 3" thu dugc tir

Gossypium barbadense.

Céc vat truyén cia thuc vat ma dugce ding trong cac thu nghiém nay duoc xay
dung bang cach ap dung cac phuong phép tich dong da biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Céc vat truyén thu dwgc chira vung bién trdi tir 4. fumefaciens; catxet biéu hién gen
chuyén tht nhat dé chon loc té bao cua thuc vat da dugc bién nap ma mang lai tinh khang
spectinomyxin khang sinh (duoc khién cho hoat dong bang trinh ty khoi dau Actin 7
Arabidopsis); catxet biéu hién gen chuyén thir hai duge ding dé danh gia hoat tinh cia
UTR 3’, ma chtra yéu t6 EXP, EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID NO: 50), ma tao ra su biéu
hién duoc uu tién 6 hat, lién két linh hoat & dau tan cing 5 v6i trinh ty ma héa GUS ma
¢6 intron ¢6 thé xir Iy (GUS-2, SEQ ID NO: 44), ma dugc lién két linh hoat & dau tan
cung 5° véi UTR 3 thu duoc tr Medicago truncatula hoic Gossypium barbadense; va
ving bién phai tir 4. tumefaciens. Vat truyén biéu hién thuc vat chira UTR 3” thu dugc tir
Medicago 1a  pMON116832, pMONI116834, pMONI116835, pMON116841,
pMON122869, pMON122870, pMONI122871, pMON122872, pMONI122873,
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pMON122874, pMONI122875, pMONI122876, pMONI122878, pMON122879,
pMON122880, pMON122881, pMON122882, pMONI122883, pMON122885,
pMON122887, pMON122888, va pMON126122. Vit truyén nay choa UTR 3’ tur
Gossypium barbadense 1a pMON83028.

Bang 14 dua ra cu tric plasmit v6i UTR 37, SEQ ID NO, va thé h¢ tuong tmg ma

da duoc tao dit liéu thir nghiém dinh luong.

Bang 14. CAu trac plasmit dung dé bién nap cay dau tuong va UTR 3" twong Gng.

(II)T:S:Irllilf Mb ta UTR 3° S];Z\IQO ]D Thé hé ma (illrlcl)lreltg duoc taora
pMONS83028 | T-Gb.E6-3b:1:1 40 Ry
pMON116832 | T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 Ro
pMON116834 | T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 Ro
pMON116835 | T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 Ro
pMON116841 | T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 Ro
pMON122869 | T-Mt.RpL3-1:2:1 25 Ro
pMON122870 | T-Mt.RD22-1:2:1 24 Ro
pMON122871 | T-Mt.Methm-1:2:1 15 Ro
pMON122872 | T-Mt.Prx-1:1:1 19 Ro
pMON122873 | T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 Ro
pMON122874 | T-Mt.FBA-1:2:1 9 Ro
pMON122875 | T-Mt.Zfp-1:2:1 30 Rova R
pMON122876 | T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 Ro
pMON122878 | T-Mt.Oxr-1:2:1 17 Ro
pMON122879 | T-Mt.Apx-1:1:2 5 Ro va Ry
pMON122880 | T-Mt.Suil-1:1:2 29 RovaR
pMON122881 | T-Mt.EFla-1:1:2 6 Ro va Ry
pMON122882 | T-Mt.Pip1-1:2:1 18 Ro
pMON122883 | T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 Ro
pMON122885 | T-Mt.Exprl-1:2:1 7 Ro
pMON122887 | T-Mt.Pt1-1:2:2 22 Ro
pMON122888 | T-Mt.Pt2-1:2:2 23 Ro
pMON126122 | T-Mt.Exprl-1:2:1 7 Ro

Cay dau tuong da duogc bién nap va GUS dugc thir nghiém nhu dugc mo ta trong
Vi du 3. Cac bang 15 va 16 dua ra tri sb GUS trung binh dinh luong dbi vé6i thé hé Ro cua

cdy dau tuong da duoc bién nap mot cach o6n dinh.

50



44726

51/116

Bang 15. Muc do biéu hién GUS trung binh & thé hé Ry cua ciy du tuong di dugc b1en
nap & Phoi vo mau vang, La mam vé mau vang, Hat chua chin R3, Vo R3, va La mam

RS.
MUty | S | M| Limino | s | yo | Lin

T-Mt.AC140914v20-
1:2:1 2 572 1045 9 6 8
T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 210 371 7 6 61
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 1 1445 4264 11 8 47
T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 218 774 15 16 60
T-Mt.RpL3-1:2:1 25 683 1087
T-Mt.RD22-1:2:1 24 3164 6809 30 15 24
T-Mt.Methm-1:2:1 15 459 2136 7 6 74
T-Mt.Prx-1:1:1 19 109 794 9 6 42
T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 241 745 6 5
T-Mt.FBA-1:2:1 9 622 772 10 6 100
T-Mt.Zfp-1:2:1 30 192 193 2 2 31
T-Mt.AC139600v16-
1:2:1 3 319 2150 6 157
T-Mt.Oxr-1:2:1 17 995 3220 4 235
T-Mt.Apx-1:1:2 5 41 272 10 9 10
T-Mt.Suil-1:1:2 29 120 546 15 116 16
T-Mt.EFla-1:1:2 6 10 9 17
T-Mt.Pipl-1:2:1 18 670 614 8 9 5
T-Mt.AC153125V10-
1:2:1 4 2079 4192 8 6 62
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 385 1092 11 5 299
T-Mt.Pt1-1:2:2 22 142 630 14 14 426
T-Mt.Pt2-1:2:2 23 440 513 2 1 10
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 527 1122 15 6 154

Bang 16. Muc d6 biéu hién GUS trung binh ¢ cdy dau twong da dugc bién nap thé hé Ro
& RE Vn5, La du trit Vn5, La nguon Vn5, La ngudn R1, Cudng 1a R1, va Hoa R1.

n s , SEQ ID RéE Lade | Langudn | Langudn | Cubng | Hoa
Mo @ UTR 3 NO: Vn5 | w¥Vn5 | VS R1 ARl | Rl
T-Mt.AC140914v20-
1:2:1 2 23 4 4 4 4
T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 29 5 8 6 3 3
T-Mt.AC145767v28- ] 10 3 0 0 0
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A s , SEQ ID Ré La du Languén | Languon | Cudn Hoa
Mb ta UTR 3 NQO: vns | wives | Vs R1 WRI | Rl

1:1:2

T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 8 5 5 5 6
T-Mt.RpL3-1:2:1 25 60 26 22 7 9
T-Mt.RD22-1:2:1 24 21 2 3 12 11 11
T-Mt.Methm-1:2:1 15 4 4 0 0 0
T-Mt.Prx-1:1:1 19 5 5 0 0 0
T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 20 8 6 8 6 8
T-Mt.FBA-1:2:1 9 9 3 3 18 15 17
T-Mt.Zfp-1:2:1 30 41 13 14 7 5 6
T-Mt.AC139600v16-

1:2:1 3 7 5 0 0 0
T-Mt.Oxr-1:2:1 17 7 8 0 0 0
T-Mt.Apx-1:1:2 5 31 16 19 1173 294 357
T-Mt.Suil-1:1:2 29 29 20 19 10 5 4
T-Mt.EFla-1:1:2 6 8 3 3 16 19 19
T-Mt.Pipl-1:2:1 18 15 7 6 3 4 3
T-Mt.AC153125V10-

1:2:1 4 16 5 3 0 0 0
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 22 8 10 6 3 3
T-Mt.Ptl-1:2:2 22 8 6 5 5 6 6
T-Mt.Pt2-1:2:2 23 34 11 11 6 6 6
T-Mt.Exprl-1:2:1 7 15 6 8 5 4 4

Nhu ¢6 thé thiy duoc trong bang 15 va bang 16, hau hét UTR 3" Medicago anh

huéng dén su biéu hién cta yéu t6 EXP duge uu tién ciia hat, EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ
ID NO: 50), chi 6 mé c6 ngudn gbe tlr hat, ngoai trir T-Mt.Apx-1:1:2 (SEQ ID NO: 5),

ma lam gia ting mte d biéu hién cia GUS & la ngudn R1, Cudng 14 R1, va Hoa R1. Mot

vai UTR 3" Medicago tao ra mirc do biéu hién cao & Phoi vé mau vang va Ld mam vo
mau vang, nhu T-Mt. AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1), T-Mt.RD22-1:2:1 (SEQ ID
NO: 24), va T-Mt.AC153125V10-1:2:1 (SEQ ID NO: 4). Do dé, cdc UTR 3" ndy c6 thé

1a Iy tuong dé lam gia tdng muc do biéu hién cta trinh ty khoi dau o hat trong céc giai

doan phat trién muodn hon cta hat. UTR 3" T-Mt.Exprl-1:2:1 (SEQ ID NO: 7) tao ra muc

do biéu hién cao ¢ ca L4 mam RS va L4 mam v6 mau vang so v6&inhiéu UTR 37 khac, va

do d6 c6 thé 1a hiru dung trong viéc tao ra mirc do biéu hién cao ¢ 14 mém cho khoang
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phat trién hat rong hon. Trong mot sb truong hop, UTR 3° tao ra mirc do biéu hién hat
ddng déu hon & ca Phoi vo mau vang va La mim vO mau vang, nhu khi st dung T-
MtFBA-1:2:1 (SEQ ID NO: 9), T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID NO: 30), T-Mt.Pipl-1:2:1
(SEQ ID NO: 18), va T-Mt.Pt2-1:2:2 (SEQ ID NO: 23).

Thuc vat thé hé Ro chira T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID NO: 30), T-Mt.Apx-1:1:2 (SEQ
ID NO: 5), T-Mt.Suil-1:1:2 (SEQ ID NO: 29), va T-Mt.EFla-1:1:2 (SEQ ID NO: 6)
duoc cho phép tao hat va dugc trdng dé nghién ciru thé hé Ry. Bang 17 thé hién su so
sanh ctia dit liéu thir nghiém dinh lrong trung binh di v6i cac gen cta thyc vat thé hé R
chita UTR 3° Medicago va thuc vt da duoc bién nap bang pMON83028, ma chira UTR
3" T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40) thu dugc tir Gossypium barbadense.

Bang 17. Mirc d6 bidu hién GUS trung binh & cdy dau tuong da duoc bién nap the hé R,
& Phoi vo mau vang, L4 mam vé mau vang, va Lda mam RS.

Chuvie | oy | SEQIP | e | Lindnam | i
pMONS83028 T-Gb.E6-3b:1:1 40 102 362 7
pMON122875 | T-Mt.Zfp-1:2:1 30 56 153 498
pMON122879 | T-Mt.Apx-1:1:2 5 205 645 777
pMON122880 | T-Mt.Suil-1:1:2 29 462 1241 355
pMON122881 | T-Mt.EFla-1:1:2 6 415 1059 11

Nhu ¢6 thé thiy dugc trong Bang 17, UTR 3" Medicago anh huéng dén su bicu
hién khac biét so v6i T-Gb.E6-3b:1:1 & m6 phoi va mo 1a mam. Vi du, T-Mt.Apx-1:1:2
(SEQ ID NO: 5) va T-Mt.Suil-1:1:2 (SEQ ID NO: 29) lam gia tang ctia mirc d6 biéu hién
yéu t6 EXP duge wu tién cia hat & Phoi vé mau vang, L4 mam vo mau vang, va La mam
RS so voi T-Gb.E6-3b:1:1. T-Mt.EF1a-1:1:2 (SEQ ID NO: 6) lam gia tang muc d biéu
hién & Phoi vo mau vang va La mam vé mau vang, nhung khong lam gia ting su biéu
hién & L4 mam R5. T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID NO: 30) lam giam mirc d§ biéu hién & Phoi
v6 mau vang va L4 mam vo mau vang phat trién mudn hon, nhung gia tang muc do biéu

hién & La mam RS.
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Do d6, mdi UTR 3° Medicago khéc nhau anh huéng dén mirc do biéu hién khac
nhau & hat phat trién khi & trong lién két linh hoat v6i trinh tw khéi dau dugc uu tién cua
hat. Cac khac biét vé su anh hudng dén mtrc d6 biéu hién nay co thé dugc dung dé tao ra
nghién ciru chinh xc va tiy chinh hon déi v6i sw biéu hién hat va ¢6 thé phi hop mot

céch Iy twong dé “tinh chinh” tinh chAt biéu hién cta phan tir ADN ¢6 thé phién ma cu

thé khi muén c6 su biéu hién hat.
Vidu5

Phan tich tac dong ciia UTR 3" dén mic do biéu hién GUS céu tric & cdy dau tuong da
duoc bién nap mdt cach 6n dinh

Cay dau twong da duoc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a cAu trac plasmit, dé
danh gi4 tdc dong cua UTR 3" Medicago truncatula dugc chon dén muc dd biéu hién. Cu
thé, cdy dau twong da dugc bién nap bang vat truyén chira hai yéu t6 EXP khac nhau ma
thé hién tinh chat biéu hién cAu tric biéu hién gen chuyén B-glucuronidaza (GUS) lién két
linh hoat v6i UTR 3° Medicago. Céac thuc vat da dugc bién nap UTR 3" Medicago nay
duoc so sanh voi cay dau tuong da dugc bién nap, trong d6 su bidu hién cua gen chuyén

GUS lién két linh hoat vdi UTR 3" thu duoc tir Gossypium barbadense.

Céc vat truyén cia thuc vat dung trong cac thir nghi¢ém nay dugc xdy dung bang
cach 4p dung cac phuong phap tach dong da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac vat
truyén thu duoc chira ving bién trai tir A. tumefaciens; catxet bidu hién gen chuyén thi
nhit dé chon loc té bao cua thuc vat da duoc bién nap ma mang lai tinh khéang
spectinomyxin khang sinh (dugc khién cho hoat dong bang trinh tu khoi dau Actin 7
Arabidopsis); catxet biéu hién gen chuyén thit hai dugc dung dé danh gi4 hoat tinh cia
UTR 3", ma chtta cac yéu té6 EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42)
hodc EXP-DaMV.FLT:1:2 (SEQ ID NO: 51) lién két linh hoat ¢ dau tan cing 5 véi trinh
tu ma héa GUS ma c6 intron c0 thé xt Iy (GUS-2, SEQ ID NO: 44), ma lién két linh hoat
& dau tan cung 5" véi UTR 3" thu dugc tir Medicago truncatula hoac Gossypium

barbadense; va viung bién phai tir 4. tumefaciens. Céac vat truyén chira UTR 3" thu duge
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tit Medicago 12 pMON118768, pMON153701 va pMON116803. Cac vat truyén chia
UTR 3’ tir Gossypium barbadense 1a pMON121042 va pMON102167.

Bang 18 dua ra cAu tric plasmit véi yéu t6 EXP, UTR 3" va SEQ ID NO tuong

tng duoc dung dé bién nap cay dau twong néu trong Vi du nay.

