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Linh vue ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén Iinh vuc sinh hoc phan tir thyc vat va thao tac di truyén thuc
vét. Cu thé hon, sang ché dé cap dén cac phan tit ADN hitu ich dé didu bién su biéu hién

gen & thuc vat.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Céc yéu t6 diéu hoa 1a cac yéu t6 di truyén didu chinh hoat dong cta gen bang cach
diéu chinh qua trinh phién ma ctia phan tit ADN c6 thé phién ma duogc lién két theo cach
hoat dong. Cac yéu td nhu vy c6 thé bao gdm céc trinh tw khéi ddu, trinh tu din dau,
intron va cic viing khong dich ma 3° va réat hitu ich trong linh vuc sinh hoc phan tir thuc

vat va thao tac di truyén thue vat.
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Sang ché dé xuit cac yéu t6 didu hoa gen tong hop méi dé sir dung trong thyc vit.
Sang ché ciing dé xuit cdc phan tir va ciu tric ADN téi td hop bao gdm cac yéu té didu
hoa. Sang ché ciling dé xuit cac té bao thuc vat, thue vat va hat giéng chuyén gen bao gdbm
cac yéu to diéu hoa tong hop. Theo mot phuong 4n, cac yéu tb diéu hoa téng hop dugc lién
két theo cach hoat dong v6i phan tir ADN c6 thé phién ma khéc loai. Sang ché ciing dé
xuét phuong phap sir dung cac yéu t6 didu hoa tong hop va phwong phap san xuit va sir
dung cac phan tir ADN t4i to hop bao gdm céc yéu t6 diéu hoa tong hop va té bao thuc vat,
thuc vat va hat gidng chuyén gen bao gom cac yéu t6 diéu hoa téng hop c6 thé lién két theo

cach hoat dong véi phan tir ADN c6 thé phién ma.

Do d6, theo mot khia canh, sang ché dé xuat phan tir ADN tai td hop bao gbém trinh
tuw ADN dugc chon tir nhom bao gém: (a) trinh tu c6 mirc déng nhét trinh tu it nhit 85 phén
trim v6i trinh tu bat ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45; (b) trinh tu bao gdm trinh tu
bat ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45; va (c) doan cia trinh tu bt ky trong sé SEQ
ID NO:1-29 va 43-45, trong d6 doan niy c6 hoat tinh diéu hoa gen; trong d6 trinh tw dugc
lién két theo cach hoat dong véi phan tr ADN c6 thé phién ma khac loai. “Phén tit ADN

c6 thé phién ma khéc loai”, c6 nghia 1 phan tir ADN c6 thé phién ma 1a khéc loai ddi véi
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trinh tir polynucleotit ma né duoc lién két theo cach hoat dong. Theo cac phuong 4n cu thé,
phan tir ADN t4i t6 hgp bao gdm trinh tw ADN c¢6 mirc ddng nhét trinh tur it nhat 90 phén
trdm, it nhat 91 phan tram, it nhit 92 phan tram, it nh4t 93 phan tram, it nhit 94 phan tram,
it nhat 95 phan trdm, it nhat 96 phan trim, it nhit 97 phan tram, it nhat 98 phan tram, hodc
it nhat 99 phan trim so véi trinh tw ADN cua trinh tu bat ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va
43-45. Theo cac phwong an cu thé, trinh tu ADN bao gém yéu t6 diéu hoa. Theo mot s6
phuong 4an, yéu té didu hoa bao gdm trinh ty khéi ddu. Theo cac phwong 4an khac nita, phan
ttt ADN c¢6 thé phién mé khac loai bao gdm gen duoc quan tim vé néng hoc, nhu gen c6
kha nang khang thudc diét c¢6 & thue vat, hodc gen c6 kha ning khang siu bénh & thuc vat.
Theo céc phwong 4n khac nita, sang ché dé xuit cu triic bao gdm phén tir ADN tai td hop

nhu dugce dé xuit & day.

Theo mot khia canh khac, dugce dé xuit & day la cac té bao thuc vat chuyén gen bao
gb6m phan tir ADN tai t6 hop bao gdm trinh tw ADN duoc chon tir nhém gom: (a) trinh tu
¢6 mirc ddng nhat trinh tu it nhat 85 phan tram véi trinh tw bt ky trong s6 SEQ ID NO:1-
29 va 43-45; (b) trinh ty bao gdm trinh tu bt ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45; va
(¢) doan cua trinh tu bt ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45, trong d6 doan nay c6 hoat
tinh diéu hoa gen; trong do6 trinh ty ADN dugc li€én két theo cach hoat dong v6i phan tir
ADN c¢6 thé phién ma khéc loai. Theo mét sb phuong éan nhét dinh, té bao thuc vat chuyén
gen la té bao thuc vat mot 14 mam. Theo céc phuong an khéc, té bao thuc vt chuyén gen

1a té bao thuc vat hai 14 mam.

Theo mdt khia canh khac nira, duoc dé xuit & day la thuc vat chuyén gen, hodc bo
phén cia nd, bao gf”)m phan tr ADN téi td hop bao gém trinh tw ADN duoc chon tir nhom
gbém: (a) trinh ty c6 mirc dong nhét trinh ty it nhat 85 phan tram véi trinh tu bit ky trong
s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45; (b) trinh tu bao gbdm trinh tu bit ki trong s6 SEQ ID NO:1-
29 va 43-45; va (c) doan cua trinh tu bat ky trong s6 SEQ ID NO:1-29 va 43-45, trong d6
doan nay co hoat tinh diéu hoa gen; trong do trinh ty duogc lién két theo cach hoat dong véi
phén tir ADN c¢6 thé phién ma khac loai. Theo cac phwong 4n cu thé, thuc vat chuyén gen
1a thuc vat thé hé sau ctia thé hé bat ky ma bao gom phan tir ADN téi t& hop. Hat giéng
chuyén gen bao gdm phan tir ADN t4i t& hgp ma tao ra thuc vat chuyén gen khi duoc trong

cling duoc dé xuat & day.

Theo khia canh khac, sang ché dé xudt phuong phap san xut san phdm hang hoa

bao gém budc thu duoc thue vat chuyén gen hodc bo phén ctia n6é ¢6 chtra phan tt ADN
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tai t6 hop theo sang ché va san xuét san phdm hang hoéa tir d6. Theo mot phuong 4an, san

phém hang hoa 1a hat giéng, hat, cac bd phén thuc vat, dau va bot tho.

Theo khia canh khac nita, sang ché d& xuit phurong phap san xuét thuc vat chuyén
gen bao gdm phan tir ADN ti t6 hop theo sang ché bao gdm budc bién nap té bao thuc vat
bang phan tir ADN tai to hop theo sang ché dé tao ra t& bao thuc vét dugc bién nap va tai
tao thuc vat chuyén gen tur té bao thuc vat da dugc bién nap.

MO ta vén tit cac trinh tu

SEQ ID NO:1 14 trinh ty ADN ctia nhém yéu t6 biéu hién didu hoa tong hop (EXP),
EXP-At.GSP442 nno+At.Cyco:3 bao gbm trinh tu khdi diu tong hop (P-
At.GSP442.nno:2), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tu dan dau téng hop (L-
At.GSP442.nno:1), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron (I-At.Cyco:2).

SEQ ID NO:2 14 trinh ty khoi du tong hop, P-At.GSP442 nno:2.
SEQ ID NO:3 12 trinh ty ddn d4u tong hop, L-At.GSP442.nno:1.

SEQ ID NO:4 1a trinh tw ADN cia EXP téng hop, EXP-At.GSP571 bao gdm trinh
tu khéi dau téng hop (P-At.GSP571.nno:5), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ vo6i trinh
tu dén dau téng hop (L-At.GSP571.nno:1).

SEQ ID NO:5 1a trinh ty khoi dau tong hop, P-At.GSP571.nno:5.
SEQ ID NO:6 12 trinh ty ddn dau tong hop, L-At.GSP571.nno:1.

SEQ ID NO:7 la trinh ty ADN ctia nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa tong hop (EXP),
EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2 bao gdm trinh tw khéi dau téng hop (P-
At.GSP571.nno:5), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i trinh tu dan dau téng hop (L-
At.GSP571.nno:1), duge lién két theo cach hoat dong 5° v6i intron (I-At.Cyco:2).

SEQ ID NO:8 l trinh tw ADN ctia nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa tong hop (EXP),
EXP-At.GSP571.nn0+At.GSI21.nn0:10 bao gbébm trinh tw khoi dau téng hop (P-
At.GSP571.nno:5), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh tu din dau téng hop (L-
At.GSP571.nno:1), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron tong hop (I-
At.GSI21.nno:2).

SEQ ID NO:9 1a trinh ty intron tong hop, I-At.GSI21.nno:2.
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SEQ ID NO:10 la trinh tyr ADN cua EXP téng hop, EXP-
At.GSP571.nno+At.GSI102.nno:1 bao gbébm trinh tu khoi déu tong hop (P-
At.GSP571.nno:5), duoc lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh tu dan dau téng hop (L-
At.GSP571.nno:1), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron tong hop (I-
At.GSI102.nno:1).

SEQ ID NO:11 1a trinh ty intron tong hop, I-At.GSI102.nno:1.

SEQ ID NO:12 1a trinh tw ADN cua EXP téng hop, EXP-At.GSP564 bao gbém trinh
tu khaoi dau téng hop (P-At.GSP564.nno:3), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh
tu dAn dau téng hop (L-At.GSP564.nno:1).

SEQ ID NO:13 1a trinh ti khéi dau tong hop, P-At.GSP564.nno:3.
SEQ ID NO:14 1a trinh tu d4n dau tong hop, L-At.GSP564 .nno:1.

SEQ ID NO:15 1a trinh ty ADN cua EXP tong hop, EXP-
At.GSP564.nno+At.Cyco:2 bao gém trinh tw khéi dau tong hop (P-At.GSP564.nno:3),
duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh ty dan dau tong hop (L-At.GSP564.nno:1),
dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron (I-At.Cyco:2).

SEQ ID NO:16 1a trinh ty ADN caa EXP téng hop, EXP-
At.GSP564.nn0+At.GSI17.0n0:2 bao gdém trinh tu khéi dau tong hop (P-
At.GSP564.nn0:3), duge lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh tw dan dau tong hop (L-
At.GSP564.nno:1), duoc lién két theo cach hoat dong 5° voéi intron téng hop (I-
At.GSI17.nno:1).

SEQ ID NO:17 1a trinh tu intron téng hop, I-At.GSI17.nno:1.

SEQ ID NO:18 1a trinh ty ADN cia EXP tong hop, EXP-
At.GSP564.nn0+At.GSI102.nno:1 bao gbébm trinh ty khéi ddu téng hop (P-
At.GSP564.nn0:3), dugce lién két theo cach hoat dong 5 véi trinh tw dan dau tong hop (L-
At.GSP564.nno:1), duoc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i1 intron téng hop (I-
At.GSI102.nno:1).

SEQ ID NO:19 12 trinh tw ADN cta EXP tong hop, EXP-At.GSP579 bao gdm trinh
tir khoi ddu tong hop (P-At.GSP579.nno:2), duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh
tu din dau téng hop (L-At.GSP579.nno:1).

SEQ ID NO:20 1a trinh tu khoi ddu tong hop, P-At.GSP579.nno:2.
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SEQ ID NO:21 1a trinh ty d4n dau téng hgp, L-At.GSP579.nno:1.

SEQ 1D .NO:22 la trinh ty ADN cia EXP tong hop, EXP-
At.GSP579.nno+At.GSI102.nn0:3 bao gbébm trinh tw khéi déu tong hop (P-
At.GSP579.nn0:2), duge lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tu din dau tong hop (L-
At.GSP579.nno:1), duoc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i intron téng hop (I-
At.GSI102.nno:1).

SEQ ID NO:23 la trinh ty ADN cua EXP tong hop, EXP-
At.GSP571.nn0o+At.GSP442.nno+At.Cyco:1 bao gdm trinh tu khoi dau dang kham téng
hop (P-At.GSP571/442, gdm trinh tyr tang cudng tong hop (E-At.GSP571.nno:1) duoc lién
két theo cach hoat dong 5° véi trinh ti khoi déu téng hop (P-At.GSP442.1nn0:2)), duoc
lién két theo cach hoat déng 5’ véi trinh tu din dau téng hop (L-At.GSP442.nno:1), dugc
lién két theo cach hoat dong 5° vai trinh tw dan dau (L-At.Cyco-1:1:2), duoc lién két theo
cach hoat dong 5’ véi intron (I-At.Cyco:2).

SEQ ID NO:24 1a trinh ty ting cuong téng hop, E-At.GSP571.nno:1.

SEQ ID NO:25 1a trinh tw ADN cua trinh tu khoi dau dang kham téng hop, P-
At.GSP571/442 gbm trinh ty ting cuong tong hop (E-At.GSP571.nno:1) dugce lién két theo
cach hoat dong 5° véi trinh ty khéi du tong hop (P-At.GSP442.nno:2).

SEQ ID NO:26 la trinh tr ADN cia EXP tong hop, EXP-
At.GSP576.nn0+At.GSI17.nn0:3 bao gdm trinh tw khoi ddu téng hop (P-
At.GSP576.nn0:4), dugc lién két theo cach hoat déng 5° v6i trinh tu dan dau tong hop (L-
At.GSP576.nno:2), duoc lién két theo cach hoat dong 5 véi intron téng hop (I-
At.GSI17.nno:1).

SEQ ID NO:27 1a trinh ty khoi ddu tong hop, P-At.GSP576.nno:4.
SEQ ID NO:28 1a trinh ty dan dau tong hop, L-At.GSP576.nn0:2.
SEQ ID NO:29 12 3" UTR téng hop, T-Zm.GST59.nno:1.

SEQ ID NO:30 14 trinh ty ADN cua EXP tong hop, EXP-At.GSP221+At.Cyco:3
bao gdm trinh tr khéi déu tong hop (P-At.GSP221:3), duoc lién két theo cach hoat dong
5’ v6i trinh t dAn dau tong hop (L-At.GSP221:1), duoc lién két theo cach hoat dong 5°
v6i intron (I-At.Cyco:2).

SEQ ID NO:31 1a trinh tu khoi du tong hop, P-At.GSP221:3.
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SEQ ID NO:32 1a trinh tu d4n dau téng hop, L-At.GSP221:1.

SEQ ID NO:33 1a trinh tu intron, I-At.Cyco:2 thu dugc tir gen VIa duéi don vi

Xytocrom ¢ oxidaza tir Arabidopsis.

SEQ ID NO:34 1a trinh tg 3" UTR, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 thu dugc tir gen Sali3 cua

Medicago truncatula.

SEQ ID NO:35 1a trinh ty 3" UTR, T-Mt.Oxr-1:2:1 thu duoc tir gen protein
oxidoreductaza (OXR) gia dinh tr Medicago truncatula.

SEQ ID NO:36 la trinh tuy 3" UTR, T-Gb.FbL2:1 thu duoc tir gen FbLate-2

Gossypium barbadense.

SEQIDNO:37 latrinh tw 3" UTR, T-Mt.RD22-1:2:1 thu duoc tir gen RD22 protein

khir nude-dap ung tu Medicago truncatula.

SEQ ID NO:38 la trinh ty ADN cia EXP thu dugc tr gen VIa duéi don vi
Xytocrom c¢ oxidaza tir Arabidopsis, EXP-At.Cyco:1:1 bao gdm trinh tu khéi déu (P-
At.Cyco-1:1:2), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tur dan dau (L-At.Cyco-
1:1:2), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron (I-At.Cyco-1:1:1).

SEQ ID NO:39 la trinh tu khéi dau, P-At.Cyco-1:1:2 thu dugc tir gen VIa dudi don

vi Xytocrom c oxidaza tir Arabidopsis.

SEQ ID NO:40 1a trinh tir ddn dau, L-At.Cyco-1:1:2 thu dugce tir gen VIa dudi don

vi Xytocrom ¢ oxidaza tir Arabidopsis.

SEQ ID NO:41 1a trinh tu intron, I-At.Cyco-1:1:1 thu dugc tir gen VIa duéi don vi

Xytocrom ¢ oxidaza tir Arabidopsis.

SEQ ID NO:42 1a trinh tu ma hoa déi véi B-glucuronidaza (GUS) v6i intron c6 thé
xur ly thu dugc tir gen ST-LS1 dédc hiéu mo cam Gng anh sdng tir khoai tdy (s6 truy cap

Genbank: X04753).

SEQ ID NO:43 la trinh tu ADN ctia EXP, EXP-At.GSP442+L-I-At.Cyco bao g6m
trinh tu khéi dau téng hop, P-At.GSP442.nno:2, dugc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i
trinh tu dan dau téng hop, L-At.GSP442.nno:1, dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi
trinh tu dan dau, L-At.Cyco-1:1:2, ma duogc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron, I-
At.Cyco:2.



48423 7/82

SEQ ID NO:44 1a trinh ty ADN ctia 3" UTR tong hop, T-Zm.GST7.nno:2.

SEQ ID NO:45 1a trinh tu ADN ctua EXP, EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1 bao
gém trinh tw khéi dau téng hop, P-At.GSP564.nno:3, duoc lién két theo cach hoat dong 5’
v6i trinh tu dan dau téng hop, L-At.GSP564.nno:1, ma duoc lién két theo cach hoat dong
5’ v6i intron, I-At.Cyco:2.

SEQ ID NO:46 1a trinh tw ADN cta EXP, EXP-CaMV.35S bao gdm trinh tu dan
dAu va trinh tr khoi dau 35S thu duoc tir virut kham stp lo.

SEQ ID NO:47 1a trinh ty ADN cua intron, [-Zm.DnaK:1, thu dugc tir gen protein
70 (Hsp70) s6¢ nhiét (DnaK) tir Zea mays.

SEQ ID NO:48 14 trinh ty ADN ctia 3° UTR, T-Os.LTP:1, thu dugc tir gen gibng
protein van chuyén lipit (LTP) tir Oryza sativa.

SEQ ID NO:49 1a trinh tw ma héa d6i v6i protein huynh quang luciferaza NanoLuc®
(Promega, Madison, WI 53711), Nluc ma dugc thao tac di truyén béng tién hoa dinh huéng

tir luciferaza tom bién sau (Oplophorus gacilirostris).

SEQ ID NO:50 14 trinh tw ADN cia EXP, EXP-At.Bglu21+At.Cyco:2 bao gdm
trinh ty khoi ddu va trinh tr din diu cua gen beta-glucuronidaza 21 tir Arabidopsis
thaliana, duge lién két theo cach hoat dong 5° v6i intron, I-At.Cyco-1:1:1.

SEQ ID NO:51 la trinh tw ADN ctia EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 bao gém
trinh tu khoi dau 35S duoc tang cuong cua virut kham sup lo, dugc lién két theo cach hoat
dong 5° voi trinh ty dAn dAu ciia gen protein 70 sdc nhiét (HSP70) tir Petunia x hybrid.

SEQ ID NO:52 1a trinh tu ADN cta EXP, EXP-Gm.Sphas1:1:1 bao gbm trinh ty khoi
dAu va trinh tw d4n ddu cua gen dau tién 7S alpha ctia d4u twong.

SEQ ID NO:53 la trinh tu ADN ctua EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 bao
gbm trinh tu khoi dau 35S duge ting cwdng clia virut kham sap lo, dugc lién két theo cach
hoat dong 5° vdi intron, I-Zm.DnaK:1.

SEQ ID NO:54 1a trinh twy ADN ma héa protein luciferaza (LUCIFERASE:1:3) thu

duoc tir Photinus pyralis (dom dom).

SEQ ID NO:55 1a trinh tu ADN cta 3° UTR, T-AGRtu.nos-1:1:13 thu dugc tir gen

Agrobacterium tumefaciens nopalin synthaza.



48423 8/82

SEQ ID NO:56 1a trinh ty ADN cua EXP, EXP-CaMV.35S-enh-Lhcbl bao gdm trinh
tw khéi ddu 35S duge ting cudng cia virut kham sip lo, dugc lién két theo cach hoat dong
5° vé6i trinh tw din dau cua gen lién két chat diép luc a/b cuia phirc hop tap hop anh séng

cua Triticum aestivum (1Ga mi).

SEQ ID NO:57 la trinh ty ADN ma hoéa protein luciferaza (CR-Ren.hRenilla Lucife-
0:0:1) thu dugc tr Renilla reniformis (Sea Pansy).
M3 ta chi tiét sang ché
Sang ché dé xuét cac yéu t6 diéu hoa tong hop co hoat tinh diéu hoa gen & thue vat.
Trinh tu nucleotit cua cac yéu té diéu hoa tdng hop nay duoc dé xuat dudi dang SEQ ID
NO:1-32 va SEQ ID NO:43-45. Cac yéu t6 didu hoa tdng hop nay c6 kha ning anh huéng
dén su biéu hién ctia phan tit ADN cé thé phién ma dugc lién két theo cach hoat dong trong
cac mo thuc vat, va do do diéu chinh su biéu hién gen cla gen chuyén duoc lién két theo
cach hoat dong trong cdy chuyén gen. Sang ché ciing dé xudt cac phuong phap cai bién,
san xuAt va sir dung cac phan tir ADN tai td hop c6 chira cac yéu td diéu hoa téng hop duoc
dé xut. Séng ché cling dé xuét cac ché phém bao gém cac té bao thuc vat, thuc vat, bo
phan caa thuc vét va hat gidng chuyén gen chtta phan tir ADN tai t6 hop theo sang ché, va

cac phuong phap dé diéu ché va sir dung chung.

Céc dinh nghia va phuong phap sau ddy duge dé xudt dé xac dinh ro hon sang ché
va huéng din ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc niy dé thuc hanh séng ché. Trir
khi c6 ghi cha khéc, cac thuat ngir s& dugc hiéu theo cach st dung thong thuong béi nguoi

¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc lién quan.
Céc phan tt ADN

Nhu dugc st dung 6 day, thuat nglt “ADN” hodc “phan tt ADN” dung dé chi phan
ttt ADN soi kép c6 ngudn gdc thudc hé gen hoic tong hop, tic 1a polyme clia cac bazo
deoxyribonucleotit hodc phan tir ADN, duoc doc tir dau 5° (nguoc dong) dén dau 3’ (xuoi
dong). Nhu dugc sir dung & day, thuat ngit “trinh tw ADN” dé cap dén trinh tu nucleotit
cta phan tdt ADN. Danh phép duoc st dung & day twong ung véi Ti€u dé 37 ctia Bo luét
cac quy dinh lién bang Hoa Ky (the United States Code of Federal Regulations) § 1.822 va
duoc néu trong cac bang trong Tiéu chudn WIPO ST.25 (WIPO Standard ST.25 ) (1998),
Phu luc 2, Bang 1 va 3.
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Nhu duge st dung & ddy, “phan tir ADN tai t6 hop” 13 phan tir ADN bao gom sy
két hop ctia cac phan tir ADN ma khong ton tai trong tw nhién cling nhau ma khong cé su
can thiép ciia con ngudi. Vi du, phan tir ADN t4i to hop c6 thé 1a phan tir ADN bao gbm it
nhét hai phan tit ADN khac loai v6i nhau, phan tir ADN bao gdm trinh ty ADN khac v6i
trinh tu ADN t6n tai trong tu nhién, phan tt ADN bao gdm trinh ty ADN téng hop hoic
phan tt ADN da dugec tich hop vao ADN cua t& bao chi bang cach bién nap gen hodc chinh

sua gen.