Bang 18. Céu tric plasmit duogc dung dé bién nap cay dau twong va yéu t6 EXP va UTR

3" tuong Ung.
CAu tric . EXP SEQ . , UTR 3" SEQ
plasmit Mo ta EXP ID NO: Mo & UTR 3 ID NO:
pMON 121042 | EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Gb.E6-3b:1:1 40
pMON118768 | EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26
T-Mt.AC140914v20-
pMON153701 | EXP-DaMV.FLT:1:2 51 1:2:1 2
EXP-CaMV .35S-
pMON102167 | enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Gb.E6-3b:1:1 40
EXP-CaMV 35S-
pMON 122866 | enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26
EXP-CaMV 35S- T-Mt.AC140914v20-
pMON116803 | enh+Ph.DnaK:1:3 42 1:2:1 2

Thuc vat da duoc bién nap va GUS duoc thtr nghiém nhu duge mo ta trong Vi du

3. Bang 19 va bang 20 dua ra tri s6 GUS trung binh dinh lwong doi v6i thé hé Ry cua cay

dau twong da duogc bién nap mdt cach on dinh.
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Nhu di duge thé hién trong bang 19 va bang 20, UTR 3° Medicago T-Mt.Sali3-2-
1:2:1 (SEQ ID NO: 26) va T-Mt.AC140914v20-1:2:1 (SEQ ID NO: 2) anh huong dén
mic d6 biéu hién cua yéu t6 EXP co dinh EXP-DaMV FLT:1:2 (SEQ ID NO: 51) khac
biét so véi UTR 3" thu duoc tir Gossypium barbadense T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO:
40). ( nhiéu mo dugc 1§y mau, c6 su gia ting cua muc do biéu hién khi st dung UTR 3’
Medicago. D6i véi UTR 3° T-Mt.AC140914v20-1:2:1, quan st thay su gia tang & hau
hét cac mod cua thuc vat con chira yéu t6 EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ
ID NO: 42). Bang 21 va bang 22 thé hién s6 1dn khac biét ciia mirc do biéu hién GUS
dinh lwong so véi mirc do biéu hién duge truyén bdi pMON121042 (T-Gb.E6-3b:1:1
(SEQ ID NO: 40)), ma chira UTR 3’ thu dugc tir Gossypium barbadense.
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Céc thir nghiém néu trén cho thdy rang mdi UTR 3 Medicago c6 anh hudng khac
nhau dén muc do bidu hién cia mdi yéu té EXP co dinh so voi pMON121042 (T-Gb.E6-
3b:1:1 (SEQ ID NO: 40)), ma chira UTR 3’ thu dugc tir Gossypium barbadense. Vi du,
mitc d6 biéu hién ciia EXP-DaMV.FLT:1:2 gia ting 1,14 lan dén 15,13 1an 6 Ré Vn5, La
du trit VnS, L4 ngudn Vn5, La ngudn R1, Cubng 14 R1, Hoa R1, Phéi vé mau vang, La
mam vé mau vang, V6 R3, va La mam RS, nhung giam & Hat chua chin R3 khi sir dung
T-Mt.Sali3-2-1:2:1. Cling mét yéu t& EXP nay, khi két hop véi T-Mt.AC140914v20-
1:2:1, din dén mic gia ting 1,34 1n dén 13,42 14n & R& Vn5, L4 nguén Vn5, L4 nguon
R1, Cuéng 14 R1, Hoa R1, Phéi vo mau vang, La mam v6 mau vang, Hat chua chin R3,
Vo R3, va L4 mim R5, nhung vAn gin giéng nhu T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40) ¢ La
dur trit V5. Mitc do biéu hién & Phoi vé mau vang bing khoang hai 1an sy biéu hién ¢ La
mim vé mau vang khi st dung T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (mitc gia tang 15,13 lan so voi 7,23
14n), trong khi mtc do bidu hién & hai md nay twong dbi gidng nhw khi st dung T-
Mt.AC140914v20-1:2:1 (muc gia tang 9,19 1an so v6i 9,13 1an). Lién quan dén yéu t6
EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3, su két hop v6i T-Mt.AC140914v20-1:2:1 tao
ra mirc gia taing nho hon ¢ nhidu md duge 14y mau so véi khi cing UTR 3" nay duoc két
hop v6i EXP-DaMV.FLT:1:2. G Hoa R1, c6 sy giam mic do biéu hién so v6i T-Gb.E6-
3b:1:1 khi EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 dugc két hop voi T-Mt.AC140914v20-
1:2:1. Su két hop ciia EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 v6i T-Mt.Sali3-2-1:2:1 tao ra
sy gia tang mirc do biéu hién & RE Vn5, La du trit Vn5, La ngudn Vn5, L4 ngudn R1,
Phoi v6 mau vang, va L4 mim vé mau vang, nhung lam gigm muc d biéu hién & Hoa
R1 va La mam R5 so v&i T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40).

Mot trong sd hai UTR 3" Medicago, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 va T-Mt.AC140914v20-
1:2:1, anh hudéng mot cach khac biet dén su biéu hién cta hai yéu td EXP co dinh khac
nhau, EXP-DaMV . FLT:1:2 va EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3. O nhiéu m6, co su
gia tang mic do biéu hién so voi T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40), nhung ¢ mot s6 mo,

xay ra sy giam murc do biéu hién. Do d6, bang cach st dung UTR 3" Medicago khac, ¢6
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kha nang kiém soat chinh xac hon mirc do bi€u hién ¢ thuc vat va “tinh chinh” tot hon
mutc dd biéu hién cua phan tr ADN c6 thé phién ma cu thé dé tao ra su biéu hién t61 vu
khi su biéu hién ciia phan tir ADN c6 thé phién ma 1a diéu can thi€t, trong khi lam giam

mute do biéu hién & cac mo6 ma anh hudng bat 1gi dén thuc vat.

Vidu 6

UTR 3" Medicago truncatula T-Mt. AC145767V28 1:1:2 gay ra sy gia tang mirc do biéu
hién GUS khi két hop voi nhiéu yéu t6 EXP khac nhau ¢ cay dau tuong da duoc bién nap
mot cach 6n dinh

Cay dau tuong da dugc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a céu trac plasmit, dé
danh gia tac dong ctia UTR 3" Medicago T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1) dén
muc @5 bidu hién. Cu thé 13, cdy dau tuong da dugc bién nap bang vét truyén chira vai
EXP khéc nhau c6 tinh chit biéu hién céu tric biéu hién gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS) lién két linh hoat v6i UTR 3" Medicago T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO:
1). Céc cay dau tuong da dugc bién nap UTR 3" Medicago nay duoc so sanh v6i cay dau
twong da duoc bién nap trong d6 gen chuyén GUS da dugc lién két linh hoat v6i UTR 3~

thu duoc tir Gossypium barbadense.

Céc vat truyén dung trong cac thtr nghiém nay dugc xay dung bang cach ap dung
cac phuong phép tach dong da biét trong linh vuc k§ thuat nay. Céc vat truyén thu dugc
chtra ving bién trai tir A. tumefaciens; catxet bidu hién gen chuyén thur nhit dé chon loc
té bao thuc vat da dugc bién nap ma mang lai tinh khang spectinomyxin khang sinh
(dugc khién cho hoat dong bang trinh ty khoi du Actin 7 Arabidopsis); catxet bieu hién
gen chuyén thir hai ding dé danh gid hoat tinh cia UTR 3" T-Mt.AC145767v28-1:1:2
(SEQ ID NO: 1) ma chwra cac yéu t6 EXP, EXP-Mt.AC145767v28:1:1 (SEQ ID NO: 35),
EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42), EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 (SEQ
ID NO: 52), EXP-CERV.FLT:1:2 (SEQ ID NO: 53), EXP-DaMV.FLT:1:2 (SEQ ID NO:
51), EXP-CUCme.eEF1a:1:1 (SEQ ID NO: 54), hogc EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO:
31) lién két linh hoat & du tan ciing 5° v6i trinh ty ma hoéa GUS ma c6 intron ¢6 thé xur

ly (GUS-2, SEQ ID NO: 44) ma dugc lién két linh hoat & dau tan ciing 5" v6i UTR 3" T-
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Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1) thu dugc tt Medicago truncatula, hoac voi
UTR 3 T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40) hodc T-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID NO: 41) thu
duoc tir Gossypium barbadense; va ving bién phai tir A. tumefaciens. Cac vat truyén
chira T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1) la pMON118798, pMON116815,
pMON118769, pMON153709, pMON118771, pMON153707, va pMON155502. Cu thé ,
vat truyén pMON118798 chira EXP-Mt. AC145767v28:1:1 tu nhién ma chira yéu t6 cua
trinh tw kh&i dau lién két linh hoat véi yéu t6 cua trinh ty dén dau da duoc tach dong tir
cung locus gen nhu UTR 3" T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1). Céc vat truyén
chia UTR 3’ tir Gossypium barbadense 1a pMON102167, pMON113874, pMON121030,
pMON121042, pMON140827, va pMON125841.

Bang 23 thé hién cAu tric plasmit c6 yéu to EXP, UTR 3’, va SEQ ID NO tuong

ung dung dé bién nap ciy dau twong néu trong Vi du nay.

Béang 23. Céu trac plasmit dung dé bién nap ciy dau tuong va yéu t6 EXP va UTR 3°
tuong ung.

. 3 UTR
i’i‘;‘sf;‘ft" M6 ta EXP Efg}\%? M6 ta UTR 3’ 51;:\% D
pMON118798 | EXP-Mt.AC145767v28:1:1 35 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 |
EXP-CaMV 35S-
pMON102167 | enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Gb.E6-3b:1:1 40
EXP-CaMV 35S-
pMON116815 | enh+Ph.DnaK:1:3 4 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 |
pMON113874 | EXP-BSACVNV.FLT:1:2 52 T-Gb.E6-3b:1:1 40
pMON118769 | EXP-BSACVNV.FLT:1:2 52 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1
pMON121030 | EXP-CERV.FLT:1:2 53 T-Gb.E6-3b:1:1 40
pMON153709 | EXP-CERV.FLT:1:2 53 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1
pMON121042 | EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Gb.E6-3b:1:1 40
pMON118771 | EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Mt. AC145767v28-1:1:2 1
pMON140827 | EXP-CUCme.eEFla:1:1 54 T-Gb.FbL2-1:1:1 41
pMON153707 | EXP-CUCme.eEFla:1:1 54 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1
pMON125841 | EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 T-Gb.FbL.2-1:1:1 41
pMON155502 | EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 !

Cay dau tuong da duogc bién nap va GUS dugc thir nghiém nhu duge mo ta trong
Vi du 3. Bang 24 va bang 25 dua ra tri s6 GUS trung binh dinh lrong déi véi thé hé Re
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cua cdy dau tuong da duoc bién nap mot cach én dinh. Cac té bao néu trong bang nay
duoc ky hiéu 1a “bdl” biéu thi cac m6 ma dugc phan tich dinh lugng nhung trong d6 muc
d6 biéu hién thdp hon mirc do c6 thé phat hién dugc. Bang 26 va bang 27 néu s0 lan khac
biét vé mic do bidu hién cua mdi yéu t6 EXP lién két linh hoat voi T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 so v6i T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID NO: 40).
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Nhu di duoc thé hién trong bang 24 va bang 25, UTR 3" Medicago T-
MtAC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1) thic ddy sy biéu hién ciia sau yéu t6 EXP co
dinh so v&i T-Gb.E6-3b:1:1(SEQ ID NO: 40), nhung theo nhidu cach tiy theo yéu 6
EXP va mo cu thé. Yéu t EXP, EXP-Mt.AC145767v28:1:1, khi duge st dung dé khién
cho GUS hoat dong va lién két linh hoat v6i UTR 3’ ty nhién cua né T-
Mt.AC145767v28-1:1:2 dwoc biéu hién véi mirc do rit thip o tat ca cac mod da dugce thir
nghiém va khong thé phét hién dwoc & Hat chua chin R3, V6 R3, va Hoa R1. Mot s6 mo
ctia thuc vat chira yéu t6 EXP EXP-Mt.Ubq2:1:2 va UTR 3 T-Mt.AC145767v28-1:1:2
ching té6 muic do biéu hién gidm so v6i dang két hop ctia EXP-Mt.Ubq2:1:2 va T-
Gb.FbL2-1:1:1. Quan sat théy su biéu hién giam nay ¢ Hat chua chin R3, Hoa R1, va
Cubng 14 R1 trong khi dé, ngwoc lai, mirc do biéu hién & La dy trit Vn3 va L4 mam RS
duoc gia ting manh hon bén 14n. Khong co thay di nao déi véi mirc do biéu hign o RE

(R& Vn5) voi EXP-Mt.Ubq2:1:2 va mdi UTR 3.

Cac nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa EXP-CERV.FLT:1:2 va EXP-DaMV .FLT:1:2
tao ra mitc do biéu hién cao nhét. Nhu dugce thé hién trong bang 26 va bang 27, hai EXP
nay duoc gia tang & tAt ca cac mo voi T-Mt.AC145767v28-1:1:2 so véi cung EXP dugc
két hop v6i T-Gb.E6-3b:1:1(SEQ ID NO: 40). Nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa EXP-
CERV.FLT:1:2 duoc gia tang 60,50 14n & L4 mim vo mau vang dang phét trién va nho
hon & Phoi v mau vang (21,50 1an), trong khi nhém yéu t& biéu hién diéu hoa EXP-
DaMV.FLT:1:2 dugc gia ting voi mirc do 16n hon ¢ Phoi vé mau vang so voi ¢ La mam
v6 mau vang (mic gia tang lan luot 1a 26,80 14n so voi 15,76 1an). Céc khac biét vé muc
d6 bidu hién va muc gia tang mang lai co hoi dé tao ra mirc dd biéu hién dugc diéu chinh
cta gen chuyén & hat phét trién trong giai doan mudn hon. Nhom yéu té biéu hién diéu
hoa EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 dugc biéu hién véi mirc do cao nhit & Vo R3 va Ré Vn5
khi két hop véi T-Gb.E6-3b:1:1 (xem céc bang 25 va 26). Mic d9 biéu hién ctia EXP-
BSAcVNV.FLT:1:2 & hai md nay dugc gia tang dot ngdt khi két hop véi T-
Mt.AC145767v28-1:1:2, dic biét 14 & R& Vn5. Ngoai ra, mic do bieu hién cia EXP-
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BSACVNV.FLT:1:2 duoc thuc ddy 58,63 1dn khi két hop v6i T-Mt.AC145767v28-1:1:2
50 v6i ciing EXP nay két hop véi T-Gb.E6-3b:1:19 (SEQ ID NO: 40)

Tém lai, UTR 3° Medicago truncatula T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID NO: 1)
lam gia tang mutrc 40 bidu hién cua sau yéu td EXP co dinh khac nhau ma thu dugc tir cd
thuc vat va ADN hé gen virut cia thuc vat. Ngoai ra, UTR 37 nay lam gia ting muc do
biéu hién cia yéu t EXP dwoc uu tién cia hat EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID NO: 54) so
v6i hiu hét cde UTR 3 thu duoc tir Medicago khac. Do d6, UTR 3" nay phu hop dé tao
ra su biéu hién gia ting cla trinh tu khéi d4u hodc hdn hop cua cac yéu t biéu hién lién

két linh hoat trong céu tric.

Vidu7

Phan tich EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO: 31) ¢ cdy dau twong da dugc bién nap mot
cach 6n dinh

Cay dau twong da dugc bién nap bang vat truyén, cu thé 1a cdu tric plasmit, chua
nhom yéu td biéu hién didu hoa EXP co dinh-Mt.Ubg2:1:2 (SEQ ID NO: 31) lién két linh
hoat v6i trinh tw ma hoa GUS. Sau do, cic thyc vat da duoc bién nap nay dugc thu

nghiém vé su biéu hién GUS & cay dau tuong da dugc bién nap mot cach 6n dinh.

Céc vat truyén ciia thuc vat dung trong cac thir nghiém nay dugc xay dung bing
cach ap dung cac phuong phap tach dong da biét trong linh vuc k§ thuét nay. Cac vat
truyén thu dugc chira ving bién trai tir 4. tumefaciens; catxet biéu hién gen chuyén tht
nhét dé chon loc té bao thuc vat da duoc bién nap ma mang lai tinh khang spectinomyxin
khang sinh (dugc khién cho hoat dong bang trinh ty khoi dau Actin 7 Arabidopsis);
catxet biéu hién gen chuyén the hai dugc dung dé danh gia hoat tinh cua EXP-
Mt.Ubg2:1:2 (SEQ ID NO: 31) ma chira EXP-Mt.Ubq2:1:2 lién két linh hoat & dau tan
cung 5 voi trinh tw ma héa B-glucuronidaza (GUS) ma c6 intron ¢6 thé xir ly (GUS-2,
SEQ ID NO: 44) lién két linh hoat & dau tan cung 5” v6i UTR 3" T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 (SEQ ID NO: 1) thu dugc tr Medicago truncatula, hoic UTR 3> T-Gb.E6-3b:1:1
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(SEQ ID NO: 40) hodc T-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID NO: 41) thu dugc tir Gossypium

barbadense; va vung bién phai tir 4. tumefaciens.

Céc vat truyén thu duoc duge dung dé bién nap cay dau twong nhu dugc md ta
trong Vi du 3. Bang 28 va bang 29 thé hién tri s biéu hién GUS dinh luong trung binh da
duoc thr nghiém trong cdc mo khac nhau va cic thoi diém phat trién khac nhau ddi véi
cdy dau tuong da dugc bién nap mot cach on dinh.

BéEng 28. Muc do bjéu hién GUS trung binh & 14, ré va hoa d6i véi cdy dau tuong da duogc
bién nap mot cach 6n dinh chira EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO: 31).

69/116

Chu tric S Lade | A Ld | Cuéng
. Mo ta UTR 37 RE Vn5 . nguon ngudn . Hoa R1
plasmit trit Vn5 Vns R1 laR1
pMON125840 | T-Gb.E6-3b:1:1 252,58 | 126,69 86,01 49,05 108,41 83,23
pMON125841 | T-Gb.FbL2-1:1:1 800,93 | 202,73 | 275,48 143,6 | 119597 | 482,13
T-Mt.AC145767v28- ’
pMON155502 | 1:1:2 855 293,68 | 1118,76 | 254,25 | 875,67 398,1

Bang 29. Muc do biéu hién GUS trung binh & md v va mo hat ddi véi cdy dau tuong da
duoc bién nap mot cach on dinh chira EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO: 3 1).

Chu tI'lilC Mb t4 UTR 3’ Ha’f chua Vo R3 L4 mam Pl:g;\ro La ‘mﬁrp VO
plasmit chin R3 RS ving mau vang
pMON125840 | T-Gb.E6-3b:1:1 2,22 111,19 3,21 2431 50,98
pMON125841 | T-Gb.FbL2-1:1:1 400,15 875,75 72,66 129,84 83,45
T-Mt.AC145767v28-
pMON155502 | 1:1:2 247,18 1324,98 352,81

Nhu da duoc thé hién trong bang 28 va bang 29, EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID NO:
31) c6 kha nang gay ra mirc do biéu hién ciu tric ciia phan t¢ ADN c6 thé phién ma &
cay dau tuong da dugc bién nap mot cach on dinh. Ngoai ra, cac UTR 3’ khdc nhau anh
huéng dén muc do biéu hién & mdi md. Vi du, viée két hop EXP-Mt.Ubq2:1:2 voéi T-
Gb.E6-3b:1:1 din dén muc do biéu hién thap hon & tat ca cac md da duoc thir nghiém so
v6i hai UTR 3 khac, T-Gb.FbL.2-1:1:1 va T-Mt.AC145767v28-1:1:2. Tuy nhién, bét ké
UTR 3" nao dugc 4p dung, EXP-Mt.Ubq2:1:2 tao ra muc do biéu hién céu tric tir trung
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binh dén cao, mtc dd bicu hién c6 thé duge dicu bién bang cach chon loc UTR 3" nao

duoc lién két linh hoat véi EXP.
Vi du 8
Gen tang cuong thu dugc tu yéu t6 diéu hoa

Gen tang cudng co thé thu duoc tir cac yéu t6 cua trinh tu khoi dau theo sang ché,
nhu trinh tw néu trong SEQ ID NO: 32 va SEQ ID NO: 36. Yéu t6 tang cuong c6 thé cu
thanh béi mét hodc nhidu yéu t6 didu hoa cis ma, khi lién két linh hoat & dau tan cung 5’
hoac 3" voi yéu td cta trinh tu khoi dau, hoic lién két linh hoat & dau tan cung 5" hodc 3°
v6i yéu to ting cuong khac ma dugc lién két linh hoat vé6i trinh tu khoi déu, c6 thé ting
cuong hoac didu bién su biéu hién cua phan tir ADN c6 thé phién ma, hodc gdy ra su biéu
hién cta phan tit ADN ¢o thé phién ma & loai té bao hodc co quan thuc vat dac hiéu hodc
vao thoi diém cu thé trong su phat trién hodc nhip sinh hoc ngay dém. Gen tang cuong
duoc tao ra béng cach loai bo hop TATA hodc cac yéu td ¢6 chirc ning twong ty va trinh
tu ndm sau bit ky ma cho phép su phién ma dugc khoi dAu tir trinh tu khoi dau hodc doan

cua trinh tu khoi dau.

Yéu 6 tang cuong c6 thé thu duoc tir cac yéu t6 ctia trinh tw khoi dau theo sang
ché va dugc tach dong bang cach &p dung cac phuong phap da biét trong linh vuc k§
thuat nay dé lién két linh hoat & ddu tan ciing 5" hodc du tan cing 3 v6i yéu t6 ctia trinh
tur khéi du, hodc lién két linh hoat & dAu tan cing 5” hodc dau tan cing 3" véi yéu t6
tang cuong khac ma lién két linh hoat véi trinh tu khoi dAu. Theo cach khéc, yéu to ting
cuong co thé duoc tach dong, bang cach ap dung cac phwong phap da biét trong linh vuc
k¥ thuat nay, dé lién két linh hoat v6i mot hoac nhiéu ban sao cua yéu td ting cudng ma
duoc lién két linh hoat & ddu tan cing 5” hodc dau tan ciing 3" vé6i yéu t6 ciia trinh tu khoi
dau, hodc lién két linh hoat & d4u tan cung 5” hodc 3" véi yéu td tang cuong khac ma
dugc lién két linh hoat vé6i trinh tu khoi dau. Ngoai ra, yéu t6 ting cuong co thé dugc
tach dong dé lién két linh hoat ¢ d4u tan cuing 5" hodc dau tan cung 3” v6i yéu t6 ctia trinh
tu khoi ddu thu duge tir giéng sinh vt khac, hodc lién két linh hoat & dau tan cung 5°

hodc dau tan cing 3° voi yéu té tang cuong khac thu dugc tr gidng sinh vat khéac hoac
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cung giéng sinh vit ma duoc lién két linh hoat v6i trinh tu khoi dau thu dugc tir cing mot
giéng sinh vét hodc sinh vat khéc, tao ra yéu t6 diéu hoa kham. Vat truyén bién nap thuc
vat bidu hién GUS ¢6 thé dugc tao cAu tric bing céch p dung cac phuong phap da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay twong tu nhu céu truc duge boc 10 trong cac Vi du néu trén,
trong do vat truyén biéu hién thuc vat thu dugc chira ving bién trdi tr 4. fumefaciens;
catxet chon gen chuyén thit nh4t ma mang lai tinh khang khang sinh hogc diét co va duoc
st dung dé chon té bao thuc vat da duoc bién nap; va catxet gen chuyén thir hai trong do
yéu td ting cuong lién két linh hoat v6i trinh tu khéi dau tao ra yéu t6 cla trinh tu khoi
dAu kham, ma duoc lién két linh hoat & dAu tAn cing 5° v6i yéu t6 ca trinh ty dan dau,
ma duoc lién két linh hoat & dau tan cung 5° v6i trinh ty m@ héa GUS ma c¢6 intron c6 thé
xu 1y (GUS-2, SEQ ID NO: 44), lién két linh hoat vdi UTR 3" nhu T-Gb.E6-3b:1:1 hodc

UTR 3’ bat ky néu trén tir Medicago truncatula; va viung bién phai tir A. tumefaciens.

Su biéu hién GUS duoc khién cho x4y ra béng yéu td diéu hoa chira mdt hodc
nhiéu gen ting cuong c6 thé duoc danh gia & cac thir nghiém thuc vt n dinh hoac nhét
thoi nhu duge boc 10 trong ban mo ta nay dé x4c dinh céc tac dong cua yéu t6 ting cuong
dén su biéu hién cta phan tir ADN c6 thé phién ma. Cac cai bién déi mot hogc nhiéu yéu
td tang cudng hodc sy nhan doi ciia mot hodc nhidu yéu tb ting cudong c6 thé dugc thuc
hién dua trén thir nghiém theo kinh nghiém, va sy diéu hoa biéu hién gen thu dwoc ma
dwoc quan sat bang cach sir dung mdi ché phim chira yéu t6 diéu hoa. Viéc lam thay ddi
vi tri twong ddi ctia mot hodc nhiéu gen ting cuong & yéu té diéu hoa hodc yéu té didu
hoa kham thu dugc c6 thé tac dong dén hoat tinh ho#c tinh dic hiéu phién ma cua yéu td
didu hoa hodc yéu té didu hoa kham va dugc xéac dinh theo kinh nghiém dé xac dinh gen

tdng cuong t6t nhat d6i v6i tinh chat biéu hién gen chuyén mong mudn & thuc Vat.
Vidu9

Phan tich tac dong cia UTR 3" dén su biéu hién GUS cdu triic & cay ngd
da duoc bién nap mot cach on dinh

Cay ngo6 da dugc bién nap bang c4u tric plasmit hai thanh phan dé danh gia tac
dong cia UTR 3" Medicago T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO: 17) dén su biéu hién so véi
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hai UTR 3 da duoc su dung thuong xuyén & cay ngo. Cu thé 13, cay ngd da duoc bién
nap béng vat truyén chira EXP ma thé hién tinh chét biéu hién céu tric biéu hién gen
chuyén B-glucuronidaza (GUS), ma duoc lién két linh hoat véi UTR 3° Medicago T-
Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO: 17). Céc cay ngo6 da duoc bién nap nay dugc so sanh v6i cay
ngo da dugc bién nap, trong d6 GUS lién két linh hoat véi UTR 3~ T-AGRtu.nos-1:1:13
(SEQ ID NO: 49) hoac UTR 3* T-Os.LTP:1 (SEQ ID NO: 56).

CAu trac plasmit hai thanh phan dung trong cac thir nghiém nay duoc xay dung
bing cach 4p dung cac phuong phap tach dong da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Cac
vat truyén thu duoc chira ving bién phai tir 4. tumefaciens; catxet biéu hién gen chuyén
thtt nhat dé thir nghiém trinh tw UTR 3, trong d6 nhom yéu 6 biéu hién diéu hoa EXP co
dinh-FMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Zm.DnaK:1:2 (SEQ ID NO: 56) lién két linh hoat ¢ dau
tan cung 5° véi trinh tw m& héa GUS ma c6 intron ¢6 thé xu ly (GUS-2, SEQ ID NO: 44),
ma duoc lién két linh hoat & dau tan cung 5 v6i mot trong $6 ba UTR 3~ sau: T-Mt.Oxr-
1:2:1 (SEQ ID NO: 17), T-AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID NO: 49) hodc T-Os.LTP:1 (SEQ
ID NO: 56); catxet biéu hién gen chuyén thtt hai duge st dung dé chon té bao cua thuc
vét da duoc bién nap ma mang lai tinh khéng déi v6i glyphosat diét co (dugc khién cho
hoat dong bing trinh tu khéi dau Actin 1 cay lua); va ving bién trai tir A. fumefaciens.

Céc plasmit thu dugc duogc dung dé bién nap cay ngo.

Phan tich GUS héa md di duoc sit dung dé phan tich sy biéu hién dinh tinh cta
thuc vat da duoc bién nap. Céac ph?m md nguyén ven duge u v6i dung dich nhuém mau
chira GUS X-Gluc (5-bromo-4-clo-3-indolyl-b-glucuronit) (1mg/ml) trong khoang thoi
gian thich hop, dugc rira, va quan sat bang mat vé su chuyén mau thanh mau xanh nudc
bién. Hoat tinh GUS da duoc xac dinh dinh tinh bang cach quan sat truc tiép bang mit
hoac quan sat qua kinh hién vi béng cach st dung cac bd phan va mo cua thuc vat duoc
chon. Thuc vat Ry dugc quan sat vé murc do biéu hién & ré va 14, cling nhu bao phén, rau,

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

Phan tich dinh lwong d6i v6i cdy ngd da duoc bién nap ciing dugc thuc hién. Dé

phan tich dinh luong, téng protein duoc chiét tir mé duoc chon cua cdy ngod da dugc bién
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nap. Mot microgam tong protein dugc st dung véi co chat sinh huynh quang 4-
metyleumbelliferyl-B-D-glucuronit (MUG) trong tdng thé tich hon hop phan Gng 1a 50pl.
San phdm phan Gng, 4-methlyumbeliferon (4-MU), phat huynh quang manh nhit & do
pH cao, khi nhém hydroxyl dugc ion hoa. Viéc b6 sung dung dich kiém chtra natri
cacbonat dong thoi dimg thir nghiém nay va didu chinh d6 pH dé dinh lugng san pham
huynh quang. Mtrc phat huynh quang duge do véi kich thich 6 bude song 365nm, phat xa
& budc séng 445nm bang cach sir dung Fluoromax-3 (Horiba; Kyoto, Nhat Ban) véi thiét
bi Micromax Reader, véi chiéu rong khe hé duoc thiét 1ap & bude song kich thich 2nm va

phat xa & budc séng 3nm.

Bang 30 thé hién muc do biéu hién GUS dinh lugng trung binh do dugc chung t6
céc tac dung khac nhau ctia mdi UTR 3" 1én cung EXP biéu hién ciu tric.
Bang 30. Mtrc do biéu hién GUS trung binh & ciy ngd da duogc bién nap bang cac UTR 3°
khéc nhau.

CAu tric plasmit
Giai doan phat pMON 128881 pMON119693 pMON132035
ik p Mb T-Mt.Oxr-1:2:1 T-Os.LTP:1 T-AGRtu.nos:13
(SEQIDNO: 17) | (SEQIDNO:56) | (SEQIDNO: 49)
va Lé 205 232 222
Ré& 126 134 44
V7 La 277 534 293
Ré& khong xéc dinh 135 khong xac dinh
L4 314 429 194
VT R& 198 1043 291
Hoa/Bao phén 527 486 308
R1 L3i/Rau 169 1258 319
R3 Phoi 21DAP 179 72 101
Noi nhii 21DAP 516 207 243

Nhu ¢6 thé thdy dugc trong Bang 30, mdi UTR 3’ ¢6 tac dong khac nhau dén murc
do biéu hién cdu trac dugc giy ra boi EXP-FMV.35 S-enh+Ta.Lhcbl+Zm.DnaK:1:2
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(SEQ ID NO: 56). Vi dy, UTR 3" T-Os.LTP:1 (SEQ ID NO: 56) duong nhu lam gia tang
mirc d biéu hién 6 R& VT va Loi/Rau R1 so voi hai UTR 3” khac. UTR 37 T-Mt.Oxr-
1:2:1 (SEQ ID NO: 17) dudng nhu lam gia tang muc do biéu hién & Hat R3, ca hai deu o
No&i nhii 21DAP va Phoi 21DAP so voi T-AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID NO: 49) va T-
Os.LTP:1 (SEQ ID NO: 56). Mtrc do biéu hién & Hoa/Bao phén cling cao hon khi st
dung T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO: 17) so v6i hai UTR 3" khac. Céc khac biét vé murc do
biéu hién quan sat duoc dbi voi mdi UTR 3 ching to tinh hitu dung cua mdi UTR 3~
trong viéc didu bién su biéu hién. Do do, cac thi nghiém nay cho thdy rang viéc chon loc
UTR 3’ ¢6 thé duoc ap dung trong catxet gen chuyén dé tinh chinh muc do biéu hién cua
phén t&¢ ADN ¢o thé phién ma cu thé. Thir nghiém nay ciing chimg t6 kha ning cua UTR
37 thu dugc tir cay hai 14 mam, nhu T-Mt.Oxr-1:2:1, anh hudng dén su phién ma & céc

loai cdy mot 14 mam nhu cay ngo.

Vidu 10

Phan tich su ting cudng intron cua hoat tinh GUS bang cach sir dung thé nguyén
sinh thu duoc tir thuc vat

No6i chung, intron dugc chon dua trén thir nghi€ém va su so sanh voi dbi ching la
vat truyén khong c6 intron dé chon loc theo kinh nghiém intron va cAu hinh bén trong su
sap xép clia yéu t6 ADN van chuyén (T-ADN) vat truyén dé biéu hién téi uu gen chuyén.
Vi du, trong su biéu hién cua gen co tinh khang c¢d, nhu CP4 (US RE39247), ma mang lai
su dung nap vdi glyphosat, didu mong mudn 1a c6 su biéu hién gen chuyén & mo sinh san
cling nhu md sinh dudng dé ngan ngira muc hao hut nang sut khi st dung chat diét co.
Trong truomg hop ndy, intron s& dugc chon dwa vao kha néng cia no, khi lién két linh
hoat vai trinh tu khoi dau co dinh, dé nang cao murc dd biéu hién ctia gen chuyén mang
lai tinh khang co, dac biét 1a ¢ cac té bao va md sinh san cta thuc vét chuyén gen, va do
d6 tao ra su dung nap & cd mo sinh dudng va mo sinh san cho thuc vat chuyén gen khi
phun chét diét c6. Trong hau hét cac gen ubiquitin, UTR 5" dwgc cAu thanh boi trinh tu
dAn diu, ma co trinh tir intron dugc léng vao trong nd. Do do, yéu td diéu hoa thu duoc tir

gen nay dugc thir nghiém bang cach sir dung UTR 5” hoan chinh chira trinh tu khoi dau,
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trinh ty dan dau, va intron. D€ dat duogc cac tinh chat bi€u hién khac nhau hoac dé diéu
bién muttc do biéu hién cta gen chuyén, intron tir yéu to diéu hoa nay c6 thé duoc loai bo

hoac dugc thé béng intron khac loai.

Intron dugc thé hién trong ban md ta nay trong SEQ ID NO: 34 di dugc xac dinh
bing cach st dung doan trinh tu lién tuc ADN h¢ gen so v6i cum du6i trinh tu duoc biéu
hién, hodc doan trinh tu lién tuc ADN bd tro, dé xac dinh cic trinh ty exon va intron
trong ADN hé gen. Ngoai ra, UTR 5" hodc cdc trinh tu dan dau con dugc st dung dé xac
dinh méi tach intron/exon cua mdt hoac nhiéu intron trong cac didu kién néu trinh tu gen
ghi ma trinh tu din diu ma bi ngét quang bdi mot hodc nhiéu intron. Céc intron da duoc
tach dong bang cach ap dung cac phwong phép da biét trong linh vuc k§ thult nay vao vat
truyén bién nap thuc vét dé lien két linh hoat & dau tan cung 3 voi yéu t6 diéu hoa va
doan ctia trinh tu dAn dau va lién két linh hoat & du tan cung 5 v6i doan cua trinh tw dan

dAu thir hai hodc véi trinh ty ma hoa, nhu céc catxet biéu hién dugc thé hién trén Hinh 1.