Nhu duoc sir dung ¢ day, "trinh ty nucleotit téng hop" hay “trinh tu nucleotit nhan
tao” 1a trinh tu nucleotit khong dugc biét dén 1a ton tai trong tu nhién, tic 1a n6 khong ton
tai trong tu nhién hodc khong tén tai ma khong c6 sw can thiép clia con ngudi. Cac yéu tb
diéu hoa gen theo sang ché bao gdm céc trinh tw nucleotit téng hop. Tt hon 13, cac trinh
tu nucleotit tong hop chung nhau it hoic khong c6 mic dong nhat mé rong véi céc trinh
tu tu nhién. Mirc twong déng mé rong trong bdi canh nay thuong dé cap dén murc dong

nhét trinh tr 100% kéo dai vuot qua khoang 25 nucleotit ctia trinh tu lién tuc.

Trong don nay, su tham chiéu dén “phan t¢ ADN dugc phan 14p”, hodc thuat ngit
hodc cum tir trong duong, dugc dy dinh nghia 1a phan tr ADN chi tdn tai mot minh hoac
két hop véi cac ché pham khac, nhung khong phai trong mi truong tw nhién cla né. Vi
du, cac yéu td axit nucleic nhu trinh tw ma hoa, trinh tu intron, trinh ty dan dau chua duge
dich ma4, trinh tu khoi dAu, trinh tu két thuc phién ma, va tuong tu, dugc tim théy trong tu
nhién trong ADN cua bd gen cia sinh vét khong duoc coi 1 “dugc phan lap” mién 1a yéu
t6 nay nam trong bd gen clia sinh vét va tai vi tri trong bd gen ma né dugc tim thiy trong
tu nhién. Tuy nhién, mdi yéu té ndy, va cac phan tir con ctia cac yéu td nay sé& 1a “dugc
phén 1ap” trong pham vi cua phin mb ta nay mién 14 yéu t6 d6 khong nam trong bd gen
clia sinh vat va tai vi tri trong bd gen ma n6 duge tim thay trong tw nhién. Theo mot phuong
4n, thuat ngit “duoc phén 14p” diing dé chi phan tir ADN dugc tach ra it nht mot phan khoi
mot sb axit nucleic thudng ndm bén suon phan tir ADN & trang thai bam sinh hodc ty nhién
ctia n6. Do d6, cac phan tir ADN dugc dung hop véi cac trinh tir diéu hoa hodc ma héa ma
chung khong thuong dugc lién két cung, vi du nhu 14 két qua ciia cac ky thuat tai t6 hop,
dugc coi 1a dugce phan 14p trong tai liéu nay. Cac phan tir nhu vay dugc coi la duoc phan
1ap khi dugc tich hop vao nhiém séc thé cta té bao cht hodc hién dién trong dung dich axit
nucleic v6i cac phan tir ADN khéc, trong d6 chiing khong ¢ trang thai tu nhién. Déi véi

muc dich cia phin mé ta nay, trinh ty nucleotit chuyén gen bat ky, tirc 1a trinh ty nucleotit
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cua ADN duogc cai xen vao bd gen cua céc té bao cua thuc vat hodc vi khuén, hoac hién
dién trong vecto ngoai nhiém sic thé, s& dugce coi 1a trinh tu nucleotit dugc phén 13p du
cho n6 c6 mit trong plasmid hodc cAu trac twong tu dugc st dung dé bién nap cac té bao,
trong bd gen cua thuc vat hodc vi khudn, hoic hién dién véi sb lugng c6 thé phat hién dugce
trong cac mo, thé hé sau, miu sinh hoc hoic c4c san phém hang hoéa thu dugc tir thue vat

hodc vi khuan.

Nhu duge sit dung & ddy, thuat ngir “mutc dong nhét trinh ty” ding dé chi mérc do
ma hai trinh tu polynucleotit duoc sap thang hang tdi wu hodc hai trinh tu polypeptit duwoc
sap thang hang t&i uu 1a gidng hét nhau. Sy sap thing hang trinh tu t6i wru dugc tao ra bang
cach sip thing hang thii cong hai trinh tw, vi du, trinh ty tham chiéu va trinh ty khac, dé t6i
da hoa sb lugng nucleotit pht hop khi sdp thang hang trinh tw sw cai xen, x6a hodc khoang
trng nucleotit bén trong thich hop. Nhu duge st dung & day, thuat ngit “trinh tu tham
chiéu” d& cap dén trinh tw ADN dugc dé xuit du6i dang SEQ ID NO: 1-32 va SEQ ID NO:
43-45.

Nhu dugce st dung & day, thuat ngtr “phén tram mirc déng nhét trinh tu” hodc “phén
trim mirc déng nhéat” hodc “% muc dong nhat” 1 phin twong dong duge nhan véi 100.
“Phan ddng nhat” dbi vai trinh tw dugc sip thang hang t6i wu v6i mot trinh tw tham chiéu
1a s6 lugng cac nucleotit phit hop khi sip thing hang t6i wu, chia cho tong s nucleotit
trong trinh ty tham chiéu, vi du, téng sb nucleotit trong toan bo chiéu dai cia toan b0 trinh
tu tham chiéu. Do d6, theo mot phuong an, sang ché dé xuét phan tir ADN bao gém trinh
tu ma khi dwoc sip thing hang t6i wu v6i trinh tu tham chiéu, dugc dé xuit & ddy & dang
trinh tu bit ky trong s6 SEQ ID NO: 1-32 va SEQ ID NO: 43-45, ¢6 muc dong nhat it nhit
khoang 85 phan tram, tuong dong it nhat khoang 86 phan trim, tuong ddng it nhat khoang
87 phén tram, trong ddng it nhit khoang 88 phan trim, twong dong it nhit khoang 89 phin
tram, twong dong it nhit khoang 90 phan tram, tvong dong it nhat khoang 91 phan tram,
twrong dong it nhit khoang 92 phan tram, tuong dong it nhat khoang 93 phan tram, tuong
ddng it nhat khoang 94 phan tram, twong dong it nhat khoang 95 phan tram, twong ddng it
nhit khoang 96 phan tram, trong dong it nhat khoang 97 phan trim, twong dong it nhat
khoang 98 phén tram, tuong dong it nhat khoang 99 phan trim, twong dong it nhat khoang
100 phén tram so v&i trinh tw tham chiéu. Theo cac phuong an cu thé khac nita, trinh tw c6
phin trim mirc ddng nhat so vdi trinh ty bt ky trong s6 SEQ ID NO: 1-32 va SEQ ID NO:
43-45 ¢6 thé duge dinh nghia 13 biéu hién hoat tinh cta trinh ty khoi dau duoc s¢ hiru béi
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trinh tw bat ddu ma né bat ngudn. Trinh ty ¢6 phan traim mic ddng nhat véi trinh ty bit ky
trong s6 SEQ ID NO: 1-32 va SEQ ID NO: 43-45 ¢6 thé bao gdm thém mét “trinh ty khéi
dAu tdi thiéu” ma cung cip mirc d6 phién ma co ban va bao gdm mét hop TATA hoic trinh
tu tuong duong dé nhan biét va lién két phirc hop ARN polymeraza IT dé bat diu phién ma.
Céc yéu tb diéu hoa

Céac yéu t6 didu hoa nhu trinh tw khoi dau, trinh ty din dau (con dugc goi 1a 5°
UTR), trinh tu tang cudng, intron, va ving cham dirt phién ma (hoic 3> UTR) déng mot
phén khong thé thiéu trong biéu hién tong thé ciia gen trong té bao séng. Thuat ngir “yéu
t6 didu hoa”, nhu duoc str dung & day, c6 nghia 1a mot phan tir ADN c6 hoat tinh diéu hoa
gen. Thuat nglt “hoat tinh diéu hoa gen”, nhu dugc st dung ¢ day, dé cap dén kha nang
anh hudéng dén sy biéu hién ctia mot phan tirt ADN c6 thé phién ma duoc lién két theo cach
hoat dong, vi du nhu béng cach anh huong dén su phién ma va/hodc dich ma cia phan ti
ADN c6 thé phién ma duoc lién két theo cach hoat dong. Cac yéu té diéu hoa, nhu trinh ty
khéi dau, trinh tu din dau, trinh tu tdng cuong, intron, va 3’ UTR hoat dong trong thuc vat

rét hitu ich dé cai bién kiéu hinh thuc vét théng qua thao tac di truyén.

Nhu duogc st dung ¢ day, “nhom yéu td biéu hién diéu hoa” hodc trinh tu “EXP” ¢6
thé dé cap dén mot nhém cac yéu t6 diéu hoa duoc lién két theo cach hoat dong, nhu trinh
tu tang cuong, trinh ty khéi d4u, trinh tu dan dau, va intron. Vi du, nhém yéu td biéu hién
didu hoa c6 thé bao gdm, vi du, trinh ty khoi dau dugce lién két theo cach hoat dong 5’ voi
trinh ty dan dau. Cac EXP hitu ich trong viéc thuc hanh sang ché bao g@)m SEQ ID NO:1,
4,7,8,10, 12, 15, 16, 18, 19, 22, 23, 26, 30, 43 va 45.

Cac yéu td diéu hoa c6 thé duge dic trung béi kiéu biéu hién gen clia chung, vi du,
tac dong tich cuc va/hodc ti€u cuc nhu biéu hién cAu trac hodc biéu hién thoi gian, khong
gian, phat trién, mo, moi treong, sinh ly, bénh ly, chu ky té bao va/hoac biéu hién dap tng
v& mat hoa hoc, va su két hop bit ky ciia chung, ciing nhu bang cac chi din dinh luong
hodc dinh tinh. Nhu duge st dung & ddy, “kiéu biéu hién gen” 14 kiéu phién ma bat ky cua
phan t¢ ADN duoc lién két theo cach hoat dong trong phéan tir ARN duoc phién ma. Phan
tt ARN dugc phién ma cé thé duoc dich ma dé tao ra phan tr protein hodc c6 thé tao ra
doan dbi nghia hodc phan tir ARN diéu hoa khac, nhu ARN sgi kép (dsARN), ARN vén
chuyén (tARN), ARN ribosom (rARN), microARN (miARN), va cac dang turong tw
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Nhu dwoc st dung & dy, thuat ngit “biéu hién protein” 1 kiéu dich ma bt ky cua
phan tir ARN dugc phién ma thanh phén ti protein. Biéu hién protein c6 thé dugc dic trung
béi cac dic tinh thoi gian, khong gian, phat trién hodc hinh thai clia né, ciing nhur béi cac
chi dan dinh lvong hoic dinh tinh.

Trinh tu khéi ddu 1 hitu ich 1am yéu t6 diéu hoa dé diéu chinh sy biéu hién cua

phan tir ADN c6 thé phién ma dugc lién két theo cach hoat dong. Nhur dugc st dung & day,

N
A

thuat ngtt “trinh ty khéi dau”, thuong chi phan tr ADN c6 lién quan dén su nhan biét va
lién két ciia ARN polymeraza II va cac protein khac, nhu cac yéu td phién ma tac dong
kiéu trans, dé bit dau phién ma. Trinh tu khoi dau ban dau c6 thé duoc phan 1ap tir ving
khong dichma 5° (5 UTR) ctia mdt ban sao bo gen cua gen. Theo cach khdc, trinh tu khéi
dau c6 thé 1a cac phan tr ADN duoc san xuét tong hop hodc duoc thao tac bang tay. Trinh
tu khoi dau cling c6 thé 1a dang kham. Trinh ty khéi dau dang kham dugc tao ra thong qua
sw dung hop ctia hai hodc nhidu phan tir ADN khac loai. Trinh tu khéi dAu hitu ich trong
viée thuc hanh sang ché bao gdm céc yéu t6 trinh tu khéi dau bao gdm trinh tir bat ky trong
s6 SEQID: 2, 5, 13, 20, 25, 27, 31 va 39 hoic cac doan hodc bién thé ciia chiing. Theo céac
phuong an cu thé cua sang ché, cac phén ti ADN dugc yéu cAu bao ho va cac bién thé hoac
dan xuit bat ky ctia chung nhu dugc md ta trong tai liéu nay, duoc dinh nghia thém 14 bao
gém hoat dong cua trinh tu khéi dau, tic 1a c6 kha nang hoat dong nhu mat trinh tu khéi
dAu trong té bao chi, nhu trong thue vat chuyén gen. Theo cac phwong an cu thé khéc nita,
mdt doan c6 thé dugc dinh nghia 1 biéu hién hoat dong cia trinh khéi dau duoc sé hiru
b6i phén ti khoi dau bit dau ma né co ngudn gbc, hodc mot doan c6 thé bao gdbm “trinh tur
khéi dau tdi thiéu” ma cung cip mirc dd phién ma co ban va bao gdbm mot hop TATA hodc
trinh tw DNA tuong duong dé nhan biét va lién két phirc hgp ARN polymeraza IT dé bat
dAu phién ma.

Theo mdt phuong an, cac doan cua trinh tu khoi dau dugc mo ta & day duoc dé xut.
Cac doan cua trinh tu khoi dau c6 thé bao g@)m hoat dong khéi dau, nhu néu trén, va c6 thé
12 hitu ich mot minh hoac két hop véi trinh tu khéi dau khac va cac doan cia trinh tu khoi
dau, nhu trinh tu khéi dau chu truc dang kham, hodc két hop véi cac yéu t6 biéu hién khac
va cac doan cua yéu td biéu hién. Theo cac phuong an cu thé, cac doan cua trinh tu khéi
diu dugc dé xuét bao gdm it nhit khoang 50, it nhit khoang 75, it nhat khoang 95, it nhat
khoang 100, it nh4t khoang 125, it nhit khoang 150, it nhit khoang 175, it nhat khoang
200, it nhit khoang 225, it nhat khoang 250, it nhat khoang 275, it nhat khoang 300, it nhét
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khoang 500, it nh4t khoang 600, it nhit khoang 700, it nhit khoang 750, it nhit khoang
800, it nhét khoang 900, hoac it nhit khoang 1000 nucleotit lién tuc, hodc dai hon, cua
phan tit ADN c6 hoat dong khoi d4u nhu duoc mo ta & ddy. Theo cac phuong an nhét dinh,
sang ché dé xuit cac doan cia trinh tu khéi dau dugc dé xuét & day, c6 hoat dong cua trinh
tu ¢6 chidu dai ddy du. Cac phuong phap san xuét cac doan nhu vay tir phan tir trinh tu

khéi dAu bt dau 1a duoc biét rd trong linh vuc nay.

Céc ché phdm thu duoc tir cac yéu t6 khoi ddu bit ky dugc bao gdm trong trinh tur
bat k¥ trong s6 SEQ ID NO:2, 5, 13, 20, 25, 27, 31 va 39, nhu x6a bén trong hodc 5°, vi
du, ¢6 thé dugc tao béng cac phuong phép da biét trong linh vuc nay dé cai thién hoac thay
dbi su biéu hién, bao gém béng cach loai bd cac yéu td c6 tac dong tich cuc hodc ti€u cuc
dén sy biéu hién; nhan d6i cac yéu t ¢6 tac dong tich cuc hodc tiéu cuc dén su biéu hién;
va/hodc nhan doi hodc loai bo cc yéu tb c¢6 anh hudng dic hiéu mé hodc té bao ddi véi su
biéu hién. Cac ché phim thu dugc tir yéu t6 khéi dau bat ky duogc bao gdm trong trinh tur
bat ky trong s6 SEQ ID NO:2, 5, 13, 20, 25, 27, 31 va 39 bao gdbm x6a 3’ trong d6 phan tir
hop TATA hodc trinh ty tuong duong ctia né va trinh tw xudi dong duoc loai bé co thé
duogc st dung, vi du, dé tao ra cac yéu td tdng cuong. Viéc x6a thém cod thé duoc thuc hién
dé loai bo yéu 6 bat ky c6 tac dong tich cuc hodc tiéu cuc; dic hidu mo; dic hiéu té bao;
hodc dic hiéu thoi gian (nhu, nhung khong gidi han &, nhip sinh hoc) déi v6i su biéu hién.
Céc yéu t6 khoi dau bat ky dugc bao gbm trong trinh ty bat ky trong s6 SEQ ID NO:2, 5,
13, 20, 25, 27, 31 va 39 va c4c doan hodc trinh tu ting cudng c¢6 ngudn gdc tir d6 co6 thé

dugc st dung dé tao ra cac ché pham yeéu to diéu hoa phién ma dang kham.

Theo séng ché, trinh tu khéi diu hodc doan trinh tu khéi ddu c6 thé dugc phan tich
v& sy hién dién ctia cac yéu t6 khéi dau da biét, te 13, cac ddc diém trinh tw ADN, nhu hop
TATA va cac motif vi tri lién két yéu t& phién ma da biét khac. Viéc xac dinh cac yéu t6
khoi dau da biét nhu vy c6 thé duge sir dung boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc dé thiét ké cac bién thé cua trinh ty khoi ddu c6 mau biéu hién twong tu nhu trinh khai

dau ban dau.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “trinh ty din dau” dé cap dén phan tr ADN
dugc phéan 1ap tir ving 5° chua dugce dich ma (5° UTR) mét gen va dugce dinh nghia chung
12 mot doan nucleotit giita vi tri bat dau phién ma (TSS) va vi tri bat diu trinh ty ma hoa
protein. Theo cach khéc, trinh tu dan diu co thé 1a yéu t6 ADN duoc téng hop hodc duogc

thao tac bang tay. Trinh tu din dau c6 thé dugc sir dung nhur mot yéu t6 diéu hoa 5’ dé didu
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chinh biu hién ctia phan tir ADN c¢6 thé phién ma dugc lién két theo cach hoat ddng. Cac
phén tir dan diu c6 thé dwoc sir dung véi trinh tw khéi dau khac loai hodc véi trinh tu khoi
dau tu nhién ciia chung. Cac trinh ty ddn du hiru ich trong viéc thuc hanh sang ché bao
gdm SEQ ID NO:3, 6, 14, 21, 28, 32 va 40; hoic yéu té din d4u bat ky dugc bao gdm trong
trinh tu bat ky trong sé6 SEQ ID NO:1, 4, 7, 8, 10, 12, 15, 16, 18, 19, 22, 23, 26, 30, 43 va
45 hodac cac doan hoac cac bién thé cua chung. Theo cic phuong an cu thé, cac trinh tu
ADN nhu vy c6 thé duge dinh nghia 12 ¢6 kha nang dong vai tro 13 trinh tu dan dau trong
mot té bao chi, bao gdm, vi du, té bao thuc vat chuyén gen. Theo mot phuong 4n, céc trinh

tu nhu vay duogc gidi ma & dang bao gém hoat dong cua trinh ty dan dau.

Céc trinh tu dan dau (con dugc goi la 5" UTR) c6 mat & dang SEQ ID NO:3, 6, 14,
21, 28, 32 va 40 hodc yéu t6 din diu bit ky dugc bao gdm trong trinh tu bat ky trong sd
SEQ ID NO:1, 4, 7, 8, 10, 12, 15, 16, 18, 19, 22, 23, 26, 30 va 43 ¢6 thé bao gdm cac yéu
td diéu hoa, hodc co thé chép nhan céc cu tric tht cép ma c6 thé co tac dong dbi véi su
phién ma hodc dich ma ctia phan tir ADN c6 thé phién ma dugc lién két theo cach hoat
dong. Cac trinh ty din dau c6 mat & dang SEQ ID NO:3, 6, 14, 21, 28, 32 va 40 hoic yéu
t6 dan du bat ky dugce bao gém trong trinh tu bét ky trong sb SEQ ID NO:1, 4, 7, 8, 10,
12, 15, 16, 18, 19, 22, 23, 26, 30, 43 va 45 c¢6 thé dugc sir dung theo sang ché dé tao ra cac
yéu t6 diéu hoa kham ma anh huéng dén sy phién ma hoic dich ma cta phan tir ADN c¢6

thé phién ma dugc lién két theo cach hoat dong.

Nhu dugc st dung & déy, thuat ngir “intron” dung dé chi phan tir ADN c6 thé duoc
phan lap hodc dugc nhan dang tir mot gen va co thé dugc dinh nghia chung 1a ving duogc
cit ni trong qua trinh xur 1y cia ARN thong tin (mARN) tru6e khi dich ma. Theo cach
khac, intron c6 thé 1a yéu t6 ADN téng hop hoidc duoc thao tac bang tay. Intron c6 thé chira
cac yéu tb tang cuong c6 tac dung phién ma cic gen lién két theo cach hoat dong. Intron
¢6 thé duoc sir dung nhu mot yéu té didu hoa dé diéu chinh biéu hién ctia phan tir ADN c6
thé phién ma dugc lién két theo cach hoat dong. Mot cAu tric c6 thé chira mét intron va
intron c6 thé hodc khong thé khac loai v6i phan tir ADN c6 thé phién ma. Vi du vé céac

intron duoc biét dén trong linh vurc nay bao gdm intron actin gao va intron HSP70 ngé.

O thuc vat, viéc dua mdt s6 intron vao cau triic gen dan dén ting mARN va tich liiy
protein so v6i cau tric thiéu intron. Hiéu img nay da dugc goi 1a “su tdng cuong qua trung
gian intron” (intron mediated enhancement-IME) cta biéu hién gen. Cac intron dugc biét

dén dé kich thich sy biéu hién & thuc vat da dugc xac dinh trong cac gen ngo (vi du, tubAl,
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Adhl, Sh1 va Ubil), trong cac gen laa (vi du, tpi) va trong cic gen thuc vit hai 14 mam
nhu cac gen tir cdy thude 1a canh (vi du, rbeS), khoai tay (vi du: st-Is1) va tir Arabidopsis
thaliana (vi du: ubq3 va patl). D4 chimg minh dwoc riang viéc x6a hodc dot bién trong cac
vi tri ghép cua intron lam gidm biéu hién gen, chi ra ring viéc ghép c6 thé can thiét cho
IME. Tuy nhién, IME & thuc vt hai 14 mam da dugc chimg minh bang céc dot bién diém
trong cac vi tri ghép clia gen patl tir 4. thaliana. Nhiéu cach st dung ctia cling mét intron
trong mot thuc vat dd duge chimg minh 1a ¢6 nhugc diém. Trong nhitng trudng hop do,
can phai c6 mot tip hop cac yéu t6 kiém soat co ban dé xay dung cic yéu t6 ADN tai tb
hop thich hop. Céc intron lam vi du hitu ich trong viéc thuc hanh séng ché dugc trinh bay
duédi dang SEQID NO: 9, 11, 17, 33 va 41.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngir “phan tir két thic phién ma 3°”, “ving khong
dich ma 3°” hodc “3° UTR” ding dé chi phan tir ADN dugc st dung trong qua trinh phién
ma dbi véi viing khong dich ma chira phan 3’ ctia phan tt mARN. Ving khong dich ma 3°
cua phan tt mARN co thé duoc tao ra boi su phén tach cu thé va polyadenyl héa 3°, con
duoc goi 12 dudi polyA. 3" UTR c6 thé duoc lién két theo cach hoat dong v6i va nim xubi
dong cua phan tir ADN c6 thé phién ma va c6 thé bao gdm tin hiéu polyadenyl hoa va cac
tin hiéu diéu hoa khac c6 kha ning anh huong dén sy phién ma, xir Iy mARN, hodc biéu
hién gen. Cac dudi polyA dugc cho 1a c6 chirc ning 6n dinh mARN va bét diu su dich ma.
Vi du vé phan tir két thiic phién ma 3’ trong linh vurc ndy 1a viing nopalin synthaza 3’; viing
hsp17 3” IGa mi, viung 3” dudi don vi nho rubisco ciia cay ddu Ha lan, ving E6 3° cia ciy

bong, va coixin 3 UTR.