Do do, vi du, catxet bidu hién c6 thé c6 thir nhat, nhu Céu hinh cta catxet biéu
hién 1 duoc thé hién trén Hinh 1, cdu thanh béi yéu tb cia trinh tw khéi dau hodc yéu t
ciia trinh tu khoi ddu kham [A], lién két linh hoat & du tan cing 5° v6i yéu t6 cua trinh
tw din dau [B], lién két linh hoat & du tan cing 5 v6i yéu t6 intron thir nghiém [C], lién
két linh hoat v6i ving ma héa [D], ma dugc lién két linh hoat véi yéu t6 UTR 3" [E].
Theo cach khéc, catxet biéu hién c6 thé c6 thtt hai, nhu CAu hinh ciia catxet biéu hién 2
duoc thé hién trén Hinh 1, cu thanh béi trinh tw khéi dau hogc yéu t6 ciia trinh ty khoi
du kham [F], lién két linh hoat & dAu tAn cing 5° v6i yéu t6 ciia trinh tuy dan dau thir nhat
hoac doan cua yéu td cua trinh tu dan dAu tha nhat [G], lién két linh hoat & dau tan cung
5 vi yéu tb intron thir nghiém [H], lién két linh hoat ¢ dau tan cing 5" vé6i yéu t6 cuia
trinh tw din dau tht hai hodc doan thir hai ctia yéu t6 cia trinh tw dan dau thu nhat [I],
lién két linh hoat v&i ving ma héa [J], ma dugc lién két linh hoat véi yéu t6 UTR 3" [K].
Ngodi ra, catxet bidu hién c6 thé ¢6 thtt ba, nhu CAu hinh ciia catxet biéu hién 3 dugc the
hién trén Hinh 1, bao gdm yéu td cua trinh ty khéi dAu hodc yéu td cla trinh tu khéi dau

kham [L], lién két linh hoat & dAu t4n cing 5” v6i yéu t6 clia trinh ty dan dau [M], lién
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két linh hoat & ddu tan cing 5” v6i doan thi nhét cta yéu tb cta trinh ty ma hoa [N], lién
két linh hoat & dAu tan ciing 5° v6i yéu td intron [O], lién két linh hoat & dau tan cing 5’
v6i doan thtr hai cua yéu t6 cia trinh tw ma hoa [P], ma lién két linh hoat v6i yéu t6 UTR
37 [Q]. Didu dang luu ¥ 13, cAu hinh ciia catxet biéu hién 3 duge thiét ké dé cho phép tach
intron theo cach nhu khi tao ra khung doc m& hoan chinh ma khong lam dich khung gitra

doan thir nhét va doan th{ hai cta trinh tw ma hoa.

Nhu dugce ban luin trong ban mo ta nay, t&t hon néu ¢6 thé tranh st dung trinh tu
nucleotit AT hodc nucleotit A ngay trudc d4u tan cing 5° cda vi tri tach intron (GT) va
nucleotit G hodc trinh tu nucleotit TG, lan luot ngay sau dau tan cung 3" cua vi tri tach
intron (AG) dé loai bé kha ning tao ra cac codon khoi d4u khong mong mudn trong khi
xtr Iy ARN thong tin thanh san pham phién ma cudi cung. Do d6, trinh ty ADN xung

quanh vi tri tch intron ¢ dau tan cing 5" hodc 3" cua intron cO thé dugc cai bién.

Céc intron c6 thé dugc thir nghiém vé tac dung ting cuong thong qua kha nang
ting mtrc do biéu hién trong thir nghiém nhét thoi hoc thir nghiém thyc vat 6n dinh. Déi
voi thtr nghiém nhét thoi vé su tang cuong intron, vat truyén cua thuc vat co ban dugc tao
cAu trac bang cach ap dung cac phuong phap da biét trong linh vurc k¥ thuat nay. Intron
duoc tach dong vao vat truyén cua thuc vét co ban ma chira catxet biéu hién cu thanh
b&i EXP co dinh chita trinh ty khoi dau va trinh tu dan dau nhu EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42), lién két linh hoat & d4u tan ciing 5” vé6i yéu t0 intron
thir nghiém (vi du, mot trinh tu néu trong SEQ ID NO: 34), lién két linh hoat véi trinh tu
m3 hoa GUS ma ¢6 intron c6 thé xir Iy (GUS-2, SEQ ID NO: 44), lién két linh hoat v6i
UTR 3” tir (T-Gb.E6-3b:1:1, SEQ ID NO: 40). Céc té bao cia thé nguyén sinh thu dugc
tr m6 dau tuong hodc mod gidng thuc vat khac ¢6 thé dugc bién nap bang vat truyén ctia
thuc vat co ban va vat truyén kiém soat Luxiferaza nhu da duoc boc 10 trong Vi du 2 néu
trén, va dugc thir nghiém vé hoat tinh. Dé so sanh hoat tinh tuwong dbi cua intron nham
tang muc do biéu hién, tri sé GUS dugc biéu thi theo ty 1¢ gitra hoat tinh GUS véi hoat
tinh luxiferaza va so véi cac muc do nay duoc truyén boi cau tric chia trinh tu khoi dau

co dinh lién két linh hoat v6i chuén intron da biét nhu intron thu duge tir yéu t6 kéo dai
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Nicotiana tabacum gen 4A10, I-Nt.eIF4A10-1:1:1 (SEQ ID NO: 57), cling nhu céu tric
chtra trinh tu khoi ddu co dinh, nhung khong chtra intron lién két linh hoat véi trinh tu
khoi dau.

Déi véi thir nghiém vé thuc vat 6n dinh chira intron dugc thé hién trong SEQ ID
NO: 34, vat truyén bién nap cua thuc vat biéu hién GUS c6 thé dugc xay dung tuwong ty
nhu cac cau trac da duoc boc 16 trong cac vi du néu trén, trong do vat truyén biéu hién
thuc vat thu duoc chira vang bién phai tir 4. tumefaciens; catxet biéu hién gen chuyén thtr
nhét chira EXP co dinh c4u thanh bi trinh tw khoi du va trinh tu din dau nhu EXP-
CaMV 35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO: 42), lién két linh hoat & dau tan cing 5” véi
yéu t6 intron thir nghiém (vi du, trinh ty néu trong SEQ ID NO: 34), lién két linh hoat v6i
trinh tu ma hdéa GUS ma c6 intron co thé xir Iy (GUS-2, SEQ ID NO: 44), lién két linh
hoat v6i UTR 3 tir Gossypium barbadense (T-Gb.E6-3b:1:1, SEQ ID NO: 40). Cac té
bao cta thé nguyén sinh thu dugce tir mo cia cdy ngd hodc mo cua gidng thuc vat khac co
thé duoc bién nap bang vat truyén cla thuc vat co ban va vat truyén d6i chuing cia
luxiferaza, nhu da duogc boc 10 trong Vi du 2 néu trén, va duge thtr nghiém vé hoat tinh.
Dé so sanh kha ning twong dbi cta intron nham ting muc do bidu hién, tri s6 GUS dugc
bidu thi theo ty 1& gitra hoat tinh GUS v6i hoat tinh luxiferaza va so voi cac muc do nay
dwoc truyén boi cdu tric chira trinh tu khoi diu co dinh lién két linh hoat véi chuén
intron da biét nhu intron thu duoc tir yéu td kéo dai Nicotiana tabacum gen 4A10, 1-
Nt.eIF4A10-1:1:1 (SEQ ID NO: 57), ciing nhu céu tric chira trinh ty khéi dau co dinh,
nhung khong chita intron lién két linh hoat véi trinh tw khéi dau.

Cén luu y rang intron dugc thé hién trong SEQ ID NO: 34 c6 thé duoc cai bién
theo nhiéu cach, nhu 1am khuyét cac doan & trong trinh tu intron, ma co thé 1am giam
muc do biéu hién hodc su nhan do6i cua cac doan v6i intron ma co thé lam ting mutc do
biéu hién. Ngoai ra, cac trinh ty ADN & trong intron ma co thé anh hudng dén tinh dac
hiéu ctia muc do biéu hién dbi vai loai té bao hodc md va co quan cu thé ¢ thé dugc
nhén dbi hodc duge bién dbi hodc dugc 1am méat di dé anh huéng dén mic do bicu hign

va kiéu biéu hién cua gen chuyén. Ngoai ra, intron theo sang che c6 thé dugc cai bien dé
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loai bo codon khoi diu (ATG) ¢6 thé c6 bat ky ma c6 thé tao ra san pham phién ma
khong dinh trudc khi biéu hién dugc tir intron dugc phin doan khong thich hop dudi
dang cac protein khac nhau, dai hon hoéc bi cat cut. Néu intron dugc thir nghiém theo
kinh nghiém, hodc né dugc bién ddi dua vao thi nghiém, intron c6 thé duge ding dé tang
murc do biéu hién cla gen chuyén & thuc vat da duoc bién nap mot cach 6n dinh ma co
thé 1a gidng cdy mot 14 mam hoic hai 14 mam bat ky, chimg nao intron con tao ra sy ting
cuong cho gen chuyén. Intron nay cling c6 thé duoc dung dé ting mtrc do biéu hién & cac
sinh véat khac, nhu tao, nim, hodc té bao dong vat, chimg nao intron con tao ra sy tang
cudng hodc sy suy giam hodc tinh dac hi€u cua sy biéu hién cta gen chuyén ma no lién

két linh hoat vé6i.

Nhu d3 dugc minh hoa va mo ta cac nguyén ly cua sang ché, chuyén gia trung
binh trong linh vuc k¥ thuét nay can phai hiéu 5 ring sang ché c6 thé dugc cai bién & su
sap xép va chi tiét ma khong nam ngoai cac nguyén ly nay. Céc tdc gia sang ché hoic
nguoi ndp don yéu cAu bao ho tat ca céac cai bién nam trong y twdéng va pham vi clla cic
diém yéu cAu bao ho. TAt ca cac tai liéu cong bd va céc tai liéu sang ché da dugc cong b
duoc trich dan trong ban mo ta nay dugc dua vao day bang cach vién dan ¢ chirng muc
néu timg tai liéu cong b6 hodc don yéu cau cip patent duoc chi ra mot cach cu thé va

riéng 1& dé duogc dua vao ddy bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Phan tir ADN t4i t& hop chtra trinh tu ADN duge chon tir nhém gom:

a) trinh ty ADN c6 muc do tuong ddng vé trinh ty it nhét 85 phan traim v6i SEQ
ID NO: 31;

b) trinh ty ADN chira SEQ ID NO: 31; va

¢) doan chtra it nhit 200 nucleotit lién ké ciia SEQ ID NO: 31, trong d6 doan
nay co6 hoat tinh diéu hoa gen;
trong d6 trinh tw ADN nay lién két linh hoat v&i phan tir ADN ¢6 thé phién ma khac
loai.
2. Phan ti ADN tai to hop theo diém 1, trong d6 trinh ty ADN nay c6 muc d§ tuong
ddng v& trinh tu it nhat 90 phin trdm véi trinh tw ADN ctia SEQ ID NO: 31.

3. Phan tir ADN t4i t& hop theo diém 1, trong d6 trinh tw ADN nay ¢6 mirc 9 twong dong
v& trinh tu it nhat 95 phan tram véi trinh tw ADN cua SEQ ID NO: 31.

4. Phan tir ADN tai t6 hop theo diém 1, trong d6 phén t& polynucleotit c6 thé phién ma

khac loai chira gen dang quan tdm vé mét nong hoc.

5. Phan t&r ADN t4i t6 hop theo diém 4, trong d6 gen dang quan tam vé mit ndong hoc

tao ra tinh dung nap thudc diét co & thuc vat.

6. Phan tir ADN tai to hop theo diém 4, trong d6 gen dang quan tdm vé mat nong hoc tao
ra tinh khang loai gy hai ¢ thuc vat.

7. Té bao ciia thue vat chuyén gen chira phan tir ADN t4i to hop chira trinh tw ADN dugc

chon tir nhom gom:

a) trinh ty ADN ¢6 muc do tuong déng vé trinh tu it nhét 85 phén tram voi SEQ
ID NO: 31;

b) trinh ty ADN chtra SEQ ID NO: 31; va
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¢) doan chira it nhit 200 nucleotit lién ké cua SEQ ID NO: 31, trong d6 doan
nay c6 hoat tinh diéu hoa gen;
trong do trinh tw ADN nay lién két linh hoat v6i phan tir ADN ¢4 thé phién ma khac
loai.
8. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 7, trong d6 té bao thuc vat chuyén gen nay
14 té bao ctia cAy mot 14 mam.
9. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 7, trong d6 té bao thuc vat chuyén gen nay
1a té bao cua cdy hai 14 mam.
10. Thuc vat chuyén gen chtra phan tit ADN tai t6 hop theo diém 1.
11. Phin cua thuc vat chuyén gen chira phan tit ADN tai t6 hop theo diém 1.

12. Thuc vat thé hé con ciia thyuc vat chuyén gen theo diém 10, trong d6 thuc vat thé hé

con nay chira phéan tir ADN t4i t6 hop da néu.

13. Phan cua thuc vat thé hé con cia thuc vat chuyén gen theo diém 10, trong do

phin ciia thuc vat thé hé con nay chita phan tit ADN téi t0 hop da néu.

14. Hat chuyén gen cua thyc vat chuyén gen theo diém 10 trong do hat chuyén gen

nay chtra phan tr ADN tai t6 hop.

15. Phuong phép san xuit san pham hang héa bao gdm budc thu nhan thuc vt

chuyén gen theo diém 10 hodc phéan ciia n6 va tao ra san pham hang héa tir do.

16. Phuong phép theo diém 15, trong d6 san phdm hang hoéa la dich c¢o dic protein,
dich phan 1ap protein, hat ngii céc, tinh bot, hat, bot xay thd, bot, sinh khoi, hodc
dau hat.

17. Phuong phép tao ra thuc vat chuyén gen bao gdm céc budc:

a) bién nap té bao thuc vat voi phan tt ADN tai td hop theo diém 1 dé taora té bao

thuc vat da bién nap; va

b) tai tao thuc vat chuyén gen tu té bao thuc vat da dugce bién nap.
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1/1

Céu hinh bing gen chuyén 1

Trinh ty
khéi dau hoac
trinh tw Trinh ty UTR
khoi dau kham dan dau Intron Vung ma ho 3’
[A] [B] [C] [D] [E]
CAu hinh biing gen chuyén 2
Trinh tw
khéi dau hoac
trinh tw Trinh ty Trinh tw : UTR
khéi ddu kham dan dau  Intron  din dau Ving ma hoéa 3
[F] [G] [H] (1 [J1 [K]
Céu hinh bing gen chuyén 3
Trinh ty
khéi dau hoac
trinh ty Trinh ty UTR
khéi dau kham dan dau Intron ’
[L] M] [O]

HINH 1



<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ttaatcatct
acttcaatct
tttatctgta
ccatcgatta
agtgtgtgtg
tacaatctac
gtagcaaaat
gttggagggyg

aaaagaattc

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

<400>

44726

DANH MUC TRINH TU

Monsanto Technology LLC

PHAN TU ADN TAI T® HOP MANG YEU TO PIEU HOA DAC TINH DUNG
NAP THUOC DIET CO VA KHANG VAT GAY HAI O THUC VAT VA THUC
VAT CHUYEN GEN CHUA PHAN TU ADN NAY

MONS: 332WO

61/785,268
2014-03-14

57
1

500
ADN

Medicago truncatula

1

gaaactgttc
tatgttggct
ctttggtttyg
tcagggtttc
atatattata
atacatgtga
tcaaataata
tctcaaacaa
gcatttaaaa
2

500
ADN

accatgcatg caatcttgtg
attgtactaa taaaagcatg
tttgaagaat aaagatgagc
cttttttctt ttctggcttc
ttatgctatt tatgaaataa
tttttatcaa caaaatatct
ctattttaaa taaatcaaag

gcaaaagaat tcaagttgtt

Medicago truncatula

2

aaatatatgg
tcatgttatt
ttgctatgca
ccatcaattt
attgttggtt
cgggaaacaa
ttaaccaata

aatgaacttc

ttttaattag
ttcatttgat
tgcatgcatg
ggtgtgaatt
atatttgatc
tacctttttg
ccttattcaa

ggttaatgat

aagggctctc tgtcatgatt tcatactttc attattgagc tctgtaatta caattatgac

catgagaaca tctcttattg tgtggccttt taattgctga tgttagtact gaaccaaagc

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

82/116



ttatcgtgat
ggcttaatac
ttgcaatgca
accctgtgga
aattagtgaa
gtttttacaa
ttacagaatt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gcatgaataa
aaagtgtatt
ttataattat
tgaaaaaatc
atcttttata
ttcatctgca
acaatcttga
gtacaaatca
tgacttggaa
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

aaaattgttg

atttcttgat

gatgtaaaag
atctgtttag
aaatttcaat
agatgagatt
ttttgacaaa
aatttcagtg
tcagtggctc
3

500
ADN

44726

caataagtac
tgttgtggcet
tatcaaattc
cttgagttga
aattaccgtg

gctcgttgtg

Medicago truncatula

3

tcaagctcat
tgtgtgttta
ccaaaaaatc
gtggcgtgat
aatgacgata
caatatatat
aattttagtc
agagtttgga
aaacaacttg
4

500
ADN

aaatttcatg
tgcagtaata
gttaatgttg
taaaaatcca
aatgggataa
aattaaaaaa
tttaccattt

taagctgctc

Medicago truncatula

4

ttgtttgtag
ttggcataga
tattatgttc
gtcattgcca
acactgattt

attatgtcaa

gctttgaatt
aatctctaag
aaaattgatt
aactttttta
agtaaatgaa
cattataaaa
gaaagtacaa

tgctttttat

cttctttgtyg
cttctcttgg
tcaccttatg
atttttggca
tgttgaagct

actcacggcg

tgtactattt
agatatatgt
caaaattgat
taaaataata
acaaaaccgt
ccttgtttcet
tcttttcatg

aatcactggg

tctcecectttg
taataatgcc
gtaacagctt
ttagcttttg
cttaagtgta

aatgtagttc

tggttactag
ttgttatttt
attgaagttc
ttgtgtctat
taatgcaatg
tcactcattt
aaagtttata

aaatgattta

ttgaattcca aaagggtcct gtagtagaaa tttacgtaca agcaaaatcg

atacaagtta aagggtatat gagaaaatac atacatgtaa atgagtaccg

83/116

180
240
300
360
420
480

500

60
120
180
240
300
360
420
480

500

60

120



agttttctat
tttaaattga
taggcttcaa
aagagcttga
caataatttc
atgcaataag
caaaattcaa
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ggagcagtgt
tcttattttg
cgatgaacgt
aagtgataat
ccaaagtagt
tcacgactct
gatggagtgt
tcaaaaatat
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tctaacacca

tcttagtttt

tcttgatcgg

agtttgagca
aaaaagatta
ataccattga
taattcgcat
taaacttgtg
aaaaaactag
caataatctt
5

465
ADN

44726

tttgtgtcaa ataagcaagt gattgtgatg attccaagct
gcaaccaaga atcaaacatc cacacaccat atacatgctc
gcaacattat actctatatt gtttgatttc aaccaattcc
gagaattata ttatatcaaa aactttagtg aaagatgctc
atcatttttt ggcattagga ataaggcaaa aatctgcaaa

ctcatgaata caaagaaaat gttactacaa ctgacatttt

Medicago truncatula

5

gtggtgtttg
aatgcgggtt
ggagtttgat
tcccagcetat
ctttggagtt
ttcgtaatta
tcaattttaa
tatgaatgtt
6

472
ADN

agaggaatgg tgcatcttac ataaatttca cagacattgc
catcgacatt gggtagtttt tggatgtatt ttgctagaca
tgttttctct attgttgatc ctctgttaaa taacattgtt
ttcggtttta ttattcccca atgttgctcet tccgecatgtce
ctcgtctgeg tttaattgta ttggaagtaa attaacagcea
gttactttca aagaattttt ttggcactaa acactaccct
acatgagaac ttataaaaga tttttaaaca tgagaactta

cgctcgatat gaagtaggca aggtt

Medicago truncatula

6

tggttacttc ataagttgtt cctttttaat agtttgttat cttgtccgtg

ttgttattcc

cgatggtacc

agttttattt ttccagtttt agaaacttac agaactgggt

gtttttggtt ttaattgtta agagtcttga gaacttgaat

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

465

60

120

180

84/116



ttcaaagggc
cattttattt
ttttgaattt
attttacttg
catgtttgat
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aaataaaatt
ttgtgtaatt
ttgttgtact
taaatgaata
ataagaaatc
cctaccgcett
attaacaatc
ctattaagta
gaaattgttc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgagtcaaag
gagtattgtg
ctttttgttce

tattataaaa

agcttaaagg
acaagacagt
ttgttcgtaa
gaaagattgg
tagtgaattc
.

500
ADN

44726

tttgacatct
tttgttatgt
tatttgtcct
ctttctgcag

cagagaacat

Medicago truncatula

7

acttatagat
ctataaatta
tggactgaaa
aataaaatgt
caatgaatct
caaacatagt
tcttagattt
aagctagtga
tcgtgaattt
8

452
ADN

agatttggaa
atgttatctc
ttatggggat
gacttttctc
gctaatattc
ttttgttttt

atcccagaat

gaggggcatt

Medicago truncatula

8

ttggtgtctc
gtttgacttg
ttttgataat

cactatttcg

ttttgaagac
cgagacagaa
ttcaggttca

aagtgaagtt

taattttgct
caaatcttat
tgattgtgtg
gttggtttta

gcctaattca

ctagatgact
tatgtccaag
tggatttatg
ctttacttgt
ttgtgagagt
aaaaaaaaaa
aattgaattt

ttatggctca

tagaaaaagg
taattggttg
gtgtacttgg

cttttttcaa

gctgaggaat
atttatcttt
tttgtggttc
gcctgtttaa

tgtgcagcag

agtgttttat
aatgttatct
tgcttttcat
tgtgtttggc
tttagtgata
aaaaaaacaa
ttcatctatt

tcactagagc

gtttattttg
gagttttatc
tccaacccga

tttgaaatta

gttgtaattg
atggttatgt
cgtgcttgca
gctgtcatga

ca

tgtttctggt
ctagtgctct
gactcgtcaa
ttctgatgta
taataataat
gggaaagtat
atgcttagta

atgtacaaaa

ttgttatttt
tttttgtttt
gcaaaagggt

tgtggcttca

240

300

360

420

472

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240
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tttacacatt
cttgaaaatt
atatgtttat
ctattgagtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgagtcaaag
gagtattgtg
ctttttgttc
tattataaaa
tttacacatt
cttgaaaatt
atatgtttat
ctattgagtt
ttcttgtttyg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gctgtttcat
tagcctagca
aagcttgccc

tgttttggat

tgttcacaaa

agattctcat
gagagtattt
gtgcatcaaa
tttgtgagca
9

500
ADN

44726

cctaaattaa
tctccagtat
cataaatgtg

tagcttgttt

Medicago truncatula

9
ttggtgtctc
gtttgacttg
ttttgataat
cactatttcg
agattctcat
gagagtattt
gtgcatcaaa
tttgtgagca
gaggagattt
10

500
ADN

ttttgaagac
cgagacagaa
ttcaggttca
aagtgaagtt
cctaaattaa
tctccagtat
cataaatgtg

tagcttgttt

Medicago truncatula

10

tactgtggta
gccgttaggce
cttattgaac
ttatatgcat

tatgccatga

gtgctataaa
ctctttttta
cgtagtgttt
ttaccgaatt

aaaaagcagt

tccgaaattg aatgttgttt
tctataggtt ttcttccgtt

agtatcattc ttagtcggga

gg

tagaaaaagg gtttattttg
taattggttg gagttttatc
gtgtacttgg tccaacccga
cttttttcaa tttgaaatta
tccgaaattg aatgttgttt
tctataggtt ttcttcegtt
agtatcattc ttagtcggga

ggcggagatt ttgctgtata

ttggcctact ttttgtttct
aatgtaataa gttgaattcc
ttggttgctt aataccatta
ttatttggat gatagtaagc

aaaatttcaa taaaccaaca

taactaatgt
gaggcaaaat

ttaaatagga

ttgttatttt
tttttgtttt
gcaaaagggt
tgtggcttca
taactaatgt
gaggcaaaat
ttaaatagga

taggggttaa

tacagtctat
tgaactcgtg
agcaatgagt
gttttttcca

tcatgataaa
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300

360

420

452

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300



acaaaagtat
gaatttggtc
gctattttta
tgcattagtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tatctcaata
tgaacatatt
ctgaaactcg
tgttgtttag
ttttatgtag
atcaattgat
tgagtgtttt
tgctgtaaca
gatccgggtc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
acacatattc
tgtgcgttct
atgtaagaat

tggtattgta

atcaagtaaa

44726

gcatcgtatg aaaaaaagtg ggtgatgaaa tgataagtct aattttggtc

gttgttattt ttgcatgaac atctcttttg tacaacctaa caacttattt

atatttttgt actgcttttg atttgcttgc tcttcacaat attatagtgt

gttcaatttt

11
500
ADN

Medicago truncatula

11

tctcaacttc
tatttatata
agcttgtact
agattgcaag
aataggtttg
ttaagccctt
ttttcttctt
gcagggtgcet
tgctcaccaa
12

500
ADN

aattcatttg
acatgttcgt
tatatatagt
ttttgttgga
tgtgaattaa
ggatagagat
tttcggatag

gtaaagcatc

Medicago truncatula

12

aagctctatt
gttttatgta
ggtttaatta
ttctatttat

ataatatcca

actctgtttt
aaagtaaatt
tctattgtct
acacaagagt

catgaaacat

ttgcagtgcect
tattgttgat
taccatatag
tcttgtgttc
ttttttagaa
cagttgactc
aaaaatgtaa

cgagctgtcc

taggttgaga
ctgtgaatta
cacatcgttt
taataatagc

ctaagaaagg

ttgcattgtt
gcgggttgat
ttacctatgt
tctgcaaatg
tctggattta
acatcgtgac
gttttgggaa

ggtcagaatt

atattgtgaa
tattttgtaa
tttatgtcta
ataacataaa

aaaacaatat

gtattatcag
tatgctagag
tgtatttgag
aagagtaata
aactactgcg
ctcgacaaat
gcagattttc

gtacggccat

gtgtgttgtg
ggaataaatt
ttttaagtat
ttccacaagg

ggctcaattt

360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300
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cctatctttc
ataggagtat
tatcaaattg
atgattgtcc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gaacgccaag
gtatttaact
attatatgtt
tttattgggc
tatgttaatt
acttaaaggt
gtcaaatgag
aattgttcct
gttattttct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gaaaactagt
tgaccaaaaa
gtgtatgcat
aaccttcaaa

tctattgtct

tttatttatg
ggtactttct
tagtgacatt

aaaggtgaaa

13

500
ADN

44726

ttttagtcat ctttctttcc ctatttcttg ttgaaagcta

acgccatttt tttttaagta ctctctttta cacaatattt

ttattttacg atgcagttaa tgttcgttgt gttactgtca

Medicago truncatula

13

acatggcggc
cctattttca
agaaatatgg
tgtcttagtc
agtacaaaca
aagaatgggt
aagtaaaatt
tttagcattg
gtctgacaaa
14

500
ADN

ctcttgagct
ccaatgtaac
atcccaagaa
atgtttttaa
agacaacaaa
tcaaatcaat
ttgtcactat

cacttgcaca

Medicago truncatula

14

ggtttattta
taaaaagaga
ttcctteccce
cttgttctag

actaatttta

ctatatgtta
tgctccagat
tttatttgga
ttaccaaata

tttttttttt

gaatcttctg
tacacaagca
atgtcaactc
ttaattttcc
agacctaagc
caggtcgtag
accattgatc

aaaactcagt

ttgtatcttt
agtgcatctt
gcatgtgtat
ataagatcat

acttttctat

cttttatttg catttctgtt
gaagaacctg tatgtggctg
ttgtgcatga gttcagaata
gtaacctata tctcttattt
caaaaataaa atcatcaact
gtaaccatgc acttggatgt
atttatgtgt tgtaaaaaaa

ttcatgtcga attcaaactt

caataaagag atgctccatt
atctatgtta taataatcaa
gtttaaatat ttgtaatttg
tattagtttg tgtgtttatc

tctttatttg tattaaatca
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360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300



taagttctaa
tcttttgttg
tgtcctgatc
caacgctgtg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aaaggttgaa
aaggataatt
tgctctgtga
ttccaaatgt
gttttgtgca
taaacacgag
caaggatatt
ataaacttaa
tctcaactgt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tttgctttat
cttttgagag
ctgggatttc

tgttgaaata

aaaaaaaaaa

ttatttaatc
tccgagtcta
aggtcaatca
cagattgact
15

500
ADN

44726

aaaacttcaa atggtggcgg ttatacgcta ttccgaatcg

taggctacac tcatatcctg gttgaaacag actctatagc

gattagaaga ttcttttctc aaaattggag tcttttettt

Medicago truncatula

15

ggaaagagaa
ttctattttg
gcaaattaat
ctctgtatcc
aataatcatg
ggcatagctt
gtttaaaggt
acaaaaggtg
gaaattccga
16

500
ADN

tctcagcagt
gatgtttcaa
cccccectecce
gtggctctgc
agcatttcaa
cacactatgg
taaatgtgac

atctaaattt

Medicago truncatula

16

atatgataag
tttttagatt
tgaaatgaac
atgatctcta

aatcaaaaca

aaattgtttt
attgcacttt
attagagtaa
attttgtcaa

tcatgtttga

catattgaat
taactgtgtg
aaaatttcat
cacaatcttt
ttcactattt
tttccatgaa
tgtgaatgat

tcaatgacca

tttagttttg
ctaaattttc
taaatcgaat
gttaaagaaa

ttaacaaaac

ctgtttgatt tactacacaa
caatatttag gtatttagta
ttcaccccac ttttctgttt
attgatattg caattttcca
tcaaatgcgg ctttatacct
tattgtcaca ccgtggtttg
caatattttg cagaaaagaa

gtaatcaata tcttacaatc

ctttccattt gtaaaattat
attttgcttc tttgttggat
ctgagtatta caagcaagtt
tcaaaatatc ttgtaccaaa

tccaatttga aatcaattta

360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300
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aatttaaatt
gatttcacac
gattacgtat
aattatataa
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aaatgaatga
gctatataca
ttgctttgta
tctaaagttt
gaaagtcttt
gattttaggg
tggtagcaga
gtgcatatgt
attttggtac
. <210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ttaatccatc
atattcatat
aactgaacac

gagtttttct

aaaagaaaaa

tcatttttag
aactagtttt
tcattattgc
aggagtacaa
17

500
ADN

44726

aaagaaaaaa
tcgatttact

tctttgtttce

Medicago truncatula

17

atcagctttc
tgagtgtgtt
ataatttgtg
gtaatggagg
catgcattgg
acaagagaag
caatacacga
tcatatcatt
ataatagtat
18

500
ADN

tcttgttcat
ggttgctgcc
cgttactatt
gaagtaaatg
tttggagtac
ttcaaattac
aaaagtaaca

tcacattttt

Medicago truncatula

18

atcatcggca
gtatgtgtaa
attgaatggt
tttttattte

gtaatatatc

tgtgtgtttg
attattatga
ctgtggagtg
ttcaaaagca

ttactattaa

aaaatattat tccatccatt attagttctc
cacgtaccta catatgagta tgtaagggtt

acataattct tttttttcaa tcaaaatgaa

aaagaattgt gtggaaatga attgtgtgtt
ttatgtgttc ttctagggtt attttttctt
gtaaacaatg tatttaatga ataatgaaag
taaatccttt cgcaagtgtt tttttagctt
catcatatca cccttaattt ttctagttat
actccaatta tgtgctcggg gaaatttaat
catttagtat cttactatca tctgcaaatc

ataatccagc atattataaa ttcaaaccta

ttttttttgt gtctattttg accaaatcat
actactgtat gttagtgctt catgttcgtg
tggagattct ttcatgttgt tatttattat
gactactgaa atattgattt gataccacca

tatttatagt tgatataaac atcatcaaaa
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360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300



tttaaaatca
tgctgttgcc
ggtcataaaa
ttctcgtcat
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgaagaagga
ttctataaat
atcttgaatt
gtattaagtt
ttaaaatttg
aagttttaga
aatattttgt
tctttatgtg
ggataattgce
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gggtcttagt
atttaatcgt
gcctcatcta

aatgaacata

gattactatt

gtttctaatc
caggaactaa
aagaccgatt
aacaaagacc
19

500
ADN

44726

ttggtttgtt
gctctttcat

gttgtcatcg

Medicago truncatula

19

taatgattga
tatcaaaata
gtcaaggagt
ttatttgtgt
catgcttttt
tttactataa
aacgagcaaa
agtgtaaatt
actcacaata
20

289
ADN

ttaattgttt
tgttgattgt
ctgttaaatg
gactatttgg
gtcccactca
tatgtatttt
aaaaatacac

cctataaaga

Medicago truncatula

20

ttacttttcet
taatgtacta
aatgtacttg
attttagtag

ctttttagcect

tgatttgtaa
ctttatacta
aattgagttt
tgcttagatt

tttgttttta

cggggtggcc cttggattcc attttgcata
aagataatgt tcggggtagc tctgttacta

ttcgaaaaag cgaaaaaaca aacacaagca

aatataaagt tgagggaatt tttttatatt
tgagaataag aattctaggt tcaaaacaga
tgagatttat tattatgttt catttcaaaa
attgtgatta ttgctaaatg tttatacgta
aataaaaatt aattagtatt gcttgcttcc
ttttttttag agatacatgt aatatgtata
tctaattatc tcataataga gaaaagacac

aaagagatgt gaaaactacc ctcagtatac

tgtacaatgg ggctgtggtg tttatatttc
gttgtttata tttaaaaaag cataaacttt
acttagaagt gcttgaattg agtttgtgta
aagttcacat atcactactt tataccaggg

ctgttggttt tttgccaaa

10
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360
420
480

500

60
120
180
240
300
360
420
480

500

60
120
180
240

289



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gaagggtctt
cacgtatcat
ttttctcaaa
tgtttcatag
taaatttcat
gcataaagtt
taataaaatt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gcaaggagga
atttgtgaca
gttgtattca
aagtgtatgt
tagcctttgt
tgttatacgt
tcaaactttg
<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