3" UTR thuong tim thdy cach sir dung c6 lgi dé biéu hién tai to hop cac phan tir
ADN dic hiéu. 3" UTR yéu c6 tiém ning tao ra su doc hét, ma c6 thé anh huéng dén su
biéu hién cta phéan tt ADN nam trong cac catxet biéu hién 1an can. Kiém soat thich hop
viéc chAm dut phién mé c6 thé ngan viéc doc hét cac trinh tuy ADN (vi du, cac catxet biéu
hién khac) duoc dinh vi xudi dong va con c6 thé cho phép tai ché ARN polymeraza hiéu
qué dé cai thién sy biéu hién gen. Két thic hiéu qua sw phién ma (gidi phéng ARN
polymeraza II tir ADN) l1a diéu kién tién quyét dé bét dau lai qua trinh phién ma va do d6
anh hudng truc tiép dén mic do phién ma tong thé. Sau khi két thic phién ma, mARN
thuan thuc duoc giai phong khéi vi tri tdng hop va miu duoc van chuyén dén té bao chat.
Cac mARN cua sinh vét ¢6 nhan dién hinh duogc tich lity duéi dang poly(A) in vivo, giy
kho khan cho viéc phat hién cac vi tri két thic phién ma bang cac phuong phap thong
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thuong. Tuy nhién, viéc du doan cdc 3’ UTR chirc ndng va hi¢u qua bang cac phuong phap
tin sinh hoc 12 kho khin & chd khong c6 trinh tr ADN dugc bao toan cho phép du doan dé
dang vé& 3> UTR hiéu qua.

Tir quan diém thuc té, thong thuong c6 lgi khi 3° UTR duge st dung trong catxet
bidu hién c6 céc dac diém sau. Piu tién, 3’ UTR phai c6 kha nang két thic hiéu qua qua
trinh phién ma cua gen chuyén va ngan chin viéc doc hét ban phién ma vao trinh ty ADN
bat ky 1an cin ma c6 thé bao gdm mét catxet biéu hién khac nhu trong trudng hgp cé nhiéu
catxet biéu hién cu tru trong mdt ADN chuyén (T-ADN) hoic ADN nhiém sdc thé 1an cin
ma T-ADN da duogc cai xen vao. Thir hai, 3° UTR khong dugc lam giam hoat dong phién
ma do trinh tu khéi dau, trinh tu dn dau, trinh tu tang cuong va intron dugc st dung dé
thac déy su biéu hién cua phan tt ADN. Cubi cung, trong cong ngh¢ sinh hoc thuc vat, 3’
UTR thuong duge s dung dé mdi céc phan ung khuéch dai cia ARN phién ma ngugc
duoc chiét xudt tir thuc vét da dugc bién nap va dugce stir dung dé: (1) danh gia hoat dong
phién ma hodc biéu hién cta bang catxet biéu hién khi dugc tich hop vao nhiém sic thé
thue vat ; (2) danh gia sé lugng ban sao clia phan cai xen trong ADN thuc vat; va (3) danh
gi4 tinh trang tiép hop giao tir clia hat gidng thu dugc sau khi nhan gidng. 3° UTR ciing
duogc str dung trong cac phan Gng khuéch dai ADN dugc chiét xut tir thuc vat da duogc
bién nap dé mo ta tinh nguyén ven ctia catxet dugc cai xen. 3° UTR hitu ich trong viéc thuc

hanh sang ché dugc trinh bay dudi dang SEQ ID NO: 29, 34, 35, 36, 37 va 44.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat nglt “trinh tu tdng cuong” hodc “yéu t6 ting cudong”
dé cap dén yéu t6 diéu hoa tac dong cis, con dugc goi la yéu td cis, 1a mot khia canh cia
toan bd kiéu biéu hién, nhung thuong 1a khong di diéu khién phién ma, ctia phan tir ADN
¢6 thé phién ma duoc lién két theo cach hoat dong. Khong gibng cac trinh tu khéi dau, cac
yéu t6 ting cuong thuong khong bao gdm vi tri bat ddu phién ma (TSS) hoidc hop TATA
hodc trinh tu ADN tuong duong. Trinh tu khoi dau hoic doan khai dau vé& mit tu nhién c6
thé bao gbm mot hodc nhiéu cac yéu t6 ting cudong ma anh huéng dén sy phién ma cia
trinh tu ADN duoc lién két theo cach hoat dong. Yéu tb tang cuong con co thé duoc dung
hop v6i trinh ty khoi dau dé tao thanh yéu t6 cis trinh tw khéi dau dang kham, 12 mot khia
canh cta toan bd viéc diéu bién su biéu hién gen. Vi du vé yéu t6 tang cudng thu duge tir
trinh tu khoi dau tdng hop, P-At.GSP571.nn0:5 (SEQ ID NO:5) duge dé xuat 1a SEQ ID
NO:24 (E-At.GSP571.nno:1).
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Nhiéu yéu t6 ting cudng trinh ti khoi dau duoc cho 13 lién két cac protein lién két
ADN va/hoac anh hudng dén cAu trac lién két cua ADN, tao ra cAu hinh cuc bd cho phép
chon loc hodc han ché su tiép can cua ARN polymeraza vao mau ADN hodc tao diéu kién
cho viéc mé chon loc chudi xodn kép tai vi tri bat diu phién ma. Yéu té ting cudng co thé
1am chire ning lién két cac yéu t phién ma dé diéu hoa phién ma. Mot s6 yéu to ting cudng
lién két v4i nhiéu hon mot yéu t6 phién ma, va cac yéu té phién ma co thé twong tac voi
céc 4i luc khac nhau v6i nhiéu hon mét mién trinh tu ting cudong. Cac yéu td ting cudng
¢6 thé dugce nhan dang nho mot sb k¥ thuét, bao gém su phan tich khuyét doan, tirc 1a, x6a
b6 mot hodc nhidu nucleotit tir diu 5” hodc bén trong dén trinh tw khdi du; phan tich
protein lién két ADN bang cach sir dung ddu &n ADNaza I; can thiép metyl hoa; thir nghiém
dich chuyén dién di; ddu 4n bo gen in vivo bang phan tmg chudi polymeraza (polymeraza
chain reaction-PCR) qua trung gian that nit; va cac thir nghiém thong thudong khac hoic
bang cach phan tich muc déng nhat trinh ty ADN sir dung motif yéu t cis da biét hodc cac
yéu t6 ting cuong & dang trinh tu dich hoic motif dich v&i cdc phuong phap so sanh trinh
tu ADN thong thuong, nhu BLAST. Ciu triic chinh x4c clia mién trinh ti ting curong con
c6 thé duge thir nghiém bang cach gy dot bién (hodc thé) mét hodc nhiéu nucleotit hodc
béng cac phwong phép thong thuong khéac da biét trong linh vuc nay. Cac yéu tb ting cudng
c6 thé thu dugc bang tdng hop héa hoc hodc bing cach phan 1ap tir cac yéu td didu hoa ma
bao gdm céc yéu t6 nay, va chung co6 thé duge tong hop biang nucleotit chin dau bd sung
chira vi tri enzym gi6i han hiru ich dé tao diéu kién thuan lgi cho thao tac tiép theo. Do do,
md hinh, céu trac, va st dung cac yéu tb tang cuong theo cac phwong phéap durge md ta &
day dé diéu bién su biéu hién cac phan tir ADN c6 thé phién ma duoc lién két theo cach
hoat dong dugc bao gdm boi sang ché. Trinh ty tang cuong hiru ich lam vi du dé thuc hanh

sang ché dugc trinh bay duéi dang SEQ ID NO:24.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “kham” dé cip dén phan tir ADN don dugc tao
ra bang cach dung hop phan tit ADN thir nhit v6i phan tr ADN thit hai, trong d6 phén tir
ADN tht nhit 13n tht hai déu thuong khong thdy trong tu nhién véi cdu hinh d6, tuc 1a
dugce dung hop véi nhau. Do d6, phan tr ADN kham la phan tr ADN méi thuong khong
thdy trong tw nhién. Nhu duoc st dung & déy, thuét ngit “trinh tw khéi diu dang kham” dé
cap dén trinh tu khéi diu duoc tao ra nho su thao tic nhu vay dbi véi cac phan tit ADN.
Trinh tu khoi diu dang kham c6 thé két hop hai hodc nhidu doan ADN chéng han, dung

hop trinh tu khoi dau véi yéu to ting cuong. Do do, ki€u, cau truc, va st dung céc trinh tu
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khéi diu dang kham theo cac phuong phap duge mo ta & ddy dé didu bién su biéu hién cta
cac phan td ADN co6 thé phién ma duoc lién két theo cach hoat dong dugce bao gém boi
sang ché. Trinh tw khoi dau dang kham lam vi du duoc trinh bay & day dudi dang SEQ ID
NO:25 (P-At.GSP571/442).

Céac yéu té didu hoa dang kham c6 thé dugc thiét ké dé bao gdm cac yéu té clu
thanh khac nhau c6 thé dugc lién két theo cach hoat dong bang nhiéu phuong phép khéc
nhau da biét trong linh vuc ndy, nhu phan cit va thit enzym han ché, tach dong doc lap véi
tht, lip rap mo-dun cic san pham PCR trong qua trinh khuéch dai, hodc tong hop héa hoc
truc tiép cac yéu té diéu hoa, ciing nhu cac phuong phap khic da biét trong linh vuc nay.
Céc yéu t6 didu hoa dang kham khac nhau thu duge c6 thé 12 bao gém cac yéu té gidng
nhau, hodc cac bién thé cia cac yéu té ciu thanh giéng nhau, nhung khac nhau vé trinh tu
ADN hoac trinh tr ADN bao gém trinh tu ADN lién két hodc cac trinh tu cho phép cac bo
phan cAu thanh duoc lién két theo cach hoat dong. Theo sang ché, cac trinh ty ADN duogc
d& xut dudi dang SEQ ID NO:1-32 va SEQ ID NO:43-45 c6 thé tao ra céc trinh tir tham
chiéu yéu té diéu hoa, trong d6 cac yéu t6 cdu thanh bao gdm trinh tw tham chiéu c6 thé
duoc nbi bing cac phuong phap da biét trong linh vuc nay va cé thé bao gom thay thé, x6a
va/hodc cai xen mot hoac nhiéu nucleotit hodc cac dot bién xay ra ty nhién trong qué trinh

bién nap t€ bao thuc vat va vi khuan.

Nhu duogce sir dung & ddy, thuat ngit “bién thé” dé cap dén phan tir ADN thit hai, yéu
t6 diéu hoa nay 1a trong ché pham twong tw v6i, nhung khong gidng v6i phan tor ADN thir
nhét, va trong d6 phan tit ADN thér hai vAn con do chiic néi chung, tic 1a kiéu biéu hién
gidng nhau hodc twong tu, vi du nho khong it thi nhiéu hoat déng phién ma tuong duong,
ctia phan tir ADN thir nhit. Bién thé c6 thé 1a phién ban ngan hon hoic bi cat b6t clia phan
tr ADN thtr nhat hodc phién ban thay ddi cia trinh tu ctia phan tir ADN thir nhat, nhu mt
phién ban véi céc vi tri enzym han ché khac nhau va/hodc su x6a bo, thay thé, hodc cai xen
bén trong. “Bién thé” con c¢6 thé bao gdm yéu t6 diéu hoa co trinh tu nucleotit bao gbm su
thé, x6a bo, hoic cai xen mot hodc nhiéu nucleotit cua trinh tu tham chiéu, trong do yéu td
diéu hoa thu dugc c6 hoat dong phién ma hodc dich ma khong it thi nhiéu hon hodc hoat
dong phién ma hodc dich ma tuong duwong so véi phan tur diéu hoa gdc twong tmg. Theo
sang ché, trinh tu polynucleotit durgc dé xuét ¢ dang SEQ ID NO:1-32 va SEQ ID NO:43-
45 ¢6 thé duge st dung dé tao ra cac bién thé ma tuong tu trong ché pham, nhung khéng

gidng vdi trinh ty ADN ciia yéu t6 diéu hoa goc, trong khi van gitt d§ chirc n6i chung, tic
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1a ki€u bi€u hién giong nhau hodc tuong tu, cla yeu to diéu hoa goc. Vi€c tao ra cac bien
thé nay cuia sang ché nam trong hiéu bi€t ciia chuyén gia trong linh vuc nay dua vao phan

mo ta va dugc bao gom trong pham vi cia sang ché.

Hi€u qua cua viéc cai bién, sao chép, hodc x6a duge mo ta trong tai liu nay vé cac
khia canh biéu hién mong mudn ctia mot gen chuyén cu thé c6 thé dwgc kiém tra bang thuc
nghiém trong céc thir nghiém thuc vat 4n dinh va tam thoi, nhu duoc mo ta trong ph?m vi
du thuc hién sang ché, dé xac nhan két qua, ma c6 thé thay dbi tiry thudc vao nhitng thay

dbi dugc thuc hién va muc tiéu cla su thay dbi trong phan tr ADN ban dau.
CAu tric

Nhu duoc st dung & day, thudt ngit “cdu trac” c6 nghia 1a phan tir ADN t4i t6 hop
bat ky nhu plasmid, cosmid, virut, thé thuc khuan, hozc phan tir ADN hoic ARN thing
hodc vong, thu dugc tir ngudn bat ky, c6 kha nang tich hop bd gen hodc sao chép tu chi,
bao gdbm phan tir ADN trong d6 it nhat mot phan tir ADN da dugc lién két véi mot phan ti
ADN khéc theo cach hoat déng chirc ning, tirc 14 lién két theo cach hoat dong. Nhu duoc
sir dung & day, thuat ngir “vecto” c6 nghia la cu tric bat ky c6 thé dugc sir dung cho muc
dich bién nap, tirc 1a dua ADN hodc ARN khéc loai vao té bao chu. Mot ciu tric thuong
bao gém mdt hodc nhiéu catxet biéu hién. Nhu duoc st dung ¢ day, “catxet biéu hién” dé
cap dén phan tir ADN bao gdm it nhat mét phan tir ADN c6 thé phién ma duoc lién két
theo cach hoat dong v6i mot hodc nhiéu yéu t diéu hoa, thuong it nhat 12 trinh tu khoi dau
va 3" UTR.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “dugc lién két hoat dong” dé cap dén phén ti
ADN thir nhit dugc ndi voi phan tir ADN thi hai, trong d6 phan tir ADN thir nhat va thir
hai duoc sip xép sao cho phan tr ADN thir nhat anh huéng dén chtrc ning cta phan tir
ADN thi hai. Hai phan tit ADN c6 thé hodc khong thé 1a mot phan ctia mot phan tir ADN
lién k& va c6 thé hoac khong thé 1a 1ién k&. Vi du, trinh ty khoi ddu duge lién két theo cach
hoat dong v6i phan tir ADN ¢6 thé phién ma néu trinh ty khéi dau diéu bién su phién ma
ctia phan tir ADN c¢6 thé phién ma dugc quan tdm trong té bao. Trinh tu dan dau, vi du,
duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu ADN khi né ¢6 kha ning anh huéng dén sy

phién ma hodc dich ma cua trinh tw ADN.

CAu trac theo sang ché co thé dugc dé xuét, theo mot phuong an, & dang chu trac

bién plasmid tao khbi u kép (Ti) c6 ving bién phai (RB hodc AGRtu.RB) va bién trai (LB
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hoic AGRtu.LB) ctia Ti plasmid dugc phan lap tir Agrobacterium tumefaciens bao gdm T-
ADN, cung v6i cac phan ti van chuyén dugce d& xudt boi té bao A. tumefaciens, cho phép
tich hgp T-ADN vao b gen cua té bao thuc vat (xem, vi du, patent My sb 6,603,061). Cac
cAu trac nay ciing c6 thé chira cac doan ADN khung plasmid cung cip chirc ning sao chép
va lua chon khang sinh trong céc té bao vi khuan, vi du, ngudn gdc sao chép Escherichia
coli nhu ori322, nguén géc sao chép pham vi vat chd rong nhu oriV hodc oriRi, va viung
ma hoa dbi v6i mot gen danh du c6 thé chon loc nhu Spec/Strp ma héa cho gen danh ddu
Tn7 aminoglycosite adenyltransferaza (aadA) tao ra tinh khang v6i spectinomycin hodc
streptomycin, hodc gen danh dau chon loc dugc gentamicin (Gm, Gent). Dé bién nap thuc
vét, chung vi khuan chu thuong 13 4. tumefaciens ABI, C58, hoic LBA4404, tuy nhién céc
ching khac dugc biét dbi v6i chuyén gia trong linh vure bién nap thuc vat c6 thé thuc hién

chirc nang theo sang ché.

Céc phuong phéap da biét trong linh vuc nay dé lap rap va dua cic cu tric vao
trong mot t& bao sao cho phan tir ADN ¢6 thé phién ma duoc sao chép thanh mot phan tir
mARN chtic nang dugc dich va dugce biéu hién & dang protein. Péi véi viee thuc hanh
sang ché, cic ché phim va phuong phap thong thuong dé diéu ché va st dung cac ciu tric
va té bao chu dwogc biét ro d6i v6i chuyén gia trong linh vue nay. Vecto dién hinh hiru ich
cho su biéu hién cia axit nucleic & thuc vét bac cao 1a dd biét trong linh vuc ndy va bao
gbm vecto thu duoc tir Ti plasmid ctia Agrobacterium tumefaciens va vecto diéu khién vén

chuyén pCaMVCN.

Cac yéu tb diéu hoa khac nhau c¢6 thé duge bao gdm trong mét cau tric, bao gdm
yéu t6 bat ky trong sb cac yéu t6 duge dé xuit & day. Yéu té diéu hoa bat ky nhu vay c6
thé dugc dé xuit két hop véi cac yéu td diéu hoa khac. Su két hop nhu vay c6 thé duoc
thiét ké hodc cai bién dé tao ra cac ddu hiéu diéu hoa mong mubn. Theo mot phuong an,
cac cAu tric cua sang ché bao gdm it nhat mot yéu té didu hoa duoc lién két theo cach hoat

dong v6i phan tir ADN c6 thé phién ma dugc lién két v6i 3" UTR.

CAu trac theo sang ché c6 thé bao gdm trinh ty khoi dau hodc dan du bét ky dugc
dé xuit & day hodc da biét trong linh vuc nay. Vi du, trinh tu khéi dau theo sang ché co thé
duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu dan dau 5 khong dich ma khéc loai nhu
trinh ty dan dau thu duoc tir gen protein sbc nhiét. Theo cach khac, trinh tu dan dau theo
sang ché ¢6 thé duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu khoi dau khac loai nhu trinh

tu khéi dau ban sao 35S virut kham stp lo.
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Céc catxet biéu hién ciing c6 thé bao gom trinh tw ma héa peptit van chuyén ma
ma héa mot peptit hitu ich cho viéc nhim dich té bao phu cua protein dugc lién két theo
cach hoat dong, dac biét 1a luc lap, lap thé tring hodc co quan té bao plastid khac; ty thé;
peroxisom; khong bao; hodc mot vi tri ngoai bao. Nhiéu protein khu trt luc lap dugc biéu
hién tir cac gen hat nhén 1a tién chat va dugc nhim dich dén luc lap bang mot peptit van
chuyén luc lap (chloroplast transit peptit-CTP). Vi du vé cac protein luc lap dwogc phan lap
nhu vdy bao gom, nhung khong giéi han &, nhitng protein lién quan dén du6i don vi nho
(small subunit-SSU) cua ribuloza-1,5,-bisphosphat carboxylaza, ferredoxin, ferredoxin
oxyoreductaza, protein phitc hgp tdp hop anh sang I va protein II, thioredoxin F, va
enolpyruvyl shikimate phosphat synthaza (enolpyruvyl shikimate phosphate synthase-
EPSPS). Peptit van chuyén luc lap durge mo ta, vi du, trong patent My s6 7,193,133 Nguoi
ta da chimg minh ring céac protein khong luc lap c6 thé dugc nhdm dich vao luc lap bang
biéu hién cua CTP khéc loai lién két theo cach hoat dong voi gen chuyén ma hoa protein

khong luc lap.
Céc phén tr ADN c6 thé phién ma

Nhu duge st dung & day, thuat ngit “phéan tir ADN c6 thé phién ma” dé cap dén
phén t&r ADN bét ky c6 kha ning dugc phién ma thanh phan tir ARN, bao gdm, nhung
khong gidi han &, cAc phan i ¢6 cac trinh tu ma hoa protein va cdc phan tir tao ra cac phan
ttr ARN c6 céc trinh tu hitu ich dé e ché gen. Loai phan tir ADN nay c6 thé bao gdm,
nhung khong giéi han &, phén tir ADN tir cing mot loai thue vat, phan tr ADN tir mét loai
thuc vat khac, phan tir ADN tur sinh vat khac nhau, hodc phan tit ADN téng hop, nhu phan
&t ADN chira thong tin d6i nghia cia gen, hodc phan tt ADN ma hoa phién ban nhan tao,
tbng hop hodc stra d6i khac ctia gen chuyén. Céc phan tir ADN c6 thé phién ma lam vi du
dé hop nhat vao cac cAu truc ciia sang ché bao gom, vi du, cac phan tir ADN hodc cac gen
tir mot loai khong phai 1a loai ma phéan tdt ADN duoc hop nhit vao hodc cac gen c6 ngudn
gbc tlr, hodc c6 mit trong cung mot lodi, nhung dugc hop nhit vao céc té bao nhan bing

cac phuwong phép thao tac di truyén thay vi k§ thuat nhan gibng co dién.

“Gen chuyén” d& cap dén phan tir ADN c6 thé phién ma khéac loai véi té bao chii
it nhat 1a v& vi trf ctia n6 trong bd gen cua té bao chi va/hodc phan tt ADN c¢6 thé phién
ma duogc hop nhét nhan tao vao bd gen cua té bao chu trong thé hé hién tai hodc thé hé

trude bat ky cia té bao.
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Yéu t6 diu hoa, nhu trinh tw khéi dau tdng hop ctia sang ché, c6 thé duoc lién két
theo cach hoat dong véi phan tir ADN co thé phién ma khac loai. Nhu dugc st dung ¢ day,
thuat ngtr “khéac loai” dé cap dén su két hop cua hai hodc nhiéu phan t& ADN khi su két
hop nhu vay thuong khong dugc tim thdy binh thudng trong twr nhién. Vi duy, hai phan tir
ADN c¢6 thé thu duoc tir cac loai khac nhau va/hodc hai phan tir ADN c6 thé thu duoc tir
cac gen khac nhau, vi duy, cdc gen khéac nhau tir cing mot loai hodc cic gen gidng nhau tir
céc loai khac nhau, hodc mét trong cac phén tir ADN c6 thé duge tong hop va khong tim
thdy trong tu nhién. Yéu t6 didu hoa 12 khac loai dbi véi phan tir ADN c6 thé phién ma
duoc lien két theo cach hoat dong néu su két hop nhu vay thuong khong duge tim thiy
trong tu nhién, tic 1a, phan tt ADN c6 thé phién ma khong ton tai trong tw nhién dugc lién

két theo cach hoat dong véi yéu t diéu hoa.

No6i chung, phan tir ADN c¢6 thé phién ma c6 thé 1a phan tir ADN bat ky ma su
biéu hién ctia ban sao duoc mong mudn. Sy biéu hién nhu vay cuia ban sao co thé dan dén
dich ma phan t&r mARN thu dugc, va do do biéu hién protein. Theo cach khéc, vi du, phan
tt ADN ¢6 thé phién ma c6 thé duoc thiét ké dé cubi cing gay ra biéu hién gidm ctia mot
gen hodc protein cu thé. Theo mot phuong én, diéu nay co thé duoc thuc hién béng cach
stt dung phén tir ADN c6 thé phién ma dugc dinh huéng theo huéng ddi nghia. Chuyén gia
trong linh vuc nay quen thudc véi viéc stt dung k¥ thuat dbi nghia nhu vay. Gen bat ky c6
thé dugc diéu hoa mot cach tiéu cuc theo cach nay, va theo mot phuong an, phan t¢t ADN
c6 thé phién ma c6 thé dugc thiét ké dé rc ché gen cu thé thong qua su biéu hién ciia phan

tir dSARN, siARN hodc miARN.

Do d6, mdt phuong 4n cta sang ché 13 phan tir ADN tai t6 hop bao g6m yéu té
diéu hoa cua sang ché, nhu cac yéu t6 dugc dé xut dudi dang SEQ ID NO:1-32 va SEQ
ID NO:43-45, duge lién két theo cach hoat dong véi phan tir ADN c6 thé phién ma khac
loai d diéu bién sy phién ma phéan tr ADN c6 thé phién ma v6i mitc mong mudn hoc
theo kidu mong mudn khi ciu tric duge hop nhit vao bd gen cua té bao thuc vat chuyén
gen. Theo mdt phuwong an, phan tot ADN c6 thé phién ma bao gdm ving ma hoa protein
cta gen va theo phuong an khac, phan trt ADN ¢6 thé phién ma bao gdm ving dbi nghia

cua gen.
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Céc gen dugce quan tdm vé mit nong hoc

Phan tir ADN c¢6 thé phién ma c6 thé 1a gen dwgc quan tAm vé mit nong hoc. Nhu
duoc sir dung ¢ day, thuat nglr “gen dugc quan tim v& mit néng hoc” dé cap dén phan tir
ADN c6 thé phién ma ma, khi dugc biéu hién trong mot loai mo, té bao hoic loai té bao
thuc vat cu thé, s& tao ra mot dic tinh mong mudn. San phém cua gen dugc quan tdm vé
mit nong hoc c6 thé hoat dong trong thuc vét dé gay anh huong dén hinh thai, sinh ly, ting
trudng, phét trién, nang suét, thanh phan hat, profin dinh dudng, khang bénh hodc khang
sdu bénh, va/hodc dung nap mdi truong hodc hoa hoc hoac co thé hoat dong nhu mot tac
nhan trir sdu trong ché do an cua mot loai sdu bénh an thuc vat. Theo mot phuong an cta
sang ché, yéu td didu hoa ciia sang ché duoc dua vao céu tric sao cho yéu t6 diéu hoa dugc
lién két theo cach hoat dong v6i phan tt ADN ¢6 thé phién ma ma 1a gen dugc quan tdm
vé mat néng hoc. Trong thuc vat chuyén gen chira cdu triic nhu vy, su biéu hién cuia gen
dugc quan tam vé mit ndng hoc co thé tao ra mot dic diém ndng hoc co loi. Mot dac diém
nong hoc ¢6 19i c6 thé bao gbm, vi du, nhung khong gi6i han &, kha ning dung nap thube
diét co, kiém soat con trung, ndng suét bién dbi, khéng bénh, khéng mam bénh, su tdng
treong va phat trién cua thyuc vat duogc bién ddi, ham lugng tinh bot bién dbi, ham luong
diu bién déi, ham lugng axit béo bién dbi, ham lugng protein bién doi, viéc chin clia qua
bién d6i, tang cuong dinh dudng cho dong vat va con nguoi, san xuét polyme sinh hoc,
khang ap luc moi truong, peptit dugc phdm, ci thién chit lugng ché bién, cai thién huong
vi, tién ich san xuét hat giéng lai, san xuAt chat xo dugc cai thién, va san xut nhién liéu

sinh hoc mong muon.

Céac vi du vé gen dugc quan tAm v& mit ndng hoc da biét trong linh vuc nay bao
gbm, nhung khong gi¢i han &, cac gen khang thubc diét cé (patent M§ sd 6,803,501;
6,448,476; 6,248,876; 6,225,114; 6,107,549; 5,866,775; 5,804,425; 5,633,435; va
5463,175), ting nang sudt (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), kiém so4t con trung (patent My sb 6,809,078;6,713,063; 6,686,452; 6,657,046;
6,645,497; 6,642,030; 6,639,054; 6,620,988; 6,593,293; 6,555,655; 6,538,109; 6,537,756,
6,521,442; 6,501,009; 6,468,523; 6,326,351; 6,313,378; 6,284,949, 6,281,016; 6,248,536;
6,242,241; 6,221,649, 6,177,615; 6,156,573; 6,153,814; 6,110,464; 6,093,695; 6,063,756,
6,063,597; 6,023,013; 5,959,091; 5,942,664; 5,942,658, 5,880,275; 5,763,245; va
5,763,241), khang bénh do ndm (patent M§ s6 6,653,280; 6,573,361; 6,506,962, 6,316,407,
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6,215,048 5,516,671; 5,773,696; 6,121,436; 6,316,407; va 6,506,962), khang virut (patent
M5 $6 6,617,496; 6,608,241; 6,015,940; 6,013,864; 5,850,023; va 5,304,730), khang giun
tron (patent My s6 6,228,992), khang bénh do vi khuan (patent M§ s6 5,516,671), ting
treong va phat trién thuc vat (patent My s6 6,723,897 va 6,518,488), san xuit tinh bot
(patent M§ s6 6,538,181; 6,538,179; 6,538,178; 5,750,876; 6,476,295), san xuit diu bién
dbi (patent My sb 6,444,876; 6,426,447; va 6,380,462), san xuit diu cao (patent My s
6,495,739; 5,608,149; 6,483,008; va 6,476,295), ham lugng axit béo dugc cai bién (patent
My sb 6,828,475; 6,822,141; 6,770,465; 6,706,950; 6,660,849; 6,596,538; 6,589,767;
6,537,750 6,489.461; va 6,459,018), san xuét protein cao (patent My s 6,380,466), lam
chin qua (patent M§ s6 5,512,466), taing cuong dinh dudng cho dong vat va ngudi (patent
M¥ 6 6,723,837; 6,653,530; 6,5412,59; 5,985,605; va 6,171,640), polyme sinh hoc (patent
My s6 USRE37,543; 6,228,623; va 5,958,745, va 6,946,588), chiu dugc p lwc méi truong
(patent M§ s6 6,072,103), peptit dugc va cac peptit tiét (patent My s6 6,812,379;
6,774,283; 6,140,075; va 6,080,560), dic diém ché bién duoc cai thién (patent My sb
6,476,295), kha nang ti€éu hoa dugc cdi thién (patent My s6 6,531,648) raffinoza thép
(patent M§ s6 6,166,292), san xuét enzym cong nghiép (patent My s6 5,543,576), mui vi
céi thién (patent M§ s6 6,011,199), ¢6 dinh dam (patent M¥ s6 5,229,114), san xuét hat
giéng lai (patent M¥ sb 5,689,041), san Xuit xo (patent M¥ s 6,576,818: 6,271,443,
5,981,834; va 5,869,720) va san xuét nhién liéu sinh hoc (patent M¥ s 5,998,700).

Theo cach khac, gen duge quan tdm vé mit ndng hoc ¢6 thé anh huong dén cac
ddc tinh hodc kiéu hinh thuc vét dugc dé cip 6 trén bang cach ma hoa phan tir ARN ma
gay ra su diéu bién nham dich sy biéu hién gen cua gen ngi sinh, vi du nho gen dbi nghia
(xem, vi du, patent My s6 5,107,065); ARN tic ché (“RNAI,” bao gém su diéu bién biu
hién gen béi cac co ché qua trung gian miARN-, siARN-, siARN tac dong kiéu trans, va
SARN dugc dinh pha, vi du, nhu dugc mo td trong ciac don dugc cdng bd U.S.
2006/0200878 va U.S. 2008/0066206, va trong don sang ché M§ 11/974,469); hodc cac co
ché qua trung gian ddng trc ché. ARN con c6 thé 1a phan tir ARN xc téc (vi du, ribozym
hodc cong tic ribo; xem, vi du, U.S. 2006/0200878) duoc thao tac di truyén dé phéan cit
san phdm mARN noi sinh mong mudn. Cac phwong phap 1a da biét trong linh vuc nay dé
x4y dung va dua cac cAu tric vao té bao theo cach ma phan tir ADN c6 thé phién ma dugc

phién ma thanh phén tir c6 kha nang gay ra su tc ché gen.
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Gen danh déu chon loc

Gen chuyén danh dau chon loc duge cling c6 thé dugce st dung vdi cac yéu to dicu

~, ¢

hoa cua sang ché. Nhu duoc st dung & ddy thuét ngit “gen chuyén ddnh dau chon loc dugc”
dé cap dén phan tir ADN c6 thé phién ma ma sy biéu hién ciia n6 & thuc vat chuyén gen,
mo hoic té bao, hodc sy thiéu chuing, cé thé duoc sang loc hodc tinh diém theo mot vai
cach. Gen danh diu chon loc duoc, va cic k§ thuat chon loc va sang loc lién quan cia
chung, dé sir dung trong thuc hanh sang ché 1 da biét trong linh vuc ndy va bao gdm,
nhung khong gidi han &, cac phan tt ADN c6 thé phién ma ma hoa B-glucuronidaza (GUS),
protein huynh quang xanh 14 cay (GFP), cac protein ma c6 kha nang khang khang sinh, va
cac protein c6 kha ndng dung nap thudc diét co6. Lam vi du vé gen chuyén danh dau chon

loc duogc duoc dé xuét & dang SEQ ID NO:42.
Bién nap té bao

Sang ché con dé cap dén phuong phap san xuit cac té bao va thuc vat dugc bién
nap bao gébm maot hozc nhidu yéu t6 diéu hoa duoc lién két theo cach hoat dong véi phan
tir ADN c¢6 thé phién ma.

Thuat ngit “bién nap” d& cap dén viéc dua phan tir ADN vao vat chii nhan. Nhu
duoc st dung & day, thudt ngit “vat chu” dé cap dén vi khuan, nAm, hoic thuc vat, bao gém
té bao, mé, co quan, hodc thé hé sau cua vi khuan, ndm, hodc thuc vat. Cac mé va té bao
thuc vat dugc quan tdm dac biét bao gﬁ”)m té bao tran, md seo, ré, cu, hat, than, 14, cay con,

phdi, va phan hoa.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngt “duoc bién nap”’ dé cap dén té bao, mo, co
quan, hodc sinh vat ma phan tt ADN ngoai, nhu cAu trac, da dugc dua vao do. Phan tu
ADN dugc dua vao c6 thé duge hop nhat vao ADN bd gen ciia té bao, mo, co quan, hodc
sinh vt nhan sao cho phan tt ADN dugc dua vao dugc thura hudng boi thé hé tiép theo.
Té bao hodc sinh vat “chuyén gen” hodic “dugc bién nap” con c6 thé bao gdm thé hé sau
ctia té bao hoic sinh vat va thé hé sau duoc tao ra tir chuong trinh nhan gidng sir dung sinh
vét chuyén gen nhu vy lam cha me trong lai chéo va biéu hién kiéu hinh thay dbi do su
¢6 mat cia phan tt ADN ngoai. Phan tt ADN dugc dua vao con cé thé duogc dua tam thoi
vao té bao nhan sao cho phéan tt ADN dugc dua vao khong dugc thura hudng béi thé hé
tiép theo. Thuéat ngit “chuyén gen” dé cap dén vi khuan, ndm, hoic thuc vat chira mot hodc

nhiéu phan tir ADN khac loai.
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C6 nhiu phuong phép duogc biét rd ddi voi chuyén gia trong linh vuc nay vé viée
dua cac phan tr ADN vao té bao thuc vat. Qua trinh nay thuong bao gdm cac bude chon
loc té bao chu thich hop, bién nap té bao chu béng mot vecto, va thu dugc té bao chu duge
bién nap. Cac phuong phap va vat liéu dé bién nap té bao thuc vét bang cach dua mot cu
tric thuc vat vao bd gen thuc vét trong thuc tién cia sang ché nay c6 thé bao gdm cic
phuong phap da biét rd va duge chimg minh bat ky. Cac phurong phap thich hgp bao gdm,
nhung khong gidi han & nhiém vi khuan (vi du, Agrobacterium), vecto BAC nhi phan, phan
phéi truc tiép ADN (vi du, bing cach bién nap qua trung gian PEG, hip thu ADN qua trung
gian trc ché/khr nuée, dién di, khqu v6i soi silic cacbua, va tang tdc cac hat duogc phu

ADN) va chinh stra gen (vi du, hé thng CRISPR-Cas), trong s cAc hé thng khac.

Phin md ta du tinh thém ring cac yéu t6 biéu hién tong hop dugc md ta c6 thé
duoc thao tac di truyén in planta bang cach st dung cac phuong phép chinh stra gen khac
nhau da biét trong linh vure ndy. Céc cong nghé nhu vay duge st dung dé chinh stra bo gen
bao gdm, nhung khong giéi han & ZFN (nucleaza ngén tay kém), meganucleaza, TALEN
(nucleaza tac dong gidng chit kich hoa phién ma), va hé CRISPR (hé trinh ty sip xép kiéu
lap di 1dp lai xen khoang trbng)/Cas (dugc lién két CRISPR). Céc phwong phép chinh stra
bd gen nay c6 thé duge st dung dé thay doi trinh tu yéu t6 biéu hién trong mot té bao thuc

vat thanh mot trinh tu khac.

Céc té bao chu co thé 1a té bao hodc sinh vat bat ky, nhu té bao thuc vat, té bao
tao, tdo, t€ bao ndm, nam, té€ bao vi khuan, hodc té bao con trung. Theo cac phuong én cu

thé, céc t€ bao chu va cac té bao dugc bién nap c6 theé bao gom céc té€ bao tur cac cay trong.

Sau do, thuc vat chuyén gen co thé dugc tai tao tir té bao thuc vat chuyén gen theo
sang ché. Bang céach st dung cac k§ thudt nhan giéng thong thudng hodc tw thu phén, hat
gidng c6 thé dugc tao ra tir thuc vat chuyén gen nay. Hat gidng nay, va thuc vat thé hé sau
thu dwgc duoc trong tir hat giéng nay, s& chira phan tit ADN tai t6 hop theo sang ché, va

do d6 sé 1a chuyén gen.

Thuc vat chuyén gen cua sang ché c6 thé ty thy phan dé cung cép hat gidng cho
thuc vat chuyén gen dong hop tir clia sang ché (ddng hop tir d6i v6i phan tir ADN tai td
hop) hodc lai chéo véi thuc vat khong chuyén gen hodc céac thuc vat chuyén gen khéc dé
cung cip hat giéng cho thuc vat chuyén gen di hop tir ctia sdng ché (di hop tur dbi v6i phan
tr ADN t4i t6 hop). Ca hai loai thuc vét chuyén gen dong hop tir va di hop tir nhu vy déu
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dugc goi & day la “thuc vat thé hé sau”. Thuc vat thé hé sau 1a thuc vat chuyén gen co
ngudn gbc tir thuc vat chuyén gen ban dAu va chira phan tir ADN tai tb hop theo sang ché.
Hat giéng dugc san xut bang thuc vat chuyén gen ciia sang ché c6 thé dugc thu hoach va
str dung dé trong céc thé hé thuc vat chuyén gen, tic 13, ciy con clia sang ché, bao gdm
cAu tric theo sang ché va biéu hién gen quan tAm nong hoc. M6 ta vé cac phuong phép
nhén gidng thudng dugce sit dung cho céc ciy trdng khac co thé dugc thiy trong mot trong
mot vai tai liéu 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), lowa State Univ., Macmillan Pub. Co., NY, 360-376
(1987).

Thuc vat chuyén gen c6 thé duoc phéan tich vé sy ¢6 mit cua gen hodc cic gen
quan tdm va mic do biéu hién va/hoic profin cé dugc bdi cac yéu t6 diéu hoa cua séng
ché. Chuyén gia trong linh vuc nay biét rd nhiéu phwong phép c6 sén dé phan tich thuc vat
chuyén gen. Vi du, cac phuong phap phan tich thuc vét bao gbm, nhung khong gi6i han o,
tham tach Southern hodc thAm tach Northern, phuong phap dua trén PCR, phan tich sinh
héa, phuong phép sang loc kiéu hinh, danh gia thyc dia, va xét nghiém chdn doan mién
dich. Su biéu hién cta phan tt ADN c6 thé phién ma c6 thé dugc x4c dinh bang cach sir
dung thubc thir TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) va phuong phéap nhu
duoc mo ta béi nha san xuét va thoi gian chu trinh PCR dugc xac dinh bang ma tran thir
nghiém TagMan®. Ngoai ra, thuéc thor va phuong phap Invader® (Third Wave
Technologies, Madison, WI) nhu dugc mo ta béi nha san xuét co thé dugc sir dung dé danh

gia biéu hién gen chuyén.

Séng ché con dé xudt cho cac bd phan cua thuc vat theo sang ché. Cac bo phén
cua thuc vat bao gém, nhung khong gidi han 6, 14, than, ré, cl, hat, noi nhii, nodn, va phén
hoa. Cac b0 phén thuc vat cia sang ché c6 thé séng, khong thé sdng, c6 thé tai sinh va/hoic
khong thé tai sinh. Sang ché ciing bao gém va dé xuét cac té bao thuc vat dugc bién nap
bao gf’)m phan tr ADN theo sang ché. Céac té bao thuc vat duoc bién nap hodc chuyén gen

theo sang ché bao gdm céc té bao thurc vat co thé tai sinh va/hodc khong thé tai sinh.



48423 28/82

Sang ché con dé xuét san phdm hang héa duge san xuat tir thuc vat chuyén gen
hodc bd phén clia n6 chira phan tir ADN tai to hop theo sang ché. Céc san phdm hang hoa
cla sang ché chira lugng ADN c6 thé phét hién dugc bao gém trinh tu ADN duoc chon tur
nhém gdbm SEQ ID NO:1-32 va SEQ ID NO:43-45. Nhu dugc st dung & ddy, “san pham
hang hoa” dé cap dén ché phdm hoic san phim bat ky bao gdm nguyén liéu thu duoc tir
thue vat, hat giéng, té bao thuc vat, hoic bd phan thuc vat chuyén gen chira phéan tor ADN
tai td hop theo sang ché. Cac san phidm hang héa bao gdm nhung khong gi6i han & hat, hat
ngli cbe, cac bd phan thyc vat va bira an da duogc ché bién. San phém hang hoa ctia sang
ché s& chira méot lugng ADN phat hién duoc twong ting v6éi phan tir ADN tai t6 hop theo
sang ché. Viéc phat hién mot hodc nhidu ADN nay trong méu c6 thé duogc sir dung dé xac
dinh ham luong hodc ngudn gdc cia san phdm hang hoa. Phwong phap phat hién tiéu chuan
bét ky cho cac phan tir ADN déu co6 thé duge st dung, bao gdm cac phuong phap phét hién

dugc md ta ¢ day.

Sang ché c6 thé dugc hiéu dé dang hon dua vao cac vi du sau, cac vi du nay dugc
dua ra nhdm minh hoa, va khong duogc du dinh gidi han sang ché, trir khi duge chi dinh.
Cén duoc danh gid cao bdi nhitg chuyén gia trong linh vic nay riang cac k¥ thuat duoc
mo ta trong cac vi du sau day dai dién cho cac k¥ thuat dugc phat minh béi cac tac gia sdng
ché dé hoat dong tdt trong thuc tién cua sang ché. Tuy nhién, chuyén gia trong linh vuc
nay, dua vao phin mé ta niy, danh gia cao rang nhiéu thay ddi c6 thé dugc thuc hién trong
cac phuong an cu thé duoc mo ta va van dat dugc két qua twong tu hodc gidng ma khong
nam ngoai pham vi cua sang ché, do do, tit ca cac van dé duogc néu hoac thé hién trong céac
hinh vé di kém s& dugc hiéu 1a minh hoa va khong theo nghia han ché.

Vi du thye hién sang ché
Vidul
Thiét ké, tfmg hop, va tach dong cac yéu t6 diéu hoa téng hop

Céc yéu t6 didu hoa dugc néu trong Bang 1 1a cac yéu té biéu hién tong hop méi
duoc thiét ké nho cac phuong phép thuat toan. Cac yéu té didu hoa téng hop dugce thiét ké
béng céch tinh toan nay dugc tong hop hoéa hoc va duge tich dong dé tao thanh nhom yéu
t6 biéu hién didu hoa téng hop (EXP). Hon 1.000 yéu té diéu hoa téng hop dugc thiét ké
va thr nghiém & céc té bao tran dau twong va cay dau tuong dugc bién nap on dinh dé nhan

dang cac yéu t6 diéu hoa tong hop ma dem lai cdc dac tinh mong mudn, nhu mirc do bicu
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hién protein va kiéu bicu hién. Céc yéu to dicu hoa tong hgp duge md ta trong Bang 1 tao
ra cac kiéu biéu hién khac nhau hitu ich trong viéc di€u khién su bi€u hi€n cua nhiéu trinh

tur ma hoa khac va can thi€p ARN quan tdm ndng hoc.