21
382
ADN

44726

Medicago truncatula

21

gatctatgaa
ctctgatacc
ttattagagg
gtcttggttc
ctaatcttta
ttgcttatct
tcattcataa
22

400
ADN

gcacggaaac
gacacgacac
tgtcggcgtyg
atttttcttg
ctgtactatt
ctttggtgtt

aa

Medicago truncatula

22

tcatgaacat
cattttagaa
caataatgat
ctttggttgt
ttgagattga
acgtgttata
tcaattatca
23

699
ADN

cacaaagtga
ctcttaaacc
gcagtcctat
atactattta
ggttacttgt
ccctgttttt

aatttcaact

Medicago truncatula

23

gcctccgatt
cgacacttac
tcagtgtacg
atttgtaatg
ataaatatat

accggttcaa

atttatttta
atttttctgt
gcttcttggt
aaatctattc
tctgttgcat
ggacctaaaa

gcacagttca

11

aggcgtgtcce
aattacacgg
tgtcgtgtcc
tacaatgggg
atactagttt

tgctcgacct

tgtttgcacc
ttgcatttta
gtaagattca
ttgtattgta
ttaatcacaa

atactgggcce

aggtgtccga
aattatgtaa
tttgtatccg
ttgttgtgtt
gttcataaaa

aggaaaaaat

atatattatt
gctactggtt
atactatgta
taatttattt
gttttcattt

caatttcatt

92/116

60
120
180
240
300
360

382

60
120
180
240
300
360

400



actgcagtca
gtttttaaaa
attttgtgtg
ctatatataa
tgttgtgaag
aacaaagtga
cacaataatg
gcccttggtt
tgtttgagat
ctttttttac
cttttgtagt
tatacttgga
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

aaacaccaat
aatacttaat
ttcaaatctc
tgtacgtcct
tgctatttta
agagtgtagg
ggtcatgccg
gggaatagga

gacgctgcgg

<210>

cagtcataaa
tcttaaacct
attctactac
accctaaacc
atcaagttat
tttcaattat
atgtagttct
gtaattgtat
tgagataaca
attttggttt
aagaaaaata
aaaacaatat
24

500
ADN

44726

taccggtgca
tctatttttc
tttggaatat
ctatgtttat
aattgctagg
gttgtttgaa
atgcttcttg
tttaggaaat
tgtatttact
tatgaagagg
ctatgatcag

cattattaac

Medicago truncatula

24

tccatcttcet
acttgtatta
ctcaagtatg
cgctaataaa
tatatgttgt
tttgccggga
gaaaatttat
gattaaaggg

tttagcttca

25

tcaataataa
taaattgagt
gttgaaaaat
aataatgttt
accccaaact
agatttggat
tttccttgta

cctcctttta

taacatgaat
cactccatag
aagaagattg
tgcctattgg
atagtttcta
cactttaaac
gtgcatgaac
atttactatt
ttcctttcecte
actaaaaata
aaacataaat

aactttagt

ccactatata
tactttgaat
ggtcttcaat
gtttaattac
tgtctgacca
taaagtcttc
cttcaaatgt

atatggcaaa

12

taattttata
gttatcaatt
aaaaggaatt
tacccactgt
tttggttcat
tagttattgg
aaatactaca
ttgtaattga
attttatcac
tctctagtta

caagcatctg

tatatagaag
gtcctacgat
gtaactttaa
tttatatatg
atttaatcag
gtttggttgg
tttgcttttt

cagaattata

tttgcaacat
aagtattatt
tctgtgagcecc
actttgcggc
gttagttttc
ttgttgtatt
taaagtgtaa
ttttagcecctt
aattcttcat
cttaacttct

ttacgaacgg

caacttcaaa
agagacggag
ataaaaactt
tattttttaa
aagaacatgt
gtttggtctt
cgatcggaaa

gctttagact

93/116

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

699

60
120
180
240
300
360
420
480

500



<211>
<212>
<213>
<400>
ttatggtagt
taaactatgt
ttcctattta
tccaattttg
gtgttttttt
tttggtttag
atttatgttt
aatgaaaaca
tagaattttt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gagtactctc
aatgaatgct
gtaccctaaa
aaaatggagt
aacaccttat
gattaaaatt
attaaaatta

acctgagtcc

gcagtacaaa

<210>

500
ADN

44726

Medicago truncatula

25

agttttgaaa
actgtctcca
ttactgcagt
gtgttttatt
tacattgcga
ttgttcccat
ttcatttcct
ttcttgatat
atgttgttgg
26

500
ADN

tgttgggaac
tctgacattt
acttttgttt
cctttttett
ttctatttaa
aatattttca
aaattaaatt

tttcattgtt

Medicago truncatula

26

caacatggac
cgcaactttt
gaggcacaat
gtgcctcatt
aaaaaaaggt
gaaatcaaaa
aatatagttt
accatgcatc

ttgagagtta

27

acaccatggg
ctagctaatt
ctttgctgtt
ttataatttt
cacttagaat
atttttatag
cggactgacc

tgtcacctta

ttgtttttca
taataactcg
caattttgat
aaaattttga
attattatgt
ttgtttagtt
gttaatttga

tcaatgtctt

attgtgtaac
aagctagagt
gatgtactat
tattttcctg
atgaaacatg
gatcaatatt
caaggcacaa

ccattgacac

13

tgttttgtta
atcctcgggt
ttagttgttt
tttatttata
ttttcattta
gttcgcatag
gatgatgctt

gtataaatat

ataaataatg
tgaacttgag
gatcatgtta
agtatatgtt
aacttttgta
cgaagaattt
tccggcectceccg

gccctaaaat

ccatctgttt
tattttagtt
ccattatact
cttccgcata
ggtttacaat
tgttttttac
ttttgtgaac

tttcacatgt

tgtcgtttgt
ctacttttat
taatatgatg
tttagggcta
aaaaagtaga
ttttagaggg
ctcgggttcg

acattagatc

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

94/116



<211>
<212>
<213>
<400>
caaattgtta
gtattatact
gaaaagctag
acccacattc
actttatact
cctctaaaac
ttttaaatta
caaaatgaat
atattaccgt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgaagaagga
ttctataaat
atcttgaatt
gtattaagtt
ttaaaatttg
aagttttaga
aatattttgt

tctttatgtg

ggataattgc

<210>

500
ADN

44726

Medicago truncatula

27

gtgtttttct
atactattat
aaaaaatgat
atgccaccca
ttccaattat
tctaaaatgg
atatataaaa
caaatatata
tgcatgagtt
28

500
ADN

gatttagttc
agttagtaaa
ttaaggggat
aatgagtggt
ttaaaccact
gtcccactta
tgtgtaatga

tgttaaaaaa

Medicago truncatula

28

taatgattga
tatcaaaata
gtcaaggagt
ttatttgtgt
éatgcttttt
tttactataa
aacgagcaaa
agtgtaaatt

actcacaata

ttaattgttt
tgttgattgt
ctgttaaatg
gactatttgg
gtcccactca
tatgtatttt
aaaaatacac

cctataaaga

agagattgta
gcaatgtaat
atccggatat
ataaatggga
caactacatt
tcttacaact
aaatatataa

attagccgtt

aatataaagt
tgagaataag
tgagatttat
attgtgatta
aataaaaatt
ttttttttag
tctaattatc

aaagagatgt

14

agtaagatac
aactgtgcag
gagattgagt
cccacataat
ttctaaatat
acaatatact
aatgtatcac

gcatgagtga

tgagggaatt
aattctaggt
tattatgttt
ttgctaaatg
aattagtatt
agatacatgt
tcataataga

gaaaactacc

cccaaaagtt

gatgtcaaaa
ccataggagc
atattatatt
ccataccact
ttaaattata
acaatatact

aaaaaaaaaa

tttttatatt
tcaaaacaga
catttcaaaa
tttatacgta
gcttgcttee
aatatgtata
gaaaagacac

ctcagtatac

60

120

180

240

300

360

420

480

500

60

120

180

240

300

360

420

480

500

95/116



<211>
<212>
<213>
<400>
gcagctggaa
atatgtgatt
tatggaattt
taatatgtat
tactttatgt
ttggaacaag
ttcctgattt
ggcgaagtct
a

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tcattcaatt
aaggtgcata
aaagttcctg
acattttacc
gttgtctact
ttttcttatc
tgtcagtaca
atgagttatt

gttattattt

tcattttcaa

481
ADN

44726

Medicago truncatula

29

acttactagt
gtggaatttc
atgacatgcg
caaaggagtt
ttaccgtgct
ttttgattgt
ccgaaagttt

tctgctcecttt

30
600
ADN

gttaaagttg
ttgtggtctg
gtattatgga
ttataagact
atgtttttat
ttaacaatta
taaaattatt

cttttcaagt

Medicago truncatula

30

tgaccctttt
ttcttttggt
aaggataatc
taaaacttca
agaaaaaaaa
attttacttc
tttatgttgc
gaatatttat
ttttaagtgt

attcaaaaca

gctacattct
gaatttaagc
gtttttttca
gggagtgaga
atcctgtaag
attagtttct
ttatgtagga
tgcaagctat
attgtgttgt

atgtttagtt

tatctggctc
gaagtatttt
atttatgaca
tcatttaaca
accagattca
aaaaggtttt
tcaaataaaa

agagtaagat

tgctgtcata
ccccccgaaa
ttccectttaa
taaagaactc
aggtaaggta
aagttccttt
agtgggactg
attttagaat
gttattatta

caaaggcaaa

15

atttcgagct
caacagttgt
ttatgtggtg
tttcagatgce
agattttaga
atgacctaaa
tcatggatgt

cttggattct

gttatttaat
catggaagga
tttttgttat
tttctctctg
ttcttccaaa
tcctacattg
agtttcttat
acagtatact
taagctttgt

gctgagttgt

gggtatatat
gatgcagtat
tttgcttcaa
ttggatgtgt
tgccttaggce
accatggatt
tggtttaagt

agtcaccatg

ttaatttctt
ggttggctgc
tcattatttc
aactgtttat
acaggattct
tataagattc
gaaggaattt
ttcttcttat
taaactctga

gctgattatt

96/116

60
120
180
240
300
360
420
480

481

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

actgttaata
taaaaaacac
acaaaaccgt
ctcatatcgg
tttatcggat
agatacgtat
ttataaatgt
acttaaaatt
ttaaataaaa
aaatgtaata
attttttaaa
tttcttcaaa
tcgtatctta
cacctgtatc
ataatagacg
gtcacagttt
agccaatcga
tcccecatcge
ttccgtttca
atcgtttaat

ttttctttca

ttgtatgatt

31
1594
ADN

44726

Medicago truncatula

31

atttttaaac
acactagttt
gaaagagatg
atacgtacgc
acttatgtga
cctagaaaaa
atatgattca
atatttcttyg
ttaatgttaa
tgatttataa
aattgtatct
tataagtttt
attttttttt
acaatcgatc
tggactctct
gtccacgtgt
tttttgctat
tacaaaaccg
aggtataatc
cgatcttttc
tctgattgaa

taatcctttg

gtcagcgcac
atgacgcaat
tatcagctat
acgaagtatc
tactctacat
catgaagagt
attttagata
tggaagaacg
gttcttttaa
gaaaattttt
tttataataa
attataaatc
aaaaaccgct
ttagttagaa
tataccaaac
cacgttttaa
aaaagcaaat
gttcctttgg
tactttctat
ttttgatccg
atccttctga

tttttcaaag

taaaaaaacg
actattttac
gaaacctgta
atattaatta
atacacaagg
aaaaaagtga
tgcatcagta
tagcgagaga
tgatgtttct
aaaaaattta
tacaataata
attgttaacg
aattcacgta
gaattgtctc
gttgtcgtat
ttggaagagc
caggtaaact
aaaagagatt
tcttcgatta
tcaaatttaa
attgaaccgt

acagtcttta

16

aaaagacgga
ttatgatttg
tacttcaata
ttttaatttt
atatttctaa
gacaatgttg
taattgattc
ggtgattcag
ctcaatatca
ttttaataat
aagagtaatc
tatcataagt
cccgtattgt
gaggcggtgce
cacaaagggt
tgccgttggce
aaacttcttc
cattcaaacc
ttttattatt
attcaattag
ttacttgatt

gattgtgatt

cacgtgaaaa
ggtacattag
cagagacgta
taataaatat
gatactttat
taaaaattca
tcgatgaaac
ttagacaaca
catcatatga
cacatgtact
agtgttaatt
cattaccgta
attgtacccg
aagacagcat
taggtaacaa
gtaatataac
attcttttct
tagcacccaa
attagctact
ggttttgttc
ttactgttta

aggggttcat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

97/116



atazattttt
attagtacat
gtttttttga
tttcataacc
catttgtttt
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

actgttaata
taaaaaacac
acaaaaccgt
ctcatatcgg
tttatcggat
agatacgtat
ttataaatgt
acttaaaatt
ttaaataaaa
aaatgtaata
attttttaaa
tttcttcaaa
tcgtatctta
cacctgtatc
ataatagacg
gtcacagttt

agccaatcga

agatttggat
ggatattttt
tgtctgttgt
catattcttt
tctttgtttt
32

1000
ADN

44726

ttttgtattg
tacccgattt
aaattgaatt
taaccttgtt

ggattataca

Medicago truncatula

32

atttttaaac
acactagttt
gaaagagatg
atacgtacgc
acttatgtga
cctagaaaaa
atatgattca
atatttcttg
ttaatgttaa
tgatttataa
aattgtatct
tataagtttt
attttttttt
acaatcgatc
tggactctct
gtccacgtgt

tttttgctat

gtcagcgcac
atgacgcaat
tatcagctat
acgaagtatc
tactctacat
catgaagagt
attttagata
tggaagaacg
gttcttttaa
gaaaattttt
tttataataa
attataaatc
aaaaaccgct
ttagttagaa
tataccaaac
cacgttttaa

aaaagcaaat

tatgattcaa
attgattgtc
gattataatt

gtacacacaa

gggt

taaaaaaacg
actattttac
gaaacctgta
atattaatta
atacacaagg
aaaaaagtga
tgcatcagta
tagcgagaga
tgatgtttct
aaaaaattta
tacaataata
attgttaacg
aattcacgta
gaattgtctc
gttgtcgtat
ttggaagagc

caggtaaact

17

aaaatacgtc
agggagaatt
gctgatctgc

tgaaaaattg

aaaagacgga
ttatgatttg
tacttcaata
ttttaatttt
atatttctaa
gacaatgttg
taattgattc
ggtgattcag
ctcaatatca
ttttaataat
aagagtaatc
tatcataagt
cccgtattgt
gaggcggtgce
cacaaagggt

tgccgttgge

ctttaattag
tgatgagcaa
tgcttccagt

gtgattgatt

cacgtgaaaa
ggtacattag
cagagacgta
taataaatat
gatactttat
taaaaattca
tcgatgaaac
ttagacaaca
catcatatga
cacatgtact
agtgttaatt
cattaccgta
attgtacccg
aagacagcat
taggtaacaa

gtaatataac

1380

1440

1500

1560

1594

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000

98/116



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aaacttcttc
cattcaaacc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gtataatcta
atcttttctt
tgattgaaat
atcctttgtt
atttggattt
atatttttta
tctgttgtaa
tattctttta
tttgttttgg
<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

33
92
ADN

44726

Medicago truncatula

33
attcttttct
tagcacccaa
34

502
ADN

tccccatcge tacaaaaccg gttcctttgg aaaagagatt

ttccgtttca ag

Medicago truncatula

34

ctttctattc
ttgatccgtc
ccttctgaat
tttcaaagac
ttgtattgta
cccgatttat
attgaattga
accttgttgt
attatacagg
35

1141
ADN

ttcgattatt ttattattat tagctactat cgtttaatcg
aaatttaaat tcaattaggg ttttgttctt ttctttcatc
tgaaccgttt acttgatttt actgtttatt gtatgattta
agtctttaga ttgtgattag gggttcatat aaatttttag
tgattcaaaa aatacgtcct ttaattagat tagtacatgg
tgattgtcag ggagaatttg atgagcaagt ttttttgatyg
ttataattgc tgatctgctg cttccagttt tcataaccca

acacacaatg aaaaattggt gattgattca tttgtttttce

gt

Medicago truncatula

35

tggattaatt tatttggact ggtttcgtaa tgagttgtat tcaatcattc tcttctttac

aattttgggt gaaagtggtc attgtatttt cttaaataac ttttttgctt atatazaaag

agagagaaaa aaagatcgtt tattgtctct actttgatta tagaatagaa gtttaagact

18

60

92

60

120

180

240

300

360

420

480

502

60

120

180

99/116



taatcaaacg
gtgctgataa
cataatcata
ctttagaaat
gtaatatgga
ctggatggta
tttgttggaa
aattttaatg
ccgttgacct
agaatgtacc
acttttcttg
gagttaactc
agttcaatca
ccgctgaaaa
aaagggagaa
aagggccact
a

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tggattaatt
aattttgggt
agagagaaaa
taatcaaacg

gtgctgataa

ttataaaata
agccaaaacc
cttacactca
taattttttt
ttaatcatat
attgattgta
aaaattaaca
gttaatctgt
ttttattgaa
aaaatgtgtt
aaaaattgtt
atactcggca
ttttttaaat
atgtcgagcc
aagcaatttt

acactgcttt

36
1107
ADN

44726

ataaagatag
ttacacaaat
atattctcca
ttttgacaag
actaattcat
atgcaccacc
agttaaatac
taggaggaaa
ctcgtttagt
tagttagacc
cttctcccat
ttattcaacg
cgagtcaacc
cgagttaact
ccttttcttg

catatataca

Medicago truncatula

36

tatttggact
gaaagtggtc
aaagatcgtt
ttataaaata

agccaaaacc

ggtttcgtaa
attgtatttt
tattgtctct
ataaagatag

ttacacaaat

taagtcttgce
tgagggatta
ccaatgataa
actttagaaa
tatatgcgtg
aacattgaat
caaaatgtga
aattgtgaat
ctcaactcat
tagcagggcc
ttaaaattgc
gtagctaacc
aatcttaaaa
tcatctgaat
aactcattaa

ccattcatac

tgagttgtat
cttaaataac
actttgatta
taagtcttgc

tgagggatta

19

aaataaaata
aaaagttact
aatttgagga
ttaattatta
actagtcaaa
taaaaattag
tttaattttt
tttttagtgce
atcattggac
acataaatga
tcactccttt
cacattgtca
gtctcagcat
caagggaatg
ggttccaaat

atagaaacca

tcaatcattc
ttttttgcett
tagaatagaa
aaataaaata

aaaagttact

aaaaatgaga
cacgtctatg
gttacttcaa
tatattgagt
caagataaac
caagtttttt
ttaatacgca
ataaatcaaa
tctaccttcg
actcgaacat
gatctatcgg
ctgttagatt
gagttaacta
aacaatttta
tcttttataa

atagccaaaa

tcttctttac
atataaaaag
gtttaagact
aaaaatgaga

cacgtctatg

100/116

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1141

60

120

180

240

300



cataatcata
ctttagaaat
gtaatatgga
ctggatggta
tttgttggaa
aattttaatg
ccgttgacct
agaatgtacc
acttttcttg
gagttaactc
agttcaatca
ccgctgaaaa
aaagggagaa
aagggccact
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
acaccattca
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgtcgtacag
actggcttta

aagctaaaat

cttacactca
taattttttt
ttaatcatat
attgattgta
aaaattaaca
gttaatctgt
ttttattgaa
aaaatgtgtt
aaaaattgtt
atactcggca
ttttttaaat
atgtcgagcc
aagcaatttt
acactgcttt
37

34
ADN

44726

atattctcca
ttttgacaag
actaattcat
atgcaccacc
agttaaatac
taggaggaaa
ctcgtttagt
tagttagacc
cttctcccat
ttattcaacg
cgagtcaacc
cgagttaact
ccttttecttg

catatat

Medicago truncatula

37

ccaatgataa
actttagaaa
tatatgcgtg
aacattgaat
caaaatgtga
aattgtgaat
ctcaactcat
tagcagggcc
ttaaaattgc
gtagctaacc
aatcttaaaa
tcatctgaat

aactcattaa

tacatagaaa ccaatagcca aaaa

38
298
ADN

Gossypium hirsutum

38

tatttctaca tttgatgtgt gatttgtgaa gaacatcaaa caaaacaagc
atatgatgat aagtattatg gtaattaatt aattggcaaa aacaacaatg

tttatttatt gagccttgcg gttactttct tgtgatgatc ttttttattt

20

aatttgagga gttacttcaa
ttaattatta tatattgagt
actagtcaaa caagataaac
taaaaattag caagtttttt
tttaattttt ttaatacgca
tttttagtgc ataaatcaaa
atcattggac tctaccttcg
acataaatga actcgaacat
tcactccttt gatctatcgg
cacattgtca ctgttagatt
gtctcagcat gagttaacta
caagggaatg aacaatttta

ggttccaaat tcttttataa

101/116

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1107

34

60
120

180



tctaattata
ttttctcttc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aacaaaégag
ttcggccttg
agagcctacg
ccttttgagg
atgtttggtt
aacgtagtaa
caacccacac
tttaatttgt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
tgatcacctg
aaacaagcac
caacaatgaa
tttttttatt
agttatgctc
aaatgtgagt
<210>

<211>
<212>

44726

tatagtttcc ttcgctttga aatgctaaag gtttgagaga gttatgttct

ctctttcttt tttaacttta tcaaacaatt tttgaataaa aatgtgag

39
436
ADN

Gossypium barbadense

39
tgcctcacat
tttttctegt
ttactttacc
acactctttt
ggatttattc
gaacttacaa
aagtttaaca
tgaatt

40

315
ADN

ttgatgcaat
attctatggg
attatattgt
tttgtatttyg
gattcatata
atataaggat

ttaaattaac

Gossypium barbadense

40
tcgtacagta
tggctttaat
gctaaaattt
ttctaattat
tttttttett
acatt

41

315
ADN

tttctacatt
atgatgataa
tatttattga
atatagtttc

cctectttett

agctctgtaa
ctgatgtctc
attctttgag
aaggaattta
tattatataa
cgaatcccga

gtgattggtt

tgatgtgtga
gtattatggt
gccttgcggt
ctttgctttg

ttttaacttt

21

tgtttcattc
atatgggact
acattattat
ttgtttattt
aagtaattat
acttcatgca

agtaaattca

tttgtgaaga
aattaattaa
taatttcttyg
aaatgctaaa

atcatacaaa

atttgcttat
tttctactag
tattttttta
tgtttggaat
gttattaaga
aatcaattta

tgtttctctg

acatcaaaca

ttggcaaaaa

tgatgatctt

ggtttgagag

ttttgaataa

102/116

240

298

60

120

180

240

300

360

420

436

60

120

180

240

300

315



<213>
<400>
accatatgac
atatggttaa
atggtgaatc
attaattttg
aagcttatgt
tgatcagtat
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ggtccgatgt
cccagctatc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
aaacctcctc
ggaaggtggce
ctctgccgac
agacgttcca
ggatgacgca

tcatttggag

44726

Gossypium barbadense

41
actggtgéat
taaaaaaaag
tctttgcata
aatgttgttt
tatgtatttt
actct

42

712
ADN

gtgccatcat
atggtgagtyg
catagagatt
ttaaatttta

actttaatga

Trinh ty nhédn tao

dic diém hén tap

(1) ..(712)

Nhom yéu td biéu hién

EXP.

42
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
caatcccact

aggacactct

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgceca

agacagaaaa

catgcagtaa
aataatgtgc
ctgaatgatt
atgtcacttg

tattgcatgt

tttcatggta
gtgcattcct
atagtttatg
gcttgattta

attgttaatt

tatcttaatt
ccatgcacca
ttgtagtgaa
tgttttaacyg

taacattgct

diéu hoa phién ma& kham hodc

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
agacccttcc

atttgctaca

22

aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gatatctcca
tctatataag

ttgtttcaca

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt

aacttcaaat

103/116

60

120

180

240

300

315

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



44726

attattcatt tatttgtcag ctttcaaact ctttgtttct tgtttgttga tt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ggtccgatgt
cccagctatc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
aaacctcctc
ggaaggtggc
ctctgccgac
agacgttcca
ggatgacgca
tcatttggag
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>
<223>

1y.

<400>

43
613
ADN

Trinh tu nhan tao

dic diém hén tap

(1) ..(613)

Trinh tu khdi dau 35S

43

gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt

caatcccact

agg

44
2001
ADN

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt

atccttcgea

Trinh tu nhdn tao

dic diém hén tap

(1) ..(2001)

Trinh tu ma hbéa GUS E.coli ty nhién véi intron co thé xu

44

virut kham

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt

agacccttcc

sup lo dugc tang cudng.

aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gatatctcca

tctatataag

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgce
tggaaaaaga
ctgacgtaag

gaagttcatt

atggtccgtc ctgtagaaac cccaacccgt gaaatcaaaa aactcgacgg cctgtgggca

23

104/116

712

60
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180
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420

480
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613

60



ttcagtctgg
gaaagccggg
cgtaattatg
ggccagcgta
aatcaggaag
tatgttattg
taattatcat
gtagtatata
ttctaatata
ctgaactggc
cagtcttact
accacgccga
aaccacgcgt
gatgcggatc
aatccgcacc
agccagacag
ggcgaacagt
gatgcggact
atggactgga
ctcgactggg
aacctctctt
gaggcagtca
cgtgacaaaa
ccgcaaggtg
acgcgtccga

gatctctttg

atcgcgaaaa
caattgctgt
cgggcaacgt
tcgtgctgeg
tgatggagca
ccgggaaaag
taattagtag
gcaattgctt
tgaccaaaat
agactatccc
tccatgattt
acacctgggt
ctgttgactg
aacaggtggt
tctggcaacc
agtgtgatat
tcctgattaa
tgcgtggcaa
ttggggccaa
cagatgaaca
taggcattgg
acggggaaac
accacccaag
cacgggaata
tcacctgcecgt

atgtgctgtg

44726

ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttcgatgcg
tcagggcggce
tgtacgtaag
taatataata
ttctgtagtt
ttgttgatgt
gccgggaatg
ctttaactat
ggacgatatc
gcaggtggtg
tgcaactgga
gggtgaaggt
ctacccgett
ccacaaaccg
aggattcgat
ctcctaccgt
tggcatcgtyg
tttcgaagcg
tcagcaagcg
cgtggtgatg
tttcgcgcca
caatgtaatg

cctgaaccgt

gatcagcgtt
tttaacgatc
cgcgaagtct
gtcactcatt
tatacgccat
tttctgcttc
tttcaaatat
tataagtgtyg
gcaggtatca
gtgattaccg
gccggaatcc
accgtggtga
gccaatggtyg
caaggcacta
tatctctatg
cgcgtcggcea
ttctacttta
aacgtgctga
acctcgcatt
gtgattgatg
ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattyg
ctggcggaag
ttctgcgacg

tattacggat

24

ggtgggaaag
agttcgccga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagccga
tacctttgat
ttttttcaaa
tatattttaa
ccgtttgtgt
acgaaaacgg
atcgcagcgt
cgcatgtcgc
atgtcagcgt
gcgggacttt
aactgtgcgt
tccggtcagt
ctggctttgg
tggtgcacga
acccttacgc
aaactgctgce
cgaaagaact
cgattaaaga
ccaacgaacc
caacgcgtaa
ctcacaccga

ggtatgtcca

cgcgttacaa
tgcagatatt
aggttgggca
gtgggtcaat
tgtcacgccg
atatatataa
ataaaagaat
tttataactt
gaacaacgaa
caagaaaaag
aatgctctac
gcaagactgt
tgaactgcgt
gcaagtggtg
cacagccaaa
ggcagtgaag
tcgtcatgaa
ccacgcatta
tgaagagatg
tgtcggettt
gtacagcgaa
gctgatagcg
ggatacccgt
actcgacccg
taccatcagc

aagcggcgat

105/116

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



ttggaaacgg
cagccgatta
accgacatgt
gatcgcgtca
caaggcatat
aagtcggcgg
cagcagggag
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atggaagacg
accgctggag
gcttttacag
gttcggttgg
tgcagtgaaa
gcagttgcgc
tcgcagcecta
aaaaaattac
tttcagtcga
tttgtaccag
tctactgggt
catgccagag
gttccattcc
cgagtcgtct

aaaattcaaa

cagagaaggt
tcatcaccga
ggagtgaaga
gcgccgtegt
tgcgcgttgg
cttttctgcect
gcaaacaatg
45

1653
ADN

44726

actggaaaaa
atacggcgtyg
gtatcagtgt
cggtgaacag
cggtaacaag
gcaaaaacgc

a

Photinus pyralis

45

ccaaaaacat
agcaactgca
atgcacatat
cagaagctat
actctcttca
ccgcgaacga
ccgtagtgtt
caataatcca
tgtacacgtt
agtcctttga
tacctaaggg
atcctatttt
atcacggttt
taatgtatag

gtgcgttgct

aaagaaaggc
taaggctatg
cgaggtgaac
gaaacgatat
attctttatg
catttataat
tgtttccaaa
gaaaattatt
cgtcacatct
tcgtgacaaa
tgtggccctt
tggcaatcaa
tggaatgttt
atttgaagaa

agtaccaacc

gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct

tggactggca

ccggcgcecat
aagagatacg
atcacgtacg
gggctgaata
ccggtgttgg
gaacgtgaat
aaggggttgc
atcatggatt
catctacctc
acaattgcac
ccgcatagaa
atcattccgg
actacactcg
gagctgtttt
ctattttcat

25

cctggcagga
ccgggctgca
atatgtatca
tcgccgattt
tcactcgcga

tgaacttcgg

tctatcctct
ccctggttcece
cggaatactt
caaatcacag
gcgcgttatt
tgctcaacag
aaaaaatttt
ctaaaacgga
ccggttttaa
tgataatgaa
ctgcctgegt
atactgcgat
gatatttgat
tacgatccct

tcttcgccaa

gaaactgcat
ctcaatgtac
ccgcgtcettt
tgcgacctcg
ccgcaaaccg

tgaaaaaccg

agaggatgga
tggaacaatt
cgaaatgtcc
aatcgtcgta
tatcggagtt
tatgaacatt
gaacgtgcaa
ttaccaggga
tgaatacgat
ttcctctgga
cagattctcg
tttaagtgtt
atgtggattt
tcaggattac

aagcactctg

106/116
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attgacaaat
aaagaagtcg
gggctcactg
gcggtcggta
acgctgggcyg
tatgtaaaca
ggagacatag
ttaattaaat
caccccaaca
cccgecgecg
tacgtcgcca
gaagtaccga
aaggccaaga
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

atggcttcca
tgggctcgcet
aagcacgccg
aggcacgtcg
atgggtaagt
ctcaccgctt
tggggggcett
gtccatgctg

gaggatatcg

acgatttatc
gggaagcggt
agactacatc
aagttgttcc
ttaatcagag
atccggaagc
cttactggga
acaaaggata
tcttcgacgce
ttgttgtttt
gtcaagtaac

aaggtcttac

agggcggaaa

46
936
ADN

44726

taatttacac
tgcaaaacgc
agctattctg
attttttgaa
aggcgaatta
gaccaacgcc
cgaagacgaa
tcaggtggcc
gggcgtggca
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cggaaaactc

gtccaaattg

Renilla reniformis

46

aggtgtacga
gcaagcaaat
agaacgccgt
tgcctcacat
ccggcaagag
ggttcgagct
gtctggcctt
agagtgtcgt

ccctgatcaa

ccccgagceaa
gaacgtgctyg
gatttttctg
cgagcccgtg
cgggaatggc
gctgaacctt
tcactactcc
ggacgtgatc

gagcgaagag

gaaattgctt
ttccatcttc
attacacccg
gcgaaggttg
tgtgtcagag
ttgattgaca
cacttcttca
cccgctgaat
ggtcttcccg
aagacgatga
aagttgcgcg
gacgcaagaa

taa

cgcaaacgca
gactccttca
catggtaacg
gctagatgca
tcatatcgcce
ccaaagaaaa
tacgagcacc
gagtcctggg

ggcgagaaaa

26

ctgggggcgce

cagggatacg
agggggatga
tggatctgga
gacctatgat
aggatggatg
tagttgaccg
tggaatcgat
acgatgacgc
cggaaaaaga
gaggagttgt

aaatcagaga

tgatcactgg
tcaactacta
ctgcctccag
tcatccctga
tcctggatca
tcatctttgt
aagacaagat
acgagtggcec

tggtgcttga

acctcttfcg
acaaggatat
taaaccgggc
taccgggaaa
tatgtccggt
gctacattct
cttgaagtct
attgttacaa
cggtgaactt
gatcgtggat
gtttgtggac

gatcctcata

gcctcagtgg
tgattccgag
ctacctgtgg
tctgatcgga
ctacaagtac
gggccacgac
caaggccatc
tgacatcgag

gaataacttc

107/116

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1653

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ttcgtcgaga
gcctacctgg
cgcgagatcc
aacgcctacc
ttcttttcca
gtgaagggcce
agcttcgtgg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ggtccgattg
ccagctatct
catcattgcg
gatggacccc
aagcaagtgg
aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
gatgacgcac
catttggaga

tcactccgcecc

ccatgctccc
agccattcaa
ctctcgttaa
ttcgggccag
acgctattgt
tccacttcag
agcgcgtgcet
47

1446
ADN

44726

aagcaagatc

ggagaagggc

gggaggcaag
cgacgatctg
cgagggagct
ccaggaggac

gaagaacgag

Trinh tu nhan tao

dic diém hén tap

(1) ..(1440)

Nhoém yéu td biéu hién

EXP.