Cac yéu t6 didu hoa téng hop duoc thiét ké bang cach tinh toan khong c6 mirc
trong ddng mé rong so véi cac trinh tur axit nucleic da biét bat ky ma ton tai trong tw nhién.
Céac EXP tdng hop va cac trinh ty khéi dau, trinh tu dén dau, intron va 3" UTR twong tmg
duoc néu trong Bang 1. Cac EXP tdng hop duge tach dong bang cach sir dung cic phuong
phap da biét trong linh vure nay thanh vecto bién nap thuc vat nhi phén, dugc lién két theo
cach hoat dong vdi trinh tu ma hoa B-glucuronidaza (GUS), va vecto nay duogc st dung dé
danh gia cac murc va cac kiéu biéu hién dugc tao ra bai cac EXP téng hop & cdy dau tuong,

ciy bong va cay ngd dugc bién nap On dinh.

Phén tich vi tri b4t diu phién ma (TSS) cua yéu té didu hoa tong hop va cac diém
ndi intron/exon c6 thé duoc thuc hién béng cach st dung mo thuc vat duoc bién nap. Tom
lai, thuc vt duoc bién nap bang vecto biéu hién thuc vat bao gdm cac doan ADN tach
dong duogc lién két theo cach hoat dong v6i phan td ADN c6 thé phién ma khéc loai. Tiép
d6, hé 5" RACE dé khuéch dai nhanh cac ddu cADN, phién ban 2.0 (Invitrogen, Carlsbad,
California 92008) duoc st dung dé xac nhan TSS ciia yéu td didu hoa tong hop va cac diém

ndi intron/exon bang cach phan tich trinh tw ADN ciia ban sao mARN tao ra.

Bang 1. Cic nhém yéu t6 biéu hién diéu hoa phién ma tong hop, cac trinh tw khéi

d?lu, trinh tw dan dau, intron, va 3° UTR.

Chii thich SEQ | Kich M5 ta va/hoic cdc yéu to diéu hoa EXP
ID thwée | dwoc lién két theo hwéng 5° — 3’ (SEQ
NO: | (bp) ID NO):
EXP- 1 855 EXP:  P-At.GSP442.nno:2 (SEQ ID
At.GSP442.nmo+At.Cyc NO:2), L-At.GSP442.nmo:1 (SEQ ID
0:3 NO:3), I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)
P-At.GSP442.nno:2 2 480 Trinh tu khoi dau
L-At.GSP442.nno:1 3 20 Trinh ty dn dau
EXP-At.GSP571 4 500 EXP:  P-At.GSP571l.mo:5 (SEQ ID
NO:5), L-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID
NO:6)
P-At.GSP571.nno:5 5 451 Trinh tu khoi dau
L-At.GSP571.nno:1 6 49 Trinh tu dan dau
EXP- 7 855 EXP:  P-At.GSP571.mo:5 (SEQ ID
At.GSP571.nno+At.Cyc NO:5), L-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID

0:2 NO:6), I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)
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Chi thich SEQ | Kich M ta va/hodc cic yéu té diéu hoa EXP
ID thwée | dwoe lién két theo hwéng 5° — 3’ (SEQ
NO: | (bp) ID NO):

EXP- 8 816 EXP:  P-At.GSP571.nno:5 (SEQ ID

At.GSP571.nno+At.GSI NO:5), L-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID

21.nn0:10 NO:6), I-At.GSI21.1mo:2 (SEQ ID NO:9)

I-At.GSI21.nno:2 9 309 Intron

EXP- 10 810 EXP:  P-At.GSP571.nno:5 (SEQ ID

At.GSP571.nno+At.GSI NO:5), L-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID

102.nno:1 NO:6), I-At.GSI102nno:1 (SEQ ID
NO:11)

I-At.GSI1102.nno:1 11 310 Intron

EXP-At.GSP564 12 500 EXP:  P-At.GSP564.nmo0:3 (SEQ ID
NO:13), L-At.GSP564.nmo:1 (SEQ ID
NO:14)

P-At.GSP564.nno:3 13 461 Trinh tu khoi dau

L-At.GSP564.nno:1 14 39 Trinh tu dan dau

EXP- 15 855 EXP:  P-At.GSP564.nno:3 (SEQ ID

At.GSP564.nno+At.Cyc NO:13), L-At.GSP564.nno:1 (SEQ ID

0:2 NO:14), I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)

EXP- 16 807 EXP:  P-At.GSP564.nmo:3 (SEQ ID

At.GSP564.nno+At.GSI NO:13), L-At.GSP564.nno:1 (SEQ ID

17.0n0:2 NO:14), I-At.GSI17.nno:1 (SEQ ID
NO:17)

I-At.GSI17.nno:1 17 300 Intron

EXP- 18 810 EXP:  P-At.GSP564.nno:3 (SEQ ID

At.GSP564.nmo+At.GSI NO:13), L-At.GSP564.nmo:1 (SEQ ID

102.nno:1 NO:14), I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID
NO:11)

EXP-At.GSP579 19 500 EXP: P-At.GSP579.nno:2 (SEQ ID
NO:20), L-At.GSP579.nno:1 (SEQ ID
NO:21)

P-At.GSP579.nno:2 20 449 Trinh tu khoi dau

L-At.GSP579.nno:1 21 51 Trinh tu dan dau

EXP- 22 810 EXP:  P-At.GSP579.nno:2 (SEQ ID

At.GSP579.nno+At.GSI NO:20), L-At.GSP579.nno:1 (SEQ ID

102.nn0:3 NO:21), I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID
NO:11)

EXP- 23 1350 EXP: E-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID

At.GSP571.nno+At.GSP NO:24), P-At.GSP442.mo:2 (SEQ ID

442 nno+At.Cyco:1 NO:2), L-At.GSP442.nno:1 (SEQ ID
NO:3), L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ ID NO:40),
I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)

E-At.GSP571.nno:1 24 422 Trinh tu tdng cudng

P-At.GSP571/442 25 902 Trinh tw khéi dau dang kham: E-
At.GSP571.nmo:1 (SEQ ID NO:24), P-
At.GSP442.1no:2 (SEQ ID NO:2)

EXP- 26 800 EXP:  P-At.GSP576.nno:4 (SEQ ID

At.GSP576.nmo+At.GSI NO:27), L-At.GSP576.nn0:2 (SEQ ID

17.nno:3 NO:28), I-At.GSI17.nno:1 (SEQ ID
NO:17)

P-At.GSP576.nno:4 27 458 Trinh tu khéi dau

30/82
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Chii thich SEQ | Kich Mo ta va/hodc cic yéu to diéu hoa EXP
ID thwde dwoc lién két theo hwong 5° — 3’ (SEQ
NO: | (bp) ID NO):
L-At.GSP576.nno:2 28 42 Trinh ty din dau
T-Zm.GST59.nno:1 29 400 3' UTR
EXP- 30 947 EXP: P-At.GSP221:3 (SEQ ID NO:31),
At.GSP221+At.Cyco:3 L-At.GSP221:1 (SEQ ID NO:32), I-
At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)
P-At.GSP221:3 31 370 Trinh tu khoi dau
L-At.GSP221:1 32 229 Trinh tu dan dau
EXP-At.GSP442+L-1- | 43 928 EXP:  P-At.GSP442.nno:2 (SEQ ID
At.Cyco NO:2), L-At.GSP442nno:1 (SEQ ID
NO:3), L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ ID NO:40),
I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)
T-Zm.GST7.1nno:2 44 300 3'UTR
EXP- 45 855 EXP: P-At.GSP576.nno:4 (SEQ ID
At.GSP576.nno+At.Cyc NO:27), L-At.GSP576.nn0:2 (SEQ ID
0:1 NO:28), I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33)
Vi du 2

Phin tich cic EXP téng hop, EXP-At.GSP442.nno+At.Cyco:3 va EXP-
At.GSP221+At.Cyco:3, didu khién sy biéu hién GUS & cdy d4u twong da dwgc bién

nap 6n dinh

Cay dau tuong da duoc bién nap bing vecto, dic biét 1a vecto biéu hién thuc vat
chra cac nhom yéu té didu hoa diéu khién su biéu hién cua gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Céc cdy thu dugc duoc phan tich vé su biéu hién protein GUS dé danh gia tac dong

cta cic nhom yéu to di€u hoa dugc chon doi vai su bieu hién.

Cay dau tuong da dugc bién nap br?mg cAu trac biéu hién GUS thuc vat bao gém
EXP ndi sinh, EXP-At.Cyco:1:1 (SEQ ID NO:38), va hai EXP tong hop, EXP-
At.GSP442.nno+At.Cyco:3 (SEQ ID NO:1) va EXP-At.GSP221+At.Cyco:3 (SEQ ID
NO:30). EXP-At.Cyco:1:1 (SEQ ID NO:38) thu dugc tir gen VIa duéi don vi Xytocrom
¢ oxidaza tir Arabidopsis va bao gbm trinh tu khéi dau, P-At.Cyco-1:1:2 (SEQ ID NO:39),
duoc lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh tu dan dau, L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ ID
NO:40), ma duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi intron, I-At.Cyco-1:1:1 (SEQ ID
NO:41). EXP-At.GSP442.nno+At.Cyco:3 (SEQ ID NO:1) va EXP-At.GSP221+At.Cyco:3
(SEQ ID NO:30) mdi loai gdm trinh tw khéi déu va dan dau tong hop duogc lién két theo
cach hoat dong 5° v6i intron, I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33). Trinh tu cua I-At.Cyco:2 (SEQ
ID NO:33) twong dong véi trinh tw cia I-At.Cyco-1:1:1 (SEQ ID NO:41), ngoai trir viéc
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¢6 hai nucleotit sau vi tri ghép intron duwoc bao gdm trong trinh tur ctia I-At.Cyco-1:1:1. Ca

hai I-At.Cyco intron ghép cung mat vi tri.

Cac yéu t6 diéu hoa dugc tach dong thanh vecto biéu hién thuc vat co s& bé'lng
céch sir dung cac phuong phap chudn da biét trong linh vire ndy. Vecto biéu hién thuc vt
thu duoc c¢6 trong ving bién phai tir Agrobacterium tumefaciens (B-AGRtu.bién phai),
catxet chon loc ctia gen chuyén thu nhét duoc sit dung dé chon loc cic t€ bao thuc vat dugc
bién nap ma khang véi thudc khang sinh, spectinomycin; catxet clia gen chuyén thir hai dé
danh gia hoat dong cua yéu t6 diéu hoa, ma gbm trinh ty EXP duoc lién két theo cach hoat
dong 5° v6i trinh tu ma hoa dbi voi B- glucuronidaza (GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ
ID NO:42) chira intron c6 thé xir ly thu duoc tir gen ST-LS1 dac hiéu mo6 cdm Ung anh
sang cua khoai tay (sé truy cap Genbank: X04753), dugc lién két theo cach hoat dong 5°
v6i 37 UTR tir gen Gossypium barbadense FbLate-2 (T-Gb.FbL2:1, SEQ ID NO:36); va

vung bién trai tr Agrobacterium tumefaciens (B-AGRtu.bién trai).

Cac té bao cdy dau twong dugc bién nap nho su bién nap qua trung gian
Agrobacterium sit dung cac ciu tric vecto bién nap nhi phan nay, nhu da biét rd trong linh
vuc nay. Cac té bao thuc vat duogc bién nap thu dugc duge gy cam ung dé tao thanh cay

dau tuong nguyeén ven.

Phan tich GUS md hoéa hoc dugce st dung dé phan tich biéu hién dinh tinh va dinh
luong cua thuc vat da duoc bién nap. Toan bd cac phan mé duoc 1 véi dung dich nhuém
mau GUS X-Gluc (5-bromo-4-clo-3-indolyl-b-glucuronit) (1 miligam/mililit) trong
khoang thoi gian thich hop, rua, va dugc kiém tra béng mét thuong dbi v6i su tao mau
xanh nudc bién. Hoat tinh GUS duoc x4c dinh dinh tinh béng cach kiém tra truc tiép béng
mét hodc kiém tra dudi kinh hién vi béng cach st dung cac co quan va md thuc vat duoc

chon.

bé phan tich dinh lugng biéu hién cia GUS, protein téng duoc chiét tir cac mod
duoc chon cua cdy ddu trong da bién nap. Mot microgam protein tong dugc sir dung véi
chét nén sinh huynh quang 4-methyleumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG) trong tdng thé
tich phan ung 1a 50 microlit. San pham phan tng, 4-methlyumbelliferon (4-MU), sinh
huynh quang tdi da & d9 pH cao, trong d6 nhém hydroxyl dugc ion héa. Viée b6 sung dung
dich bazo chua natri cacbonat ddng thoi 1am ngimg thir nghiém va diéu chinh d6 pH dé

dinh luong san phdm huynh quang. Mirc phét quang dugc xac dinh v6i su kich thich & 365
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nm, phat xa & 445 nm béng cach st dung Fluoromax-3 véi bd doc Micromax Reader, véi

do rong khe dat ¢ kich thich 2 nm va phat xa 3nm. Céc gid tri dwoc néu ¢ dang don vi nmol

GUS/gid/mg protein tong.

Céc md sau duoc léy mau dé biéu hién GUS trong thé hé Ro; 1é giai doan V5, 14

an, va la nguon; ré giai doan R1, cudng 14, nguon 14, va hoa; vo qua va hat giong chua

truéng thanh giai doan R3; hat giéng-14 mam giai doan RS; hat giéng-14 mam va hat giéng-

phoi giai doan R8. Bang 2 thé hién muc biéu hién GUS dinh lugng trung binh dbi véi mdi

mé duoc ldy mau dugce diéu khién béi cac nhom yeu to dieu hoa EXP tht nghiém trong do

“ND” chi ra su bi€u hién & mo cu thé khong dugc xéc dinh.

Bang 2. Su biéu hién ciia GUS dinh lwong trung binh & ciy ddu twong dwge bién nap

6n dinh dwoc diéu khién béi cic nhém yéu to diéu hoa tong hep va EXP ndi sinh,

EXP-At.Cyco:1:1.

EXP- EXP-
Giai doan EXP-At.Cyco:1:1 | At.GSP442.nno+At.Cy | At.GSP221+At.Cyco:
phét trién | Co quan | (SEQ ID NO:38) | co:3 (SEQ ID NO:1) 3 (SEQ ID NO:30)
RE 151 399 928
V5 L4 an 39 65 59
Langudn | 52 109 100
RE ND 616 1893
RI Cuong la | 97 470 136
Langudn | 46 177 240
Hoa 71 277 140
Hat
gibng-
chua
R3 truéng
thanh 64 4717 ND
Vo6 qua 84 575 702
Hat
gibng-14
R5 méim 91 564 58
Hat
gibng-
phdi 57 149 301
RS Hat
gibng-14
méim 100 1118 414

Nhu dugc thé hién trong bang 2, mdi trong s cac nhom yéu té didu hoa tong hop

c6 kiéu bi€u hién duy nhat & cac md dugc lay mau so véi EXP ndi sinh. Vi du, trinh tu

khoi ddu At.GSP442 téng hop, P-At.GSP442.nno:2 (SEQ ID NO:2), va trinh tu din dau,
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L-At.GSP442.nno:1 (SEQ ID NO:3), cia EXP-At.GSP442.nno+At.Cyco:3 (SEQ ID
NO:1) tao ra mirc biéu hién GUS 16n hon trong tat ca cic co quan dugc thir nghiém so véi
EXP-At.Cyco:1:1 ndi sinh (SEQ ID NO:38), ma gdm trinh t intron gidng hét. Viéc phan
tich TSS chimg minh TSS thich hgp. Intron da duoc cit bo thich hgp trong mARN thu
dugc nhu mong doi. Ngoai ra, trinh tw At.GSP221 téng hop, P-AT.GSP221:3 (SEQ ID
NO:31), va trinh tr din dau, L-AtGSP221:1 (SEQ ID NO:32), cia EXP-
At.GSP221+At.Cyco:3 (SEQ ID NO:30) ciing tao ra mirc biéu hién cAu tric cao hon & hau
hét cac co quan dugce thir nghiém so v6i EXP-At.Cyco:1:1 ndi sinh, va ching minh TSS
thich hop. Tuy nhién, TSS cua EXP-At.GSP221+At.Cyco:3 khong nam & vi tri dugc du
doan — c6 nhiu yéu t6 TATA tiém an. Diéu nay tao ra mdi quan tim tiém 4n d6i v6i nhidu
ban sao, ma ¢6 thé tao ra nhiéu trinh ty mi hoéa. Nhu vy, EXP-At.GSP221+At.Cyco:3
khong duge coi 1a chép nhan duoc dé su dung trong viéc diéu khién su biéu hién cua gen
chuyén & cac thuc vat hai 14 mam da duoc bién nap 4n dinh. Pidu nay ching minh mot
trong nhirng diéu phirc tap trong viéc thiét ké cac yéu t6 biéu hién tong hop. Nhiéu yéu tb
tbng hop dwgc thir nghiém vé su phat trién va nhan dang cac yéu t6 biéu hién téng hop,
nhung chi tdp hop con nho duge dem lai cac dic tinh va hoat tinh diéu hoa mong mudn,

minh hoa tinh phirc tap trong viéc thiét ké cac yéu t6 diéu hoa phién ma téng hop hitu hi¢u.

Nhu duge thé hién trong bang 2, trinh ty khai dau tong hop, P-At.GSP442.nno:2
(SEQ ID NO:2) va L-At.GSP442nno:1 (SEQ ID NO:3) c¢6 trong EXP-
At.GSP442 nno+At.Cyco:3 (SEQ ID NO:1) ¢6 thé didu khién su biéu hién gen chuyén ctia
gen chuyén duoc lién két theo cach hoat dong & cdy dau twong da duoc bién nap 6n dinh.
Vidu3
Phéan tich trinh tw din diu va khéi ddu At.GSP571 tong hop, va cc intron At.GSI21
va At.GSI102 tdng hop, diéu khién sw biéu hién GUS & ciy dau twong da dwgc bién
nap 6n dinh

Cay dau tuong da duoc bién nap béng vecto, dac biét 1a vecto biéu hién thuc vat
chira cac nhom yéu & didu hoa diéu khién su biéu hién cla gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Céc cy thu duoc duoc phan tich vé sw biéu hién protein GUS d¢ dénh gié tic dong
ctia cac nhom yéu té diéu hoa duge chon dbi vé6i sy biéu hién.

Cay dau twong da dugc bién nap bing ciu tric biéu hién GUS thuc vat, bao gém

cac EXP téng hop, EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4), EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2
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(SEQ ID NO:7), EXP-At.GSP571.nno+At.GSI21.nn0:10 (SEQ ID NO:8), va EXP-
At.GSP57 1.nno+At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:10). Mai trong sé cac EXP tong hop bao
gdm trinh tw khéi ddu At.GSP571 téng hop (SEQ ID NO:5) va trinh tw dén déu (SEQ ID
NO:6). EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2 bao gdm intron Arabidopsis ndi sinh, I-
AtCyco2 (SEQ ID NO:33). EXP-At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10 va EXP-
At.GSP571.nn0+At.GS1102.nn0:1 bao gém cac intron téng hop, I-At.GSI21.nno:2 (SEQ
ID NO:9) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11), tuong tng. Vecto bién nap thuc vat nhi
phan gidng véi loai dugc md ta trong Vi du 2 ngoai trir viéc mdi trong sb cac vecto
At.GSP571 EXP bao gém 3" UTR, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID NO:34), thu duoc tir gen

Sali3 cua Medicago truncatula.

Phén tich biéu hién GUS dinh tinh va dinh luong dugc thuc hién nhu duge mo ta
trong Vi du 2. Cac miau m6 duoc st dung dé phan tich 1a gidng nhu dugc md ta trong Vi
du 2. Bang 3 thé hién su biéu hién GUS dinh luong trung binh ddi v6i mdi mo dugce lay
mau duge diéu khién boi cac yéu td didu hoa EXP tong hop duge thir nghiém, trong d6

“ND” chi ra su biéu hién & mo cu thé khong dugc xac dinh.

Béang 3. Sw biéu hién GUS dinh lwong trung binh & cAy diu twong da dwec bién nap

on dinh dwgc dieu khién béi cac yéu to diéu hoa tong hop.

35/82

EXP- EXP- EXP- EXP-

Giai At.GSP5 | At.GSP571.n | At.GSP571.n | At.GSP571.n
doan 71 (SEQ | notAt.Cyco:2 | no+At.GSI21. | no+At.GSI10
phat ID (SEQ ID | nno:10 (SEQ | 2.nno:1 (SEQ
trién | Co quan NO:4) [ NO:7) ID NO:8) ID NO:10)

RE 40 57 165 579
V5 L4 an 650 612 792 1683

L4 ngudn 1379 1090 1475 2128

Ré 110 ND 457 645
RI Cubng la 951 1091 1267 1167

L4 ngudn 1995 3538 2094 2129

Hoa 703 830 1408 350

Hat giong-
R3 chua trudéng

thanh 75 609 495 232

V6 qua 852 2228 4014 1535

Hat giéng-14
R5 mam 650 474 540 1433
RR Hat giong-

phoi 1153 1004 603 1122
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Hat gidng-14
mam

2449 ’4524 (2533 2648
Nhu duoc thé hién trong bang 3, trinh ty din dau va khoi ddu At.GSP571 tong

hop tao ra su biéu hién co dinh & tit ca cac co quan dugc thtr nghiém. Su biéu hién 14 cao
nhét & 14 va hat gidng. Phan tich TSS chtng minh TSS thich hop. Lién két theo cach hoat
dong trinh ty intron lam thay dbi su biéu hién & nhiéu co quan, tao ra gia tri trung binh dbi
v6i bidu hién co dinh “tinh chinh”. Su khac biét vé sy biéu hién duoc quan sat khi lién két
theo cach hoat dong cac intron tong hop, I-At.GSI21.nno:2 (SEQ ID NO:9) va I-
At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:11). Céc intron téng hop ting cudng su biéu hién & mot s6
md, nhung khac nhau vé murc d6 ting cuong & mdi co quan. Vi dy, ting cuong khi st dung
intron tdng hop [-At.GSI21.nn0:2 & vo qua R3 14 cao hon so v6i ting cudng dugce thay khi
str dung intron téng hop I-At.GSI102.nno:1 va intron ndi sinh I-At.Cyco:2 so véi1 EXP-
At.GSP571. Su bidu hién chi hoi tang boi ba intron dugc lién két theo cach hoat dong &
cubnglaR1. O hoaRl, sy biéu hién duoc ting cudng bsi I-At.GSI21.nno:2 va I-At.Cyco:2,
v6i I-At.GSI21.nn0:2 tao ra mirc ting cudng biéu hién cao va I-At.Cyco:2 tao ra mirc ting

cuong vira phai. Tha vi 1a, I-At.GSI102.nno:1 lam giam sy biéu hién ¢ hoa R1.

Phan tich vé mARN thu duoc cho thiy viéc xur 1y thich hgp va chinh xé4c clia céc

yé&u to intron.

Trinh tu khoi ddu téng hop, P-At.GSP571.nn0:5 (SEQ ID NO:5) va trinh ty dan
diu L-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID NO:6) bao gdm trong EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4)
dem lai su biéu hién co dinh cua gen chuyén dugc lién két theo cach hoat dong & cay dau
trong da dugc bién nap 6n dinh. Cac EXP téng hop, EXP-At.GSP571.nn0+At.Cyco:2
(SEQ ID NO:7), ma bao g0m Arabidopsis intron I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33), va EXP-
At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10 (SEQ ID NO:8) va EXP-
At.GSP571.nn0+At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:10), ma bao gdm céc intron téng hop I-
At.GSI21.nno:2 (SEQ ID NO:9) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11), tuong tng, tao
ra cac kiéu biéu hién co dinh duy nhét & cay dau tuong da dugc bién nap 4n dinh. Céc
intron tdng hop, I-At.GSI21.nno:2 (SEQ ID NO:9) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11),
tao ra su biéu hién ting cudng hoic duoc diu bién ¢ nhiéu co quan thuc vat khi dugc lién
két theo cach hoat dong v6i EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4). C4c kiéu biéu hién duy nhat
nay c6 thé duoc sir dung dé diéu khién cic gen chuyén cu thé trong d6 kiéu biéu hién cu

thé cia mot trong boén At.GSP571 EXP 1a duge mong mudn nhét.
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Vi du 4

Phan tich trinh tw dAn diu va khéi dong tong hop At.GSP564, va cac intron tong hop
At.GSI17 va At.GSI102, diéu khién sw biéu hién GUS & cdy dau twong da dwoc bién

nap on dinh

Cay dau tuong da duoc bién nap bing vecto, dic biét 1a vecto biéu hién thuc vat
chita cac nhom yéu & didu hoa diéu khién sy biéu hién cia gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Céc cdy thu duoc duoc phan tich vé su biéu hién protein GUS dé danh gi4 tac dong

cta cdc nhom yéu to dieu hoa dugce chon doi véi su biéu hién.

Cay dau tuong da dugc bién nap br?mg cAu trac biéu hién GUS thuc vat, bao gém
cac EXP tdng hop, EXP-At.GSP564 (SEQ ID NO:12), EXP-At.GSP564.nno+At.Cyco:2
(SEQ ID NO:15), EXP-At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2 (SEQ ID NO:16), va EXP-
At.GSP564.nn0o+At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:18). Mai trong s6 cac EXP tong hop bao
gdm trinh tu khéi dau tdng hop P-At.GSP564.nn0:3 (SEQ ID NO:13) va trinh tw dn dau
tdng hop L-At.GSP564.1mo.1 (SEQ ID NO:14). EXP-At.GSP564.nno+At.Cyco:2 bao gdom
intron Arabidopsis, 1-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33). EXP-At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2
va EXP-At.GSP564.nn0+At.GSI102.nn0:1 bao gébm cic intron tong hop, I-
At.GSI17.nno:1 (SEQ ID NO:17) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11), tuong tng.
Vecto bién nap thuc vat nhi phan giéng v6i loai dugc mo ta trong Vi du 2, ngoai trir viée
mdi trong s cac vecto At.GSP564 EXP bao gébm 3~ UTR, T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID
NO:35), thu duoc tir gen protein oxidoreductaza (OXR) gia dinh tir Medicago truncatula.

Phan tich biéu hién GUS dinh tinh va dinh lugng duge thuc hién nhu duge mo ta
trong Vi du 2. Cac mau md dugc st dung dé phan tich 1a gidng nhu duge mé ta trong Vi
du 2. Bang 4 thé hién su biéu hién GUS dinh luong trung binh dbi véi mdi mo duoc liy
mAu duoc didu khién béi cac yéu td diéu hoa EXP tong hop dwgc thir nghiém, trong d6

“ND” chi ra su biéu hién & md cu thé khong dugc xac dinh.
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Bang 4. Sw biéu hién GUS dinh lwong trung binh & ciy diu twong da dwgc bién

nap én dinh dwoc diéu khién béi cac yéu t6 diéu hoa tong hop.

EXP-
EXP- EXP- EXP- At.GSP564.nn
Giai At.GSP5 | At.GSP564.n | At.GSP564.nn0 | 0+At.GSI102.n
doan 64 (SEQ | not+At.Cyco:2 | +At.GSI17.nno: | no:1
phat D (SEQ ID |2 (SEQ D
trién | Co quan NO:12) | NO:15) (SEQID NO:16) | NO:18)
RE 61 108 54 145
V5 | Laéan 38 220 89 259
L4 ngudn 74 421 209 1229
Ré 118 165 2348 627
R Cudng la 90 235 273 148
L& ngudn 140 205 436 917
Hoa 66 91 ND 305
Hat gidng-
chua truong
R3 | thanh 26 ND 101 ND
V6 qua 40 ND 749 ND
Hat gibng-la
R5 | mim 25 88 78 61
Hat giong-
Rg  |phoi 38 97 137 70
Hat giong-la
mam 79 288 655 572

Nhu duge thé hién trong bang 4, trinh ty din dau va trinh tu khoi dau téng hop
At.GSP564 tao ra su biéu hién co dinh & tat ca cac co quan dugc thr nghiém. Su biéu
hién 1a cao nhét & 14 va hat gidng. Phan tich TSS chimg minh TSS thich hop. Lién két
theo cach hoat dong trinh ty intron lam thay d6i sy biéu hién & nhiu co quan, tao ra gia
tri trung binh déi v6i bidu hién co dinh “tinh chinh”. Su khac biét vé sy biéu hién duoc
quan sat khi lién két theo cach hoat déng céc intron tong hop, I-At.GSI17.nno:1 (SEQ
ID NO:17) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11). Céc intron tong hop ting cuong su
bidu hién & mot sé md so véi EXP-At.GSP564, nhung khac nhau vé murc do ting cuong
& mdi co quan. Vi dy, muc ting cuong khi st dung intron tong hop I-At.GSI102.nno:1
& 14 ngudn V5 1a cao hon so v6i mite ting cuong dugce thdy khi sir dung intron tong hop
[-At.GSI17.nno:1. O r& R1, muc ting cuong khi st dung intron tong hop 1I-

At.GSI17.nno:1 1a cao hon so véi muc ting cuong cd dugc boi intron tong hop I-
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At.GSI102.nno:1. C4 hai intron téng hop tao ra muc ting cudng biéu hién cao hon & 1a

ngudn R1 so véi intron ndi sinh, I-At.Cyco:2.

Phan tich v& mARN thu duogc cho thiy viéc xt 1y thich hop va chinh x4c cua

cac yéu to intron.

Trinh tu khoi ddu tong hop At.GSP564, P-At.GSP564.nn0.3 (SEQ ID NO:13)
va trinh ty din du tdng hop, L-At.GSP564.nno:1 (SEQ ID NO:14) bao gom EXP-
At.GSP3564 (SEQ ID NO:12) dem lai su biéu hién co dinh ctia gen chuyén dugc lién két
theo cach hoat dong & cay ddu tuong da duoc bién nap én dinh. Cac EXP tdng hop,
EXP-At.GSP564.nno+At.Cyco:2 (SEQ ID NO:15), ma bao gbm Arabidopsis intron I-
At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33), va EXP-At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2 (SEQ ID
NO:16) va EXP-At.GSP564.nno+At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:18), ma bao gdm cac
intron tong hop, I-At.GSI17.nno:1 (SEQ ID NO:17) va I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID
NO:11), twong tng, tao ra cac kiéu biéu hién co dinh duy nhét ¢ cdy dau twong da duoc
bién nap 6n dinh. Cac intron tong hop, I-At.GSI17.nno:1 (SEQ ID NO:17) va I-
At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11), tao ra su biéu hién cia gen chuyén duogc tdng cudng
hodc dugc diéu bién & nhiéu co quan thuc vat khi dugce lién két theo cach hoat dong voi
EXP-At.GSP564 (SEQ ID NO:12). Céc kiéu biéu hién duy nhit nay c6 thé dugc sir dung
dé diéu khién céc gen chuyén cu thé trong d6 kiéu biéu hién cu thé ciia mot trong bén

At.GS564 EXP 1a dugc mong mubn nhét.
Vidu5

Phan tich EXP téng hop, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3, Piéu khién sw

biéu hién GUS & cAy dau twong da dwgc bién nap 6n dinh

Cay dau tuong da duogc bién nap bang vecto, dic biét 1a vecto biéu hién thuc
vét chira nhom yéu té didu hoa téng hop didu khién su biéu hién cia gen chuyén B-
glucuronidaza (GUS). Céc cay thu dugc dugc phén tich vé su biéu hién protein GUS dé

danh gia tac dong ctiia nhom yeéu to dieu hoa tong hop dugce chon doi véi su bi€u hién.

Cay dau tuong da duogc bién nap béng c4u truc biéu hién GUS thuc vat, bao
gdm EXP téng hop, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3 (SEQ ID NO:22). EXP-
At.GSP579.nn0+At.GSI102.nn0:3 bao gdm EXP-At.GSP579 (SEQ ID NO:19) gbm
trinh ty dan diu va trinh tu khéi diu At.GSP (SEQ ID NO:20 va 21, twong tmg), dugc
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lién két theo cach hoat dong 5° véi intron tdng hop, I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:11).
Catxet gen chuyén GUS con bao gdbm 3" UTR, T-Mt.RD22-1:2:1 (SEQ ID NO:37) thu

duoc tir gen protein khir nude-dap ing RD22 tir Medicago truncatula.

Phan tich biéu hién GUS dinh tinh va dinh lugng dugc thuc hién nhu dugc mo
ta trong Vi du 2. Cac mau mé duoc st dung dé phan tich la gidng nhu duge mo ta trong
Vi du 2. Bang 5 thé hién su biéu hién GUS dinh lwong trung binh ddi véi mdi mo dugce
14y mAu duoc didu khién boi EXP tong hop, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3,

trong do6 “ND” chi ra sy bi€u hién & mo cu theé khong dugce x4c dinh.

Bang 5. Sw biéu hién GUS dinh hrong trung binh & cAy ddu twong da dwgc bién

nap 6n dinh dwoc diéu khién b&i EXP-At.GSP579.nn0+At.GSI102.nno:3.

Giai doan EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3
phat trién | Co quan (SEQ ID NO:22)
RE 187
V5 L4 an 311

L4 ngudn 458
RE 148
RI Cudng }é 118
L4 nguon 425
Hoa 130
Hat giéng-chua
R3 trudng thanh ND
Vo qua ND
Hat gidng-la
RS mam ND
Hat gidng-phoi | 127
R8 Hat gidng-14
mam 266

Nhu dugc thé hién trong bang 5, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3 (SEQ
ID NO:22) tao ra sy biéu hién co dinh & cay dau tuong da duoc bién nap 6n dinh. Trinh
tu khoi dau tdng hop P-At.GSP579.nno:2 (SEQ ID NO:20) va trinh tw din dau L-
At.GSP579.nn0:1 (SEQ ID NO:21) bao gdm trong EXP-At.GSP579 (SEQ ID NO:19)
diu khién su biéu hién co dinh cua gen chuyén dugc lién két theo cach hoat dong. C6
thé suy ra tir cac vi du trude d6 trong d6 intron téng hop, I-At.GSI102.nno:1 (SEQ ID
NO:11), duge lién két theo kiéu hoat dong v6i céc trinh tur khéi dau téng hop co dinh
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khéc ring I-At.GSI102.nno:1 1am ting hodc didu bién biéu hién co dinh dugc gay ra béi
EXP-At.GSP579 & it nhit mot s6 co quan dugc ldy mau.

Vidu 6

Phén tich EXP téng hep, EXP-At.GSP571.nn0+At.Cyco:2, Piéu khién sy biéu hi¢n
GUS & cay bong da dwogc bién nap 6n dinh

Cay bong da dwoc bién nap bang vecto, cu thé 1a vecto biéu hién thuc vat chira
nhom yéu té didu hoa téng hop didu khién sy biéu hién cta gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Cac cay thu dugc dugce phén tich v& su biu hién protein GUS dé danh gia tac

dong ctia nhom yéu to dieu hoa tong hop doi voi su bicu hién.

Vecto nhi phan thuc vat bao gbm EXP tong hop, EXP-
At.GSP571.nno+At.Cyco:2 (SEQ ID NO:7), gidng v6i loai dwge mo ta trong Vi du 3,
dugc sir dung dé bién nap 6n dinh ciy bong. Catxet gen chuyén GUS bao gdm EXP-
At.GSP571.nno+At.Cyco:2 dugce lién két theo cach hoat dong 5’ v6i trinh tw m3 hoa dbi
v6i B-glucuronidaza (GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID NO:42) chira intron c6
thé xtr 1y thu dugce tir gen ST-LS1 déc hiéu m6 cam tng anh sang cia khoai tay (sb truy
cap Genbank: X04753), dugc lién két theo cach hoat dong 5° v6i 3” UTR tir gen FbLate-
2 Gossypium barbadense (T-Gb.FbL2:1, SEQ ID NO:36). Cay bong da dugc bién nap
thu duoc duoc tréng va cac mau md thu dugc tir dbt 4 14; dbt 8 cuéng 14, 14 4n, va 14
ngudn; trude khi thu phén 14 béc gon va chdi gon; ra hoa bao phin va bau nhuy cua hoa;
va 8 ngay sau khi thu phén (days after pollination-DAP) thanh quéa nang dugc 14y mAu
va duoc thir nghiém vé sy biéu hién GUS dinh tinh va dinh lugng.

Bang 6 thé hién su biéu hién GUS dinh lugng trung binh d6i v6i mdi mé duoc

14y mAu duoc didu khién boi EXP tong hop, EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2.

Bang 6. Sw biéu hién GUS dinh lwgng trung binh & ciy béng da dwgc bién nap 6n
dinh dwgc didu khién béi EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2.
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Gia  tri
Giai doan Co quan trung binh
Dét 4 L4 1232,57
L4, Cudng la 223,68
Pét 8 L4, 4n 612,14
L4, ngudn 618,9
Trude khi thu phdn | L4 bic gon 381,69
Chdi gon 347,22
Ra hoa Bao phfm 64,66
Hoa, bau nhuy 210,92
EDAP Thanh qué nang 835,94

Nhu dugc thé hién trong bang 6, EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2 duge biéu
hién & tit ca cac mo duge léy mau. Su biéu hién 1a cao nhét & d6t 4 14 va thép nhét &
giai doan ra hoa Bao phan. Su biéu hién & dot 8 L4 4n va ngudn 13 twong dbi giéng va
bang khoang mot nira clia d6t 4 14. Su biéu hién 1a ciing cao & Thanh qua nang. Bang 6
cho thy ring trinh ty khéi dau, P-At.GSP571.nn0:5 (SEQ ID NO:5), ¢6 thé diéu khién
su biéu hién co dinh & cdy bong da duoc bién nap on dinh. Intron, I-At.Cyco:2 (SEQ
ID NO:33), trong EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2 lam tang su biéu hién cua trinh tu
khéi diu P-At.GSP571.0n0:5 & cdy dau tuong da duge bién nap 4n dinh, nhu dugce néu

trong vi du 3.
Vidu 7

Phan tich trinh tw khéi du dang kham tdng hop P-At.GSP571/442 diéu khién sw

bidu hién GUS & cdy dau twong da dwoc bién nap on dinh

Cay dau tuong da dugc bién nap béng vecto, dac biét la vecto biéu hién thuc
vat chia cac nhém yéu t6 didu hoa diéu khién su biéu hién cua gen chuyén B-
glucuronidaza (GUS). Céac cay thu dugc duoc phan tich vé su biéu hién protein GUS dé
danh gi4 tac dong ciia cic nhom yéu t6 diéu hoa téng hop dugc chon ddi véi su biéu
hién.

Cay dau twong da duoc bién nap bang vecto nhi phan thuc vat bao gom EXP
tdng hop, EXP-At.GSP571 nno+At.GSP442 nno+At.Cyco:1 (SEQ ID NO:23), bao gém
trinh tu khéi diu dang kham tdng hop P-At.GSP571/442 (SEQ ID NO:25) bao gém trinh
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tu ting cudng tong hop E-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID NO:24) thu dugc tir trinh tu khéi
dAu téng hop P-At.GSP571.nmo:5 (SEQ ID NO:5) ma duge lién két theo cach hoat dong
5° v6i trinh tu khoi dau tdng hop P-At.GSP442.1nno:2 (SEQ ID NO:2) va duge lién két
theo cach hoat dong 5’ véi trinh tu dan dau téng hop, L-At.GSP442.nno:1 (SEQ ID
NO:3), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ vai trinh tu dAn dau, L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ
ID NO:40), ma dugc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i intron, I-At.Cyco:2 (SEQ ID
NO:33). Catxet gen chuyén GUS bao gdm EXP-
At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1 dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi
trinh tu mad hoéa ddi véi B-glucuronidaza (GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID
NO:42) chira intron c6 thé xir ly thu dugc tir gen ST-LS1 dédc hiéu mo cam tng anh sang
cua khoai tay (sé truy cdp Genbank: X04753), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ voi
3" UTR téng hop, T-Zm.GST59.nno:1 (SEQ ID NO:29).

Vecto nhi phan thuc vat duge st dung dé so sanh hoat dong cua trinh ty khoi
dau dang kham ciing duoc xdy dung. Vecto bao gdbm EXP, EXP-At.GSP442+L-I-
At.Cyco (SEQ ID NO:43), ma bao gdm trinh tu khéi dau tong hop, P-At.GSP442.nno:2
(SEQ ID NO:2), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tw dan dau tong hop, L-
At.GSP442.nno:1 (SEQ ID NO:3), duogc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i trinh ty dan
dau, L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ ID NO:40), ma dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi
intron, I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33). Vecto nhi phan 14 giéng véi vecto duge mo ta
trong céac vi du 2-6, vdi loai trix rang mdi catxet gen chuyén GUS c6 3" UTR tong hop,
T-Zm.GST59.nno:1 (SEQ ID NO:29) dugc lién két theo cach hoat dong 3” véi trinh tu
ma hoa GUS.

Cay dau tuong da duoc bién nap bang hai vecto nhi phan. Cac miu mé dugc
ldy tir cac co quan dwgc chon & cac giai doan phét trién cu thé va duoc thir nghiém vé
sw biéu hién GUS dinh tinh va dinh luong. Bang 7 thé hién su biéu hién GUS dinh lugng
trung binh d6i v6i mdi mé dwoc 14y mau dugc didu khién béi cac EXP tong hop, EXP-

At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1 va EXP-At.GSP442+L-I-At.Cyco.
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Bang 7. Sw biéu hién GUS dinh hrong trung binh & ciy ddu twong da dwec bién
nap 6n dinh dwoc diéu khién béi EXP-At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1
va EXP-At.GSP442+L-I-At.Cyco.

EXP- EXP-
At.GSP442+L-I- At.GSP571.nno+At.GS
At.Cyco (SEQ ID | P442.nno+At.Cyco:1
NO:43) (SEQ ID NO:23)
Giai doan | Co quan Gia tri trung binh | Gia tri trung binh
L4, 4n 69,61 72,12
V5 L4, ngudn 88,22 96,06
RE 74,67 102,9
Hoa 79,16 62,01
R1 La, Cuépg 14 77,07 87
L4, ngudn 66,59 114,33
RE 76,88 123,12
Vé qua 93,19 102,54
R3 Hat  gidng, chua
tredng thanh 71,15 61,62
R5 Hat gidng, 1a mam | 78,72 92,83
R3 Hat gi@}ng, lamam | 65,55 72,15
Hat gidng, phoi 129,95 107,66

Nhu duoc thé hién trong bang 7, viée bd sung trinh tu ting cuong tong hop E-
At.GSP571.nn0:1 1am tang su biéu hién ¢ nhidu mé duoc 14y mau. Ca hai EXP tao ra
su biéu hién co dinh & cay ddu twrong da dugc bién nap 6n dinh. 3" UTR tong hop, T-
7Zm.GST59.nno:1, hoat ddng theo cach giéng nhu 3" UTR tu nhién trong viéc tao ra sy
két thic va polyadenyl héa thich hgp clia ban sao.

Vidu 8
Phan tich trinh tw khéi diu dang kham tdng hop P-At.GSP571/442 diéu khién sy
biéu hién GUS & ciy béng da dwoc bién nap 6n dinh

Cay bong da duoc bién nap bang vecto, cu thé 1a vecto biéu hién thuc vat chira
nhém yéu té didu hoa téng hop diéu khién su biéu hién ctia gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Cac cay thu duge dugc phén tich vé su biéu hién protein GUS dé dénh gia tac
dong ctia nhém yéu t6 diéu hoa tong hop duge chon d6i v6i su biéu hién.

Cay bong da dugc bién nap bang vecto nhi phan thuc vat bao gdbm EXP tong
hop, EXP-At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1 (SEQ ID NO:23), ma bao gbém
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trinh tu khéi diu dang kham téng hop P-At.GSP571/442 (SEQ ID NO:25) bao gbm trinh
tu ting cuong téng hop E-At.GSP571.nno:1 (SEQ ID NO:24) thu dugc tir trinh ty khoi
dAu tdng hop P-At.GSP571.nn0:5 (SEQ ID NO:5) ma duge lién két theo cach hoat dong
5° véi trinh tw khéi dau téng hop P-At.GSP442.nno:2 (SEQ ID NO:2) va dugc lién két
theo cach hoat dong 5° véi trinh tw din dau téng hop, L-At.GSP442.nno:1 (SEQ ID
NO:3), duoc lién két theo cach hoat dong 5’ véi trinh tu din dau, L-At.Cyco-1:1:2 (SEQ
ID NO:40), ma duogc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i intron, I-At.Cyco:2 (SEQ ID
NO:33). Catxet gen chuyén GUS bao gdm EXP-
At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1 dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi
trinh tu mad hoa ddi v6i B-glucuronidaza (GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID
NO:42) chtra intron c¢6 thé xir Iy thu dugc tir gen ST-LS1 ddc hiéu md cadm ng 4nh sang
ctia khoai tay (s6 truy cdp Genbank: X04753), dugc lién két theo cach hoat dong 5° véi
3" UTR tdng hop, T-Zm.GST59.nno:1 (SEQ ID NO:29). Céc ciy bong da bién nap thu
duoc dugc tréng va cédc mau mo thu duoc tir dbt 4 14; a6t 8 cuéng 14,14 4n, va la nguén;
trude khi thu phén 14 béc gon va chdi gon; ra hoa bao phén va bau nhuy cia hoa; va 8
ngay sau khi thu phén (DAP) thanh qua nang dugc 14y mu va dugc thir nghiém vé su
biéu hién GUS dinh tinh va dinh lwong.