47
agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
aatcccacta
ggacacgctg

ctctgccttt

acaaagggta
tgtgaagata
ggccatcgtt
gagcatcgtg
tggtccgatt
cccagctatc
ccatcattgce
agatggaccc
aaagcaagtg
tccttcecgcaa
acaagctgac

gttactgcca

atgcggaaac
gaggttagac
cccgacgtceg
cctaagatgt
aagaagttcc
gctccagatg

cagtaa

tggagcctga
ggcctaccct
tccagattgt
tcatcgagtc
ctaacaccga

aaatgggtaa

ggagttcgct
ctcctggect
ccgcaactac
cgaccctggg
gttcgtgaag

gtacatcaag

diéu hoa phién m& kham hodc

atatccggaa
gtggaaaagg
gaagatgcct
gaaaaagaag
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacccttcct
tctagcagat

cgtttctctg

27

acctcctecgg
aaggtggctc
ctgccgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
ctatataagg
ctaccgtctt

aatgctctct

attccattgc
ctacaaatgc
tggtcccaaa
cacgtcttca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagdaa
tgacgtaagg
aagttcattt
cggtacgcgc

tgtgtggtga
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600
660
720
780
840
900

936

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



ttgctgagag
tgattacttg
tagaacctac
cacatgttgg
ttcatactac
gttcgtctgce
gtgctgttaa
tctctgctcecc
gtctgaagaa
aaatttaaaa
atctaccaac
cctagtgttg
aagcgg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ggtccgatgt
cccagctatce
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg

gaaacctcct

tggtttagct
ccgtcctttyg
acagcaatac
tgttataggg
atgggtcaat
agagcttatt
attgttaacg
tttattgtga
ataagtactg
ataaagagtt
tgacactata

accagtgtta

48
675
ADN

44726

ggatctagaa
tagcagcaaa
gagaaatgtg
cacttggatt
agtataggga
atttgccaaa
cctgaaggaa
ccataagtca
acagtatttt
tcectttttgt
ttgcttctct

ctcacatagt

Trinh tu nhédn tao

dic diém hén tap

(1) ..(675)

Nhoém yéu td biéu hién

EXP.

48
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg

cggattccat

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat

tgcccagcta

ttacactctg
atatagggac
taatttggtyg
cagaagtttg
ttcatattat
attagatatt
taaatataaa
agatcagatg
gatgcattga
tgctctccectt
ttacatacgt

ctttgctcat

aaatcgtgtt
atggtagtac
cttagcggta
ctgttaattt
aggcgatact
cctattctgt
tgacgaaatt
cacttgtttt
tctgcttgtt
acctcctgat
atcttgctcg

ttcattgtaa

ctgcctgtgce
gaaacgaaga
tttatttaag
aggcacaggc
ataataattt
ttttgtttgt
ttgatgttta
aaatattgtt
tgttgtaaca
ggtatctagt
atgccttctc

tgcagatacc

diéu hoa phién ma kham hodc

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
gtgagacttt
tctgtcactt

28

aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
tcaacaaagg

tattgtgaag

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
gtaatatccg

atagtggaaa
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780
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1020
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1446
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360



aggaaggtgyg
cctctgccga
aagacgttcc
gggatgacgc
ttcatttgga
gacaacacac
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ggcaaaaaca
taatatctat
ttatatctac
aatgactatt
tgaagtgtcc
cttattaatt

attaatcttg

ctcctacaaa
cagtggtccc
aaccacgtct
acaatcccac
gaggaaccat
cataa

49

253
ADN

44726

tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcgce

cttccacaca

gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
aagacccttc

ctcaagccac

Agrobacterium tumefaciens

49
acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata
atc

50

841
ADN

Glycine max

50

tttaatacgt
tcttatgtat
acttattttg
ctttaataat
attgcatttg
aatttggtaa

gtagtctcga

ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg

gcgcgcaaac

attatttaag
tttttaaaaa
catttttatc
caatcattat
actatgtgga
cagtccgtac

atgccacaac

ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc

taggataaat

aaaaaaatat
tctattatat
aattttcttg
tcttacatgg
tagtgttttg
taatcagtta

actgactagt

29

aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa

actattggag

atcctgttgce
taataattaa
cgcaattata

tatcgcgcgce

gtaataatat
attgatcaac
cgttttttgg
tacatattgt
atccaggcct
cttatccttc

ctcttggatc

gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat

aacacacadgg

cggtcttgcg
catgtaatgc
catttaatac

ggtgtcatct

atttatattt
taaaatattt
catatttaat
tggaaccata
ccatttgccg
ctccatcata

ataagaaaaa

110/116

420
480
540
600
660

675

60
120
180
240

253

60
120
180
240
300
360

420



gccaaggaac
ttcataaaat
atcaggatcg
tactcacaaa
ccacacattt
ttgtttattt
taacaagacc
c

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atcaacggag
cactatggag
atcatcaata
aaaaagctac
aataatacaa
agcagtgacg
agatcatcga
tc

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

agacatcctg

acttaacctt

aaaagaagac
tcaaacaaaa
ccgcgtcaag
ggtgtcaatc
gttgtttcta
caacacccgt

tatgactata

51

422

ADN

Virut khdm
51
aaacaaagat
cgacaatctc
acgatgtaat
tggccgacaa
gctttacagc

aacaagggtc

aagttggagc

52
595
ADN

44726

aaaacacaat
acgcaatcac
aaaaaaaaac
gagcagccca
acccaacctc
caaactgcat

aatatctgca

gagagtatcc
acacagtgga
tggaccccaa
aaacattcac
aaactcgtat
gccaccccegt

atctcggccc

cdy thuoc dugc

aaaaatcaat
cagacaggat
ggtggggaca
tcataattgce
ttgcagtgac
gaaagacttg

aataaactct

Chung virut Acuminata

52

gaccaatatg

gaagattggt

ctgaagatta

tcgaagaacc

tactcacatg
gtcagcatct
tccactaagt
tcggcatgtyg
tcatcctcceca
cctatataag

ctcttcaaca

tttgcatagc
catcacttat
aagccatgca
caactcaacc
tctecttecge
ggccaaatgt

aggttttcat

aaagagtatt
tatcttcctt
tattgctctg
caggtggggc
ataatggaga
ggcattctcc

aatctatctt

Vietnam gdy bénh vach

tgctacctac

agaacccgat

30

accaggatag

ccacctaacc

aatgtctaag
ccactagctg
caacaacacg
catcatgagc
cacctcattt
ccatgcatgt

catcaagaac

gatcacgagt
tgaagaaagc
caaacagctc
ctccactagc
aaaagacgtc
cctcagttga

ttatctttta

111/116

480
540
600
660
720
780
840

841

60
120
180
240
300
360
420

422

trén cay chubi

gacttgaagc

ctgtggaccg

60

120



ccagaggata
caggacaccg
ctatgtcgga
tacaagttag
tgtcggttgce
taagaggagc

gagtttgagt

ttcgatctaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atcctcaact
atatgttctt
ggaaaggctg
gaataatgga
cgtctttaat
agatcctccc
tttcaagtct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
aaattttaat

gaagtttgag

aggggaaatt

gaggacatcc
gcggaagtgg
aggcatcttt
gtgcagagac
attattggat
ccttgcaatc
tcaagttcaa
tcgagcgagt
53

382

ADN

Virut vong
53
tccaatcaga
atctaaacaa
taataacaag
tggaccctac
aattcatcta
tggctatata
atctctcaag
54

1235
ADN

44726

tggacctact gaacgtcagc
tggacccagt ctaggtgcga
gctttcggca aactttagta
aataatgcac ccagctttag
gcctgcgtge accctaagca
agttgcaagc attcaagttt
taaaattcaa gctttcctct

agagaacaag atcttttggg

3n moén cay cam chudng

agttagcagc tgcaagcttt
aaaagcaagc gtcggcaaac
cggacccagc ttctcagtgg
cacgattaaa gaggagcgtc
ctttagacgt catgcatgac
aagggagtta aatttcattg

aa

Cucumis melo

54

aatgacgact
tgcttagtcg
atactttaag
ctttgtttat
atccccggcec
cccactgcaa
tacattctgt

atttccgecg

taggattcca
catacagctg
aagatacttt
tgtctaaagt
gtttaacatg

ttaaggcatc

gaaagattcc
cgcacgatga
gaaagtattg
ggaattattg
ctcttctcta
gcttacttct
tcttgaaagg

ttcca

tagtgataag
tccacaaaaa
atcagacact
aaagtagatg
cattgtatcc

gaaaaaaaaa

aattaaaatg aacaattttt caagagtaat agagtttgag agatgtcaga

gaagaagata acaagtggga gaagagaata agtttgttgt gtgaaagaga

tcattcaagg gtatattgaa ctttttactc aaattttgta agtctatttt

31

112/116

180

240

300

360

420

480

540

595

60

120

180

240

300

360

382

60

120

180



ttccgatcaa
catgataaac
tcatatacta
tagttcaaaa
ttgagatttt
caagtttgta
taatgagggt
ctataattaa
gcagcttctce
ttctttcttc
tacatcctaa
acttttctta
ctaattttat
gtagatctgc
tattttctct
aaaagggtta
ataaaattag
tcctgttteg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

aattctcagt

tcctaaaatc
tcatttttaa
attgtaagaa
ggtatttttg
tttgaaattt
gaactccgtg
attttcgtca
gcccttcaat
tcctcaggtt
tatttgctcg
catgaattat
cccttttatt
gtttctgttt
acttaatcta
gttctagttc
atattgcgtt
ggttattcat
cagttctttt
55

1865
ADN

44726

acacacaccc ttaaaaaatg
tttagagtta ttttttcaac
tagtttcttt taagttgaat
aaacaaaata agaatgtttt
ttgataaaga gaaaagaaaa
ggaaaatcgt cgagggccct
acaagggaat ttagacatcg
ccaattgcca ttctccatct
ggggtttccc cctatcttcet
atagtctctt atttcttgag
aacttggttt tgattttgtc
cttctcttet tecttecgtgtc
atcaatctat cgaggcgtga
ttctagctga ttggattggt
cgataaattt ttttatatat
ggatatttta atttttacgt
aaatttcagt aatgatattt

acctaatatt caagc

Trinh ty nhan tao

dic diém hén tap

(1) ..(1865)

gattatattt
gagatattaa
agaatttttg
tgaacttttt
gaagaaagaa
gtgaaggaat
tatataagca
ctcgccgcecaa
tcattcttcc
cttttgctgt
ttttacttct
cctgccecettt
cctgtcgtte
cgtttttcgt
aattaacaag
tatttagatg

tggttatctg

ggcaattttc
cagttttagt
aaacttttaa
ataaaaagaa
aaaagaaaaa
tttgaaatta
tcctcaaacc
gggtttaaga
tcttctcgat
ttttctcctyg
gtattaaaca
tgtttttatg
ttccaatagc
ttttttaatt
ttctccagcc
tgtgaatcta

ttcttgctgt

Nhém yéu td biéu hién diéu hoa phién ma kham hoac

EXP.

55

ccaaagcctc aacaaggtca gggtacagag tctccaaacc attagccaaa

32

113/116

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1235

60



agctacagga
tcatggtcag
ttgaaagtaa
ggtgcagaat
cagattcctc
cactcactaa
gatttagcag
aaattggtat
tctcagtcca
tacaggagat
tggtcagtaa
aaagtaatct
gcagaattgt
attcctctag
tcactaatgc
gcattcattc
ctattggaga
cactccgceccecc
tgctgagagt
gattacttgc
agaacctaca
acatgttggt
tcatactaca
ttcgtctgca
tgctgttaaa

ctctgctcct

gatcaatgaa
taagtttcag
tcttgtcaac
tgttaggcgce
tagtacaagt
tgcgtatgac
cattccagat
cgccaaaacc
aagcctcaac
caatgaagaa
gtttcagaaa
tgtcaacatc
taggcgcacc
tacaagtggg
gtatgacgaa
ccatttgaag
acacacaggg
tctgeectttyg
ggtttagctg
cgtcctttgt
cagcaatacg
gttatagggc
tgggtcaata
gagcttatta
ttgttaacgc

ttattgtgac

44726

gaatcttcaa
aaaaagacat
atcgagcagc
acctaccaaa
ggggaacaaa
gaacgcagtg
tgggttcaat
aagaaggaac
aaggtcaggg
tcttcaatca
aagacatcca
gagcagctgg
taccaaaagc
gaacaaaata
cgcagtgacg
gatcatcaga
acaacacacc
ttactgccac
gatctagaat
agcagcaaaa
agaaatgtgt
acttggattc
gtatagggat
tttgccaaaa
ctgaaggaat

cataagtcaa

tcaaagtaaa
ccaccgaaga
tggcttgtgg
agcatctttg
ataacgtgga
acgaccacaa
caacaaggdta
tcccatcectce
tacagagtct
aagtaaacta
ccgaagactt
cttgtgggga
atctttgcct
acgtggaaaa
accacaaaag
tacaaccatc
ataacggacc
gtttctctga
tacactctga
tatagggaca
aatttggtgc
agaagtttgc
tcatattata
ttagatattc
aaatataaat

gatcagatgc
33

ctactgttcc
cttaaagtta
ggaccagaca
cctttattgc
aaagagctgt
aagaattagc
cgagccatat
aaaggtttgt
ccaaaccatt
ctgttccagc
aaagttagtyg
ccagacaaaa
ttattgcaaa
gagctgtcct
aattccctct
ttccacacac
gaccgtcttc
atgctctctt
aatcgtgttc
tggtagtacg
ttagcggtat
tgttaattta
ggcgatacta
ctattctgtt
gacgaaattt

acttgtttta

agcacatgca
gtgggcatct
aaaaaggaat
aaagataaag
cctgacagcc
ttgagctcag
cactttattc
aaggaagaat
agccaaaagc
acatgcatca
ggcatctttg
aaggaatggt
gataaagcag
gacagcccac
atataagaag
tcaagccaca
ggtacgcgct
gtgtggtgat
tgcctgtget
aaacgaagat
ttatttaagc
ggcacaggct
taataatttyg
tttgtttgtyg
tgatgtttat

aatattgttg

114/116

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



tctgaagaaa
aatttaaaaa
tctaccaact
ctagtgttga
agcgg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
attaatcgat
tatatataaa
aacgatcgat
ttatttgtat
tctcatgaac
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gttagctatg
tattgaagat
tgtaactatt
aaataccatc
tagttcttga
attgttttga

tctggatgta

gtaaatgtgg

taagtactga
taaagagttt
gacactatat

ccagtgttac

56
300
ADN

44726

cagtattttg
cctttttgtt
tgcttctctt

tcacatagtc

Oryza sativa

56

cctccgatcece
ccctttegea
ctatcactga
accgtcaaat
cctatatata
57

892
ADN

cttaattacc
cgtacttata
tatgatatga
aaaagtttct

actagtttaa

Nicotiana tabacum

57

ttttttttcc
tgaatcttga
tttaactatt
ctactttgtt
attaaaaacc
tgcaatatgt
ttttactact

ggattataat

ctttaatatt
tgattgattg
ttggatagag
atctcatatc
tgaaagtatt
tcttttaagt
cgggaaaact

gcctttctcet

atgcattgat
gctctcctta
tacatacgta

tttgctcatt

ataccattac
ctatgttttg
ttgatccatc
tccacttgtyg

tttgctgtca

ttaatgtatt
ttggtctgac
gtctgtttga
tggttggaac
gtgcaaaaag
aataggtgtt

ggatagttgg

gccatctgcet

34

ctgcttgttt
cctcctgatg
tcttgctcga

tcattgtaat

accatgcatc
tcatacatat
agcctgatct
ttaataatta

attgaacatg

tcttgtaata
tacagctggg
tgtgatgttc
atgagcaatt
atgctaggaa
ttgtaagaag
atacttatta

ctttgtattt

gttgtaacaa
gtatctagta
tgccttctcece

gcagatacca

aatatccata
atatgtgtcg
ctgtatcttg
gctactctca

atgatcgatg

tttgtttgtyg
ttttgtgtta
ttgattataa
tcatttctcc
tgagactatc
tctacgcagt
tgtataggaa

tgtgtaaagc

115/116

1680

1740

1800

1860

1865

60

120

180

240

300

60

120

180

240

300

360

420

480



ttggcatgcc
tagacacttg
tggttagcag
tccteetttt
ctcctceccecttt
tgacatctgt

tgtttcatga

tctcgtcaga
ctcgtttctg
ttggctgcta
gtgctttgtg
ttcaatggta
gatattttca

atttccataa

44726

tagccatcgce
cctttgtcac
tttaacttgt
cttcttcata
gagaggaaga
tagtaaggtt

gcgtaatacc

taccgtacat
attgacccag
atgttaaaac
aaagaaagaa
acagataatt
ttgtttttte

atagttcttt

35

tcttttaaga
catcatataa
aattgatttt
aacatacatt
ttattgctge
ctttttattt

tatttgctac

atgaagcact
tctgaaagat
catgtgtatc
cggttgtgct
tgtaggtatt

agttcaagat

ag

116/116

540
600
660
720
780
840

892