Bang 8 thé hién sy biéu hién GUS dinh lugng trung binh ddi v6i m&i md duoc
lay mau duoc diéu khién boi EXP téng hop, EXP-
At.GSP571.nno+At.GSP442 nno+At.Cyco:1 trong d6 “bdl” nghia la dudi giéi han phat

hién (below detection limit).

Bang 8. Su biéu hién GUS dinh lwrgng trung binh & ciy bong @3 dwgc bién nap 6n
dinh dwgc diéu khién béi EXP-At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1.

Giai doan Co quan Gia tri trung binh
Pét 4 L4 177,74
L4, cudngla | bdl
D6t 8 L4, 4n 108,39
L4, ngudn 294,99
Truée khi thu phén | Labacgon | 78,84
Choi gon 118,21
Bao phin 69,19
Ra hoa -
Hoa, bau nhuy | 69,78
8DAP Thanh qua nang | 159,58
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Nhu duoc thé hién trong bang 8, EXP-
At.GSP571.nno+At.GSP442 nno+At.Cyco:1 (SEQ ID NO:23) ¢6 thé didu khién sy biéu
hién GUS co dinh & cac md duoc 14y mau. Su biéu hién & cudng 14 duge xac dinh 1a
du6i gi6i han phat hién. Sy biéu hién 1a cao nhét & dbt 8 14 ngudn. Sy biéu hién 1a twong
d6i bang nhau & bao phén ctia hoa va bau nhuy cuia hoa. Ngoai ra, 3" UTR tong hop, T-
Zm.GST59.nno:1 (SEQ ID NO:29) hoat dong theo cach gidng nhu 3" UTR ty nhién

trong viéc tao ra su két thiic va polyadenyl héa thich hop ctia ban sao.
Vidu9

Phan tich EXP téng hop, EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1, Piéu khién sy biéu hién

GUS & cay dau twong da dwoc bién nap 6n dinh

Cay dau tuong da dugc bién nap bé‘mg vecto, cu thé 1a vecto biéu hién thuc vat
chita nhém yéu té didu hoa téng hop didu khién su biéu hién cia gen chuyén B-
glucuronidaza (GUS). Céc cdy thu dugc dugce phén tich vé su biéu hién protein GUS dé

danh gia tic dong cua nhom yéu to diéu hoa tong hgp dugce chon doi véi su bicu hién.

Cay dau tuong da dugc bién nap bang vecto nhi phan thuc vat bao gdm EXP
tong hop, EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1 (SEQ ID NO:45). Catxet gen chuyén GUS
con bao gébm 3° UTR tir gen FbLate-2 Gossypium barbadense (T-Gb.FbL2:1, SEQ ID
NO:36), dugc lién két theo cach hoat dong 3’ v6i trinh tw ma héa GUS. Céc cdy dau
tuong di bién nap thu dugc dugc tréng va cidc miu md cia cc co quan dwgc chon tir
" mdt vai giai doan phét trién dwoc 14y miu va duoc thir nghiém vé sy biéu hién GUS
dinh tinh va dinh lugng. Su biéu hién GUS & cdy dau twong da dugc bién nap 6n dinh,
duge diéu khién bdi EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1, dugc néu trong Bang 9.

Bang 9. Su biéu hién GUS dinh lwgng trung binh & cdy diu twong da dwgc bién

nap 6n dinh dwoc diéu khién b&i EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1.

Giai doan phat trién Co quan Gia tri trung binh
RE 60,95

V5 L4 an 97,43
L4 ngudn 181,64

RI R& , 82,4
Cuong la 208,28
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L4 ngudn 214
Hoa 123,37
Hat  gidng-chua
R3 truéng thanh 95,29
Vé qua 158,24
RS Hat giéng-1a mam | 85,97
Re Hat giéng-phﬁi‘ 67,4
Hat giong-l4a mam | 52,92

Nhu duge thé hién trong bang 9, EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:1 (SEQ ID
NO:45) tao ra sy biéu hién co dinh ¢ cdy dau twong da duoc bién nap 4n dinh. Trinh tu
khéi ddu tdng hop P-At.GSP576.nno:4 (SEQ ID NO:27) va trinh tu din dau L-
At.GSP576.nn0:2 (SEQ ID NO:28) didu khién sy biéu hién co dinh cta gen chuyén
duoc lién két theo cach hoat dong. Co6 thé suy ra tir cac vi du truée d6 trong d6 intron,
I-At.Cyco:2 (SEQ ID NO:33), duoc lién két theo kiéu hoat dong véi céc trinh tu khéi
dau co dinh tdng hop khac, ring I-At.Cyco:2 lam tang hodc diéu bién biéu hién co dinh

dugc gay ra bdi P-At.GSP576.nno:4 ¢ it nhit mot s6 co quan dugc lay mau.
Vidu 10

Phan tich EXP tdng hop, EXP-At.GSP576.nn0+At.GSI17.nn0:3, Diéu khién su

biéu hién GUS & cAy dau twong da dwge bién nap 6n dinh

Cay dau tuong duogc bién nap béng vecto, dac biét l1a vecto biéu hién thuc vat
chira cac nhom yéu tb didu hoa diéu khién su biéu hién cua gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Céc cdy thu duge dwoc phan tich vé su biéu hién protein GUS dé danh gia tac

dong ctia cac nhom yéu to dieu hoa dugce chon doi véi sy biéu hién.

Cay dau tuong dugc bién nap bing vecto nhi phan thuc vat bao gdm EXP tong
hop, EXP-At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3 (SEQ ID NO:26), hodac EXP, EXP-
At.Cyco:1:1 (SEQ ID NO:38). Catxet gen chuyén GUS con bao gbém 3° UTR tir gen
FbLate-2 Gossypium barbadense (T-Gb.FblL2:1, SEQ ID NO:36) dugc lién két theo
cach hoat dong 3’ véi trinh ty ma héa GUS. Céc cay dau tuong dugc bién nap thu dugc
duogc trong va cdc mau mo cuia cdc co quan dugc chon tir mot vai giai doan phat trién
duge 14y mAu va duoc thir nghiém vé sy biéu hién GUS dinh tinh va dinh lugng. Sy biéu
hién GUS & cay ddu tuong dd dugc bién nap én dinh, dugc didu khién bsi EXP-

At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3, dugc so sanh véi sy biéu hién duge diéu khién boi
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EXP-At.Cyco:1:1. Su bidu hién ciia GUS & cdy d4u twong da dugc bién nap on dinh
dwoc diéu khién boi EXP-At.GSP576.nn0+At.GSI17.nn0:3 14 c6 luan chimg vé kha
ning cua trinh tu khoi ddu tong hop P-At.GSP576.nno:4 (SEQ ID NO:27) va trinh tu
din diu L-At.GSP576.nn0:2 (SEQ ID NO:28) didu khién su biéu hién co dinh ctia gen

chuyén dugc lién két theo cach hoat dong.

Nhu duge chirng minh trong cac vi du 9 va 11, trinh tu khoi dau téng hop P-
At.GSP576.nn0:4 (SEQ ID NO:27) va trinh tu din dau L-At.GSP576.nno:2 (SEQ ID
NO:28) diéu khién su biéu hién co dinh cua gen chuyén duoc lién két theo cach hoat
dong. Nhu dugc chimg minh trong Vi du 4, intron tong hop, I-At.GSI17.nno:1 (SEQ ID
NO:17) lam ting hodc didu bién su biéu hién gen chuyén & nhiéu co quan thuc vat khi
duoc lién két theo cach hoat dong vaoi EXP-At.GSP564 (SEQ ID NO:12). Tuong tu, co
thé c¢6 Iy do mong doi ring su biéu hién cta trinh tu khéi diu tong hop P-
At.GSP576.nn0:4 va trinh tu dan ddu L-At.GSP576.0n0:2 ¢6 thé lam ting hodc diéu

bién theo cach twong tur.
Vidu 11

Phan tich EXP tdng hop, EXP-At.GSP576.nn0+At.GSI17.nn0:3, Pidu khién suw

biéu hién GUS & cAy bong da dwoc bién nap 6n dinh

Cay bong da dugc bién nap béng vecto, cu thé 1a vecto biéu hién thuc vat chira
nhom yéu té didu hoa téng hop diéu khién su biéu hién cua gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Céc cdy thu dugc duge phan tich vé su biéu hién protein GUS dé dénh gia tac

dong ctia nhoém yéu t6 diéu hoa tong hgp duoc chon doi voi sy bicu hién.

Cay bong da duoc bién nap bang vecto nhi phan bao g6m EXP tong hop, EXP-
At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3 (SEQ ID NO:26), nhu dugce néu trude do trong Vi du
10. Catxet gen chuyén GUS con bao gdbm 3° UTR tir gen FbLate-2 Gossypium
barbadense (T-Gb.FbL2:1, SEQ ID NO:36) dugc lién két theo cach hoat dong 3’ véi
trinh tu ma héa GUS. Céc cdy bong da bién nap thu dugc duoc trong va cac mau mo thu
duoc tir d6t 4 14; a6t 8 cuéng 14,14 4n, vala nguén; trudce khi thu phén 14 bac gon va chdi
gon; ra hoa bao phin va bau nhuy cta hoa; va 8 ngay sau khi thu phén (DAP) thanh qua

nang dugc léiy mau va duoc thir nghiém vé su biéu hién GUS dinh tinh va dinh luong.
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Bang 10 thé hién sy bidu hién GUS dinh lugng trung binh déi véi mbi mé dugc
14y mAu duoc didu khién boi EXP-At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3 tong hop.
Bang 10. Sw biéu hién GUS dinh lwong trung binh & ciy béng da dwgc bién nap
én dinh dwgc diéu khién béi EXP-At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3.

Giai doan Co quan Gia tri trung binh
Pét 4 L4 579,03
L4, Cudngla 301,57
Dot 8 L4, 4n 1594
L4, ngudn 577,11
Truéc khi thy phén |20 2ac gon 262,66
Choi gon 223,59
Bao phin 171,2
Rah : ’
ahod Hoa, bau nhuy 109
8DAP Thanh qua nang | 433,64

Nhu dugc thé hién trong bang 10, su biéu hién co dinh dugc diéu khién boi
EXP-At.GSP576.nn0+At.GSI17.0n0:3 (SEQ ID NO: 26) ciia gen chuyén GUS & cay
bong da duge bién nap 6n dinh. Sy biéu hién 14 cao nhat & dot 4 13, d6t 8 14 ngudn, va
8DAP thanh qua nang. Trinh ty khéi dau tong hop P-At.GSP576.nno:4 (SEQ ID
NO:27) va trinh tu dan ddu L-At.GSP576.nn0:2 (SEQ ID NO:28) c6 thé diéu khién su
biéu hién co dinh cta gen chuyén duogc lién két theo cach hoat dong & cy bong da duge
bién nap 6n dinh. Nhu dugc ching minh trong Vi du 4, intron téng hop, I-
At.GSI17.nn0:1 (SEQ ID NO:17), 1am tang hodc diéu bién su biéu hién gen chuyén &
nhiéu co quan thyuc vat khi duoc lién két theo cach hoat dong v6i EXP-At.GSP564 (SEQ
ID NO:12). Tuong tu, co thé c6 ly do mong doi réng su biéu hién cua trinh tu khoi dau
téng hop, P-At.GSP576.nn0:4 va trinh trr din dau, L-At.GSP576.nn0:2, c6 thé 1am ting

hodc diéu bién theo cach twong tu & cdy béng da duge bién nap on dinh.
Vi du 12
Ciac yéu t6 ting cwong thu dwoc tir yéu té diéu hoa

Trinh tu ting cudng thu duoc tir cac yéu té khéi dau duge thé hién & dang SEQ
ID NO: 2, 5, 13, 20, 25, 27, 31, va 39. Céc yéu t6 ting cudng nay c6 thé bao gdm mot
hoic nhiéu yéu t6 diéu hoa cis ma khi duge lién két theo cach hoat dong 5" hodc 3 véi

yéu t6 khéi diu, hodc duoc lién két theo cach hoat dong 5" hodc 3" vdi cac yéu t tang
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cuong bd sung duogc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu khéi dau, c6 thé 1lam tang
hodc diéu bién muc dod biéu hién cia phan t&r ADN c6 thé phién ma, hodc tao ra su biéu
hién ctiia phan tt ADN co thé phién ma & kiéu té bao hodc co quan thuc vat cu thé hoac
tai thoi diém cu thé trong qua trinh phat trién hodc nhip sinh hoc. Trinh ty ting cudng
6 thé duoc tao ra béng cach loai bé hop TATA hodc cac yéu tb trong tu v& mit chirc
nang va trinh tu xudi dong bét ky tir cac trinh tu khoi ddu ma cho phép su phién ma
duoc bt diu tir cac trinh ty khai ddu duge thé hién & dang SEQ ID NO: 2, 5, 13, 20, 25,
27, 31, va 39 hodc cac doan cua chung. Vi du, trinh tu ting cuong tong hop, E-
At.GSP571.nno:1 (SEQ ID NO:24) thu dugc tir trinh tw khoi dau tong hop, P-
At.GSP571.nn0:5 (SEQ ID NO:5) va gdm céc nucleotit 1 dén 422 cia P-
At.GSP571.nno:5, loai bo trinh tur xubi dong 3" ma ciing chira hp TATA cua trinh tu
khoi dau tong hop.

Viéc tinh chinh thém céc yéu t6 ting cudng c6 thé duge yéu cau va duge xac
thuc theo kinh nghiém. Ngoai ra, vi tri cua yéu t6 tang cudng so véi cic yéu t6 khac
trong nhom yéu t6 diéu hoa dang kham ciing dugc xac dinh theo kinh nghiém, vi tht tu
ctia mdi yéu té trong nhom yéu td diéu hoa dang kham co thé dem lai cac tac dung khéc
nhau, tuy thudc vao céc vi tri twong ddi cta mdi yéu t6. Mot sb yéu t6 khai dau s& co
nhidu hop TATA hoic céc yéu tb gidng hop TATA va nhiéu vi tri bit dau phién ma hiru
hiéu. Trong cac trudng hop d6, trude tién co thé can thiét phai nhan dang vi tri cia TSS
thir nhét va sau do bt dau thiét ké trinh ty ting cudong bang cach sir dung TSS thir nhét
dé ngan viéc khoi phat phién ma hiru hiéu khoi xay ra trong yéu t6 tang cudong gia dinh.

Céc yéu t6 ting cudng, thu dugc tir cac yéu t6 khoi dau tong hop dugc thé hién
& dang SEQ ID NO: 2, 5, 13, 20, 25, 27, 31, va 39 dugc tach dong béng cach sir dung
cac phuong phép di biét trong linh vuc nay dugce lién két theo cach hoat dong 5" hoic
37 véi yéu t6 khoi diu, hodc duoc lién két theo cach hoat dong 5" hodc 3" voi cac yéu t
tang cudng bd sung duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu khéi dau. Theo cach
khac, cac yéu té tang cuong c6 thé dugc tach dong, bang cach sir dung cc phuong phép
da biét trong linh vuc nay, dé tao ra yéu t6 tang cudong 16n hon bao gdm hai hodc nhiéu
ban sao cua trinh ty tdng cudong va dugc tdch dong bang cach sir dung cac phurong phap
da biét trong linh vuc nay dé lién két theo cach hoat dong 5" hodc 3" véi yéu t6 khoi dau,

hoic dugc lién két theo cach hoat dong 5” hodc 3” véi cac yéu td ting cudng bd sung
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duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu khéi dAu tao ra yéu t6 didu hoa phién ma
dang kham. Cac yéu td ting cudong con co thé duoc tach dong bang cach st dung céc
phuong phap da biét trong linh vuc nay dé duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi yéu
t6 khoi dau thu duge tir sinh vat thude chi khac nhau, hodc dugc lién két theo cach hoat
dong 5~ hodc 3 vdi cac yéu tb ting cuong bd sung thu dugc tir cac sinh vat chi khac
duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tu khoi dau thu duge tir sinh vat chi giong
nhau hodc khac nhau, thu dugc yéu t§ diéu hoa dang kham. Vecto bién nap thuc vat biéu
hién GUS c¢6 thé dugc xdy dung bang cach sit dung cac phuong phép da biét trong linh
vue ndy gidng vai cac cau triac duge mo ta trong Vi du 2 trong do vecto biéu hién thuc
vat thu dugc chira ving bién phai tir Agrobacterium tumefaciens (B-AGRtu.bién phai),
catxet chon loc cua gen chuyén thtr nhét duoge st dung dé chon loc cac té bao thuc vat
duoc bién nap ma khang véi thudc khang sinh, spectinomycin; va catxet ciia gen chuyén
thir hai dé kiém tra yéu t6 tang cuong bao gbm yéu t6 ting cuong dugc lién két theo
cach hoat dong 5” hodc 3" v6i yéu t6 khoi dlu hodc dugce lién két theo cach hoat dong
5" hodc 3’ vé6i cac yéu t ting cuong bd sung ma 1an luot duge lién két theo cach hoat
dong voi trinh tu khoi ddu ma dwoc lién két theo cach hoat dong 5° véi yéu t6 dan dau,
duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh ty ma héa dbi voi B-glucuronidaza (GUS,
GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1, SEQ ID NO:42) chira intron c6 thé xir ly thu dugec tir gen ST-
LS1 dic hiéu md cam tng anh sang ctia khoai tay (s6 truy cip Genbank: X04753), dugc
lién két theo cach hoat dong v6i ving két thiic 37, va ving bién trdi tir A. tumefaciens
(B-AGRtu.bién trai). Cac plasmid thu dugc dugce sit dung dé bién nap cay dau tuong
hodc céc thuc vat chi khac bing cac phuong phap duge mo ta trong céc vi du. Theo cach
khac, cac té bao trdn thu dugc tur ciy dau tuong hoac cac thuc vat chi khac duge bién
nap bang cach sir dung cdc phwong phap da biét trong linh vuc nay dé thuc hién cac thir

nghiém tam thoi.

Su biéu hién GUS dugc didu khién béi yéu té didu hoa bao gdm mdt hozc nhidu
trinh tu tang cuong dugc danh gia trong cac th nghiém thuc vat 6n dinh hoic tam thoi
dé x4c dinh cac tac dung cta yéu t6 ting cudng d6i v6i su biéu hién cta phan tir ADN
¢6 thé phién ma. C4c cai bién ddi voi mot hodc nhidu yéu td ting cudng hoic su sao
chép mdt hodc nhiéu yéu tb tang cudng co thé duoc thuc hién dua trén thi nghiém thuc

nghiém va su diéu hoa biu hién gen thu duoc dugc quan sit bang cach sir dung mdi ché
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phim yéu t6 didu hoa. Thay ddi cac vi tri tuong d6i cia mot hodc nhiéu trinh ty ting
cudng trong cic yéu td diéu hoa thu duge hoic yéu t6 diéu hoa dang kham c6 thé anh
hudéng dén hoat dong phién ma hodc tinh dac hiéu cua yéu t6 diéu hoa hoac yéu t6 didu
hoa dang kham va dugc xac dinh theo kinh nghiém dé nhan dang trinh tu tdng cudng tot
nhét cho profin biéu hién gen chuyén mong muén trong cdy dau twong hodc thuc vt chi

khac.
Vidu 13

Phan tich tic dung ddi véi si biéu hién GUS dwoc giy ra bsi 3° UTR tong hop, T-

Zm.GST7.nno:2, & ciy dau twong da dwec bién nap on dinh

Cay dau tuong da duoc bién nap béng vecto, dac biét la vecto biéu hién thuc
vat chira cac nhom yéu t& diéu hoa diéu khién su biéu hién cta gen chuyén B-
glucuronidaza (GUS). Céc cay thu dugc duoc phan tich vé su biéu hién protein GUS dé

danh gia tac dong cia yéu to diéu hoa dugc chon doi v6i su biéu hién.

Cay dau tuong da dugc bién nap bang hai vecto nhi phan bao gdbm EXP-
At.GSP571 (SEQ ID NO:4) diéu khién sy biéu hién GUS. Catxet gen chuyén GUS con
bao gdbm 3 UTR noi sinh T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID NO:34) hoic 3" UTR téng hop,
T-Zm.GST7.nno:2 (SEQ ID NO:44). Sy biéu hién protein GUS duoc xac dinh dinh tinh
trong cac co quan cua cdy dau tuong da duogc bién nap 6n dinh dugc bién nap véi hai
cAu tric nay. Su biéu hién ciia GUS dugc so sanh gifta cac chu trac. Bang 11 dudi day
thé hién su biéu hién GUS trung binh duoc cai bién boi 3 UTR tong hop, T-
7Zm.GST7.nno:2, so v6i 3° UTR ndi sinh, T-Mt.Sali3-2-1:2:1, trong d6 “nd” nghia la
khong dugce xac dinh va “bdl” nghia 1a dudi gidi han phat hién.

Bang 11. Sw biéu hién GUS dinh lwong trung binh & ciy dau twong da dwoc bién

nap on dinh.
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T-Mt.Sali3-

Giai doan 2-1:2:1 (SEQ | T-Zm.GST7.nno:2 |

phat trién | Co quan ID NO:34) (SEQ ID NO:44) | So lan giam
RE 40 bdl

V5 La 4n 650 88 7,4
L4 ngudn 1379 278 5,0
RE 110 72 1,5

R1 Cubng la 951 199 4,8
L4 ngudn 1995 642 3,1
Hoa 703 139 5,1
Hat gibng-chua

R3 truong thanh 75 bdl
Vo 852 386 2,2

RS Hat giéng-14 mim 650 174 3.7
Hat gidng-phdi 1153 nd

RS
Hat giéng-14 mam 2449 nd

Nhu duoc thé hién trong bang 11, 3° UTR tong hop, T-Zm.GST7.nno:2 1am
giam sy biéu hién so v6i 3 UTR, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 & tit ca cac md thir nghiém. Mirc
do giam thay dbi déi v6i mbi mo tir 1,5 1dn & R1 R& dén 7.4 1an & V5 La an. Viéc st
dung 3" UTR dé lam giam su biéu hién & thuc vat da duoc bién nap 4n dinh ¢6 tinh hitu
dung cao. Viduy, 3" UTR c6 thé duoc st dung két hop véi cac yéu td diéu hoa khac nhu
c4c trinh tu khoi dAu, trinh tu dAn dAu, va intron dé tinh chinh biéu hién ctia gen chuyén,
dac biét 1a cac gen trong d6 su biéu hién cao c6 thé din dén tic dung tit kiéu hinh ma
gay hai cho thuc vat dugc bién nap. Phan tich ban sao GUS thu duoc xac nhén su két
thac thich hgp ctia ban sao dugc gay ra béi 3° UTR tong hop, T-Zm.GST7.nno:2. 3
UTR tdng hop, T-Zm.GST7.nn0:2, ¢6 thé didu bién sy biéu hién va két thic thich hop
su phién ma & cdy dau tuong da dugc bién nap 6n dinh.

Vidu 14
Phan tich 3" UTR téng hop, T-Zm.GST7.nno:2 va T-Zm.GST59.nno:1, ddi véi su
biéu hién GUS & té bao trin ciy ngd

Té bao tran 14 ngd da dugc bién nap bang vecto, vecto biéu hién cu thé chira
cac yéu t6 diéu hoa kiém tra diéu khién sy biéu hién cta gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Té bao tran 14 ngo duoc bién nap thu dugc dugc phan tich vé su biéu hién protein

GUS dé danh gia tac dong cua cac yeu to diéu hoa dugc chon doi voi su bi€u hién.
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Té bao tran cay ngo, thu dugc tr mo 14, da duoc bién nap béng vecto biéu hién
bao gbm céc yéu t6 biéu hién téng hop va so sanh véi cac yéu té biéu hién da biét trong
linh vue nay. Hai vecto biéu hién duoc x4y dung dé danh gia hoat dong cta 3° UTR
tong hop, T-Zm.GST7.nno:2 (SEQ ID NO:44) va T-Zm.GST59.nno:1 (SEQ ID NO:29)
va hai vecto bidu hién cdu tric cling dugc xay dung. Mbi trong bdn ciu tric bao gom
catxet chuyén gen bao gom trinh ti khéi diu va dén du co dinh, EXP-CaMV.35S (SEQ
ID NO:46), dugc lién két theo cach hoat dong 5’ véi intron I-Zm.DnaK:1 (SEQ ID
NO:47), duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tw mi héa GUS, GOI-
Ec.uidA+St.LS1:1:1 (SEQ ID NO:42). Vecto biéu hién duoc st dung dé danh gia cac
3" UTR tdng hop bao gdbm T-Zm.GST7.nno:2 hoic T-Zm.GST59.nno:1 dugc lién két
theo cach hoat dong 3’ v6i trinh tw ma héa GUS. Mot vecto d6i chung bao gom 3” UTR
T-Os.LTP:1 (SEQ ID NO:48) dugc lién két theo cach hoat dong 3° véi trinh tw ma héa
GUS. Vecto d6i chung khéc thiéu 3” UTR.

Plasmid duoc st dung dé cung bién nap té bao tran va chuén héa dit liéu ciing
dugc x4y dung bang cach st dung cac phuong phap da biét trong linh vire nay. N6 bao
gdm catxet chuyén gen bao gdm EXP-CaMV.35S (SEQ ID NO:46) dugc lién két theo
cach hoat dong 5’ v6i trinh tw ma hoa ma hoa protein huynh quang luciferaza NanoLuc®
(Promega, Madison, WI 53711), Nluc (SEQ ID NO:49), duoc lién két theo cach hoat
dong 5° v6i 3” UTR, T-Os.LTP:1 (SEQ ID NO:48).

Té bao trdn 14 ngd duoc bién nap bang cach sir dung phurong phap bién nap dua
trén PEG, tuong tu v6i cac phuong phép da biét trong linh vire nay. Cac té bao tran duoc
bién nap trong dinh dang chin sau 16. Mudi hai microgam ADN vecto thit nghiém hodc
ADN vecto dbi chimg, va sau microgam ADN vecto NanoLuc® duoc sir dung dé bién
nap 3,2 X 10° té bao trAn mdi 15. Sau khi bién nap, cac té bao tran dugc u & 25°C trong
bong t6i trong mudi sau dén hai muoi giv. Sau khi 1, cac té bao tran dwgc phan giai va
dich phan giai dugc sit dung dé xac dinh su biéu hién GUS va luciferaza. Dé phan giai
cac té bao, céac té bao trong dia dugc tao vién két nho ly tm, rira, tao huyén phu lai véi
thé tich nhé hon, va chuyén vao cac éng c6 16 dang dai. Cac éng duoc ly tdm lan nira va
dich ndi duoc hat dé lai vien két té bao trin. Vién két t& bao dugc tao huyén phu lai
trong dém QB (100 mM KPOs, pH 7,8; 1 mM EDTA; 1% Triton X-100; 10% Glyxerol;
1 mM DTT). Céc té bao dugc phén giai bing cach hit manh cac té bao bang pipet vai
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1An, tao xody 6ng, va dé cho dng 1 trén nudc da trong nam phit. Sau do, dich phan giai
duoc ly tim dé tao vién két manh vun té bao. Sau dé, dich phan giai thu duoc dugc

chuyén vao dia sach.

Hoat tinh luciferaza dwoc thir nghiém bang céach st dung chét nén thir nghiém
luciferaza Nano-Glo® (Promega, Madison, WI 53711) trong dém QB. Tém lai, thé tich
nho cua dich phan giai, dém QB, va chét nén thtr nghiém luciferaza Nano-Glo®/dung
dich QB dugc tron v6i nhau trong dia chin sau 16, mau tring. Sau do, su phat quang
dugc xac dinh bé“mg cach str dung bo doc dia PHER Astar® (BMG LABTECH Inc., Cary,
NC 27513).

Hoat tinh GUS duoc thtt nghiém béng cach st dung chit nén sinh huynh quang
4-methyleumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG) trong téng khoi luong phan tmg 13 50
microlit. San phdm phan ung, 4-methlyumbelliferon (4-MU), phat quang t6i da & pH
cao, trong d6 nhém hydroxyl bi ion hoa. Viéc bd sung dung dich bazo natri cacbonat
dong thoi dimng xét nghiém va diéu chinh pH dé dinh lurong san pham huynh quang. Mot
phan phén wéc ctia dich phan giai duge tron v6i mot phan phan uéc cia MUG dugc hoa
tan trong dém QB va dugc u ¢ 37°C. Mot phén phan wéc nho ciia hdn hop phan tmg
dich phéan giai/MUG dugc loai bd va bd sung vao dung dich dém dimg & ba mdc thoi
gian khac nhau; (1) ngay sau khi tron phan tng dich phan giai/MUG duéi dang “Thoi
gian khong phut”; (2) hai muoi phut; va (3) sau muoi phat. Sy phat quang dugc do bang
kich thich & budc séng 355nm, phat xa & 460nm bang cach st dung bo doc dia
PHERAstar® (BMG LABTECH Inc., Cary, NC 27513).

ft nhét hai dia duoc st dung dé bién nap v6i bén dén tam su bién nap trén mdi
dia cho mdi vecto biéu hién. Déi véi mdi dia, mbi cdu tric duoc bién nap trong bdn dén
tam 15. Mot phan phan udc duge lay ra tir mdi phép bién nap cho thir nghiém MUG va
“nM MUG dugc thiy phan” thu dugc tir dudng cong chuén trong dia. Mot phan phan
wée cling duoc ldy ra tir mdi phép bién ddi dé doc NanoLuc® (NanoLuc® RLU). Gi4 tri
trung binh nM MUG thity phan / NanoLuc® RLU cho mdi vecto biéu hién dugc chuén
hoa dbi véi vecto biéu hién EXP-CaMV.35S/1-Zm.DnaK:1/ T-Os.LTP:1 dugc dit thanh
100%. Bang 12 thé hién trung binh cua gi4 trj trung binh ctla tit ca cac dia dugc st
dung dé bién nap doi véi mdi vecto bidu hién bao gdbm 3° UTR tbéng hop T-

7Zm.GST7.nno:2 va T-Zm.GST59.nno:1, va dbi chimg.
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Bang 12. Trung binh cia gia tri trung binh nM MUG thiy phan/ NanoLuc® RLU

doi véi moi vecto biéu hién.

Trung binh

cia gia tri
3" UTR trung binh Stderr
T-Os.LTP:1 100,00 8,09
No 3" UTR 51,95 4,71
T-Zm.GST59.nno:1 505,45 37,75
T-Zm.GST7.nno:2 345,31 40,73

Nhu duoc thé hién trong bang 12, vecto biéu hién khong c¢6 3” UTR dugc tao
ra it biéu hién hon so véi dbi ching T-Os.LTP:1. Viéc biéu hién duoc tdng cuong béng
3° UTR téng hop T-Zm.GST7.nno:2 va T-Zm.GST59.nno:1 so véi déi ching T-
Os.LTP:1. Phan tich c4c ban sao chimg minh su két thiic hoan toan dugc gy ra bdi 3
UTR tbéng hop T-Zm.GST7.nno:2 va T-Zm.GST59.nno:1. 3° UTR tbng hop T-
Zm.GST7.nno:2 va T-Zm.GST59.nno:1 ¢6 thé diéu bién sy biéu hién va két thic hoan

toan su phién ma trong té bao tran 14 ngd dugc bién nap.
Vi du 15
Phan tich cac yéu t6 diéu hoa diéu khién GUS & té bao trin ciia 14 ciy bong

Té bao tran 14 bong da duoc bién nap béng vecto, cu thé 1 vecto biéu hién chira
cac nhom yéu t6 didu hoa didu khién su biéu hién cua gen chuyén B-glucuronidaza
(GUS). Té bao trdn 14 bong dugc bién nap thu duge dwgc phan tich vé sy biéu hién
protein GUS dé d4nh gid tdc dong cua cac nhom yéu t6 didu hoa duge chon doi véi su
biéu hién.

Té bao tran ciy bong, thu dugc tir mo 14 da duge bién nap bang vecto biéu hién
bao gdm céc yéu td biéu hién tong hop va so sénh véi cac yéu t6 biéu hién da biét trong
linh vuc nay. Céc thir nghiém riéng biét dugc thuc hién dé danh gia hoat dong ctia EXP,
EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4), EXP-At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10 (SEQ ID
NO:8), EXP-At.GSP571.nno+At.GSI102.nno:1  (SEQ ID  NO:10), EXP-
At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2 (SEQ ID NO:16), va EXP-
At.GSP579.nn0+At.GSI102.nn0:3 (SEQ ID NO:22). Céc yéu td biéu hién dugc tich

dong thanh vecto biéu hién va duoc lién két theo cach hoat dong véi trinh tyr ma hoa
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GUS, GOI-Ec.uidA+St.LS1:1:1 (SEQ ID NO:42) ma bao gbm intron c6 thé xtr 1y. Vecto

biéu hién doi ching bao gom cac ciu hinh khéac nhau cia yéu to bicu hién da bieét.

Hai plasmid, dé sir dung trong qud trinh ddng bién nap va chuin hoa di lidu,
cling duogc xdy dung bang cic phuong phéap da biét trong linh vuc nay. Mdi plasmid
chira m6t trinh tu ma hoa luciferaza cu thé duoc diéu khién boi trinh tw EXP co dinh.
Vecto thue vat pFLUC bao gdm catxet chuyén gen véi trinh tu khéi dau co dinh duogc
lién két theo cach hoat dong 5’ voi intron, (EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1, SEQ
ID NO: 53), dugc lién két theo cach hoat déng 5° véi trinh tw ma hoa luciferaza
(LUCIFERASE:1:3, SEQ ID NO: 54) dom dém (Photinus pyralis), dugc li€n két theo
cach hoat dong 5" v4i 3" UTR tir gen Agrobacterium tumefaciens nopalin synthaza (T-
AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID NO: 55). Vecto thuc vat pRLUC bao gdm catxet chuyén
gen v6i trinh ty EXP co dinh (EXP-CaMV.35S-enh-Lhebl, SEQ ID NO: 56), dugc li€n
két theo cach hoat dong 5° v6i trinh tw ma hoa luciferaza (CR-Ren.hRenilla Lucife-
0:0:1, SEQ ID NO: 57) sea pansy (Renilla reniformis), dugc lién két theo cach hoat dong
5’ v6i 3 UTR tir gen Agrobacterium tumefaciens nopalin synthaza (T-AGRtu.nos-
1:1:13, SEQ ID NO: 55).

Té bao tran 14 béng dugc bién nap bang phuong phéap bién nap duva trén PEG,
da biét trong linh vuc nay. Céc té bao trdn da duoc bién nap bang cac plasmid, pFLUC
va pRLUC, va mét lugng duong luong mol cua vecto biéu hién EXP. Cac phép do cia
ca GUS va luciferaza duogc tién hanh bang cach dit cac phan phéan uéc cla ché phim
phén gidi chira cic té bao duoc bién nap nhu trén vao hai khay 16 nhé khéc nhau. Mot
khay dugc st dung dé do GUS, va khay thir hai dugc st dung dé thuc hién thir nghiém
luciferaza kép bang hé thir nghiém béo céo luciferaza kép (Promega Corp., Madison,
WI; xem vi du, Promega Notes Magazine, No: 57, 1996, p.02). Cac phép do mau dugc
dua trén nhiéu phép bién nap twong tur nhu duge trinh bay trong Vi du 14. Cac gia tri
GUS/FLUC trung binh dugc tinh theo cach twong tu nhu trong Vi du 14, nhung khong

duoc chuén hoa dbi v6i vecto EXP dbi ching.

Cac EXP, EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4), EXP-
At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10 (SEQ ID NO:8), va EXP-
At.GSP571.nno+At.GSI102.nno:1 (SEQ ID NO:10) dugc tach dong thanh vecto biéu
hién thuc vat duoc lién két theo cach hoat dong 5° véi trinh tw ma héa GUS (SEQ ID
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NO:42), duoc lién két theo cach hoat dong 5° v6i 3" UTR, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID
NO:34). Hai vecto biéu hién thuc vt dbi chimg dugc xdy dung véi EXP, EXP-
At.Bglu21+At.Cyco:2 (SEQ ID NO:50), da biét Ia biéu hién kém & té bao tran cia 14
cdy bong va EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO:51), da biét 1a biéu
hién tét ¢ té bao tran cla }lé ciy bong. Cac EXP dbi chimg dugce lién két theo cach hoat
dong vdi cung trinh tu 3 UTR va GUS. Ngoai ra, vecto biéu hién thuc vat bao gém
catxet gen chuyén GUS bao gdbm EXP, EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4), duoc lién két
theo cach hoat dong v6i GUS bao gdm 3” UTR tdng hop, T-Zm.GST7.nno:2 (SEQ ID
NO:44) dé danh gia hoat dong ciia 3” UTR tdng hop. Céc gia tri GUS/FLUC trung binh

doi vai nhiéu bién nap duoc néu trong Bang 13.

Bang 13. Cac gia tri GUS/FLUC trung binh tir té bao trin ciia I ciy bong da dwoc

bién nap
3
EXP UTR
SEQ SEQ
ID ID GUS/FLUC
EXP NO: 3" UTR NO: | trung binh
T-Mt.Sali3-2-
EXP-At.Bglu21+At.Cyco:2 50 1:2:1 34 0,09
EXP-CaMV.35S- T-Mt.Sali3-2-
enh+Ph.DnaK:1:3 51 1:2:1 34 1,70
T-Mt.Sali3-2-
EXP-At.GSP571 4 1:2:1 34 0,56
EXP- T-Mt.Sali3-2-
At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10 8 1:2:1 34 1,02
EXP- T-Mt.Sali3-2-
At.GSP571.nno+At.GSI102.nno:1 10 1:2:1 34 0,95
T-
EXP-At.GSP571 4 Zm.GST7.nno:2 | 44 0,46

Nhu dugc thé hién trong bang 13, cac EXP, EXP-At.GSP571 (SEQ ID NO:4),
EXP-At.GSP571.nn0+At.GSI21.nno:10  (SEQ ID  NO:8), va  EXP-
At.GSP571.nn0+At.GSI102.nn0:1 (SEQ ID NO:10) ching minh sy biéu hién & cac té
bao tran 14 cay bong. 3° UTR tdng hop, T-Zm.GST7.nno:10 (SEQ ID NO:44) hoat dong
theo cach giéng nhu 3" UTR ndi sinh, T-Mt.Sali3-2-1:2:1.

EXP, EXP-At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2 (SEQ ID NO:16) dugc tach dong

thanh vecto biéu hién thuc vat duoc lién két theo cach hoat déng 5° véi trinh tur ma hoa
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GUS (SEQ ID NO:42), dugc lién két theo cach hoat dong 5° v6i 3" UTR ndi sinh, T-
Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID NO:35). Hai vecto biéu hién thuc vat dbi ching duoc xay dung
v6i EXP, EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID NO:52), da biét 1a biéu hién kém & té bao tran
cua 14 ciy bong va EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID NO:51), da biét
14 biéu hién t5t & t& bao tran cua 14 cay bong. Cac EXP dbi chiung dugc lién két theo
cach hoat dong véi cung trinh tu 3 UTR va GUS. Céc gia tri GUS/FLUC trung binh

d6i véi nhiéu bién nap dugc néu trong Bang 14.

Béang 14. Cac gia tri GUS/FLUC trung binh tw té bao trin ciia 14 ciy bong da dwoc

bién nap

EXP 3" UTR GUS/FLU
SEQ ID SEQ ID C trung

EXP NO: 3" UTR NO: binh

T-Mt.Oxr-
EXP-Gm.Sphasl:1:1 52 1:2:1 35 0,01
EXP-CaMV.358S- T-Mt.Oxr-
enh+Ph.DnaK:1:3 51 1:2:1 35 2,30
EXP- T-Mt.Oxr-
At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2 16 1:2:1 35 0,34

Nhu duge thé hién trong bang 14, EXP téng hop, EXP-
At.GSP564.nn0+At.GSI17.nn0:1 (SEQ ID NO:16) chimg minh su biéu hién & té bao

tran cda té bao 1a cay bong.

EXP, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3 (SEQ ID NO:22) dugc tach
dong thanh vecto biéu hién thuc vat dugc lién két theo cach hoat dong 5’ v6i trinh tu
ma hoa GUS (SEQ ID NO:42), dugc lién két theo cach hoat dong 5° v6i 3” UTR nodi
sinh, T-Mt.RD22-1:2:1 (SEQ ID NO:37). Hai vecto biéu hién thuc vat dbi ching dugc
xay dung voi EXP, EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID NO:52), da biét 12 biéu hién kém &
té bao trdn cua 14 cdy bong va EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID
NO:51), da biét 1a biéu hién tt & té bao trdn ctia 14 cdy bong. Cac EXP déi chimg duogc
lién két theo cach hoat dong voi cung trinh tu 3 UTR va GUS. Cac gia tri GUS/FLUC

trung binh dbi v6i nhidu bién nap dugc néu trong Bang 15.
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Bang 15. Cac gia tri GUS/FLUC trung binh tir té bao trin cia la cay bong da dwoc

bién nap

EXP 3" UTR
SEQ SEQ ID | GUS/FLUC
EXP ID NO: | 3" UTR NO: trung binh
T-Mt.RD22-
EXP-Gm.Sphas1:1:1 52 1:2:1 37 0,01
T-Mt.RD22-
EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 51 1:2:1 37 2,88
EXP- T-Mt.RD22-
At.GSP579.nmo+At.GSI102.nno:3 22 1:2:1 37 1,19

Nhu duoc thé  hién trong bang 15, EXP téng hop, EXP-
At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3 (SEQ ID NO:22), chitng minh sy biéu hién & té bao

tran cda té bao 14 cay bong.

C6 minh hoa va mb ta cac nguyén tic cta sang ché, ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh virc nay biét duge rang sang ché co6 thé dugc stra d6i theo cach siap xép
va chi tiét ma khong ndm ngoai cic nguyén tic d6. Chu don yéu cau bao ho tit ca cac
stra ddi thudc tinh than va pham vi cia yéu cu bao ho. TAt ca céc tai liéu cong bd va
bang sang ché duoc cong bd duoc trich dan & day déu duoc dua vao ddy bang cach vién
dan & cing muc d6 nhu mdi céng bd hodc don yéu cau cap bang sang ché riéng 1¢ duoc

chi dinh cu thé va riéng 1é dugc dua vao day bang cach vién dan.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phan t&r ADN t4i t hop c¢6 c6 hoat tinh diéu hoa gen bao gom trinh tu ADN dugc
chon tir nhém gdm:

a) trinh tw v6i d6 ddng nhat trinh ty it nhit 12 90 phan tram v6i SEQ ID NO:20

hoac 11 va c6 hoat tinh diéu hoa gen; va

b) trinh tw bao gém bt ky trong s cac SEQ ID NO:22, 19, 20, 21, va 11.
2. Phan tir ADN tai t6 hop theo diém 1, trong d6 trinh tw ADN dugc lién két hoat dong
v6i phéan tir ADN c6 kha nang phién ma khéc loai.
3. Phan tir ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 trinh tw ADN c6 do ddng nhét trinh
tu it nhit 1a 95 phﬁn tram véi trinh tur ADN cia SEQ ID NO:20 hogc 11.
4. Phan t& ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 trinh tw ADN c6 do dong nhét trinh
tu it nhét 1 97 phén tram vdi trinh tw ADN ctia SEQ ID NO:20 hoic 11.
5. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 2, trong d6 phan tir ADN c6 kha nang phién ma
khac loai bao gdbm gen dugc quan tAm vé mit nong hoc.
6. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 3, trong d6 gen duoc quan tdm vé mat ndng hoc
tao ra kha nang dung nap thudc diét co cho thuc vat.
7. Phan tir ADN tai to hop theo diém 5, trong d6 gen dwgc quan tim vé mat nong hoc tao
ra kha nang chdng lai vat gy hai cho thuc vat.
8. Té bao thuc vat chuyén gen bao gdm phan tit ADN tai t6 hop theo diém 1.
9. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 8, trong d6 trinh tw ADN dugc lién két hoat
dong voi phan tr ADN c6 kha ndng phién ma khac loai.
10. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 8, trong d6 té bao thuc vt chliyén gen nay
12 té bao thuc vat mot 14 mam.

11. Té bao thuc vat chuyén gen theo diém 8, trong d6 té bao thurc vt chuyén gen nay

1a t& bao thuc vat hai 14 mam.
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12. Thuc vat chuyén gen, hoac bd phan cia no, bao gém phan tir ADN tai td hop theo
diém 1.

13. Thuc vt thé hé sau cta thuc vat chuyén gen theo diém 12, hoidc bod phan cua thuc
vat thé hé sau nay, trong do6 thuc vat thé hé sau hodc bod phan cua thuc vat thé hé sau

nay bao gdm phan tir ADN t4i t6 hop.

14. Hat giéng chuyén gen, trong d6 hat giéng nay chira phan tir ADN tai t6 hop theo
diém 1.

15. Phuong phap san xuit san pham hang héa bao gdm budc thu duoc thue vat chuyén

gen hodc b phan cia n6 theo diem 12 va san xuat san pham hang hoa tir do.

16. Phuong phap theo diém 15, trong d6 san pham hang héa 1a thé dac protein, thé phan
1ap protein, hat, tinh bot, hat giéng, bot thd, bot, sinh khdi hogc dau tir hat.

17. Phuong phap biéu hién phan tt ADN cé kha ning phién ma bao gbém budéc thu
duoc thuc vat chuyén gen theo diém 12 va tré)ng trot thuc vat nay, trong d6 ADN co6

kha nang phién ma dugc biéu hién.

18. Phan tir ADN téi t6 hop theo diém 1, trong d6 trinh ty ADN cé d6 dong nhét trinh
tu it nhat 1a 90 phan trdm vdi trinh tu ADN ciia SEQ ID NO:22 va bao gém phan thir
nhat c6 dd ddng nhat trinh t it nhét 1a 90 phan tram véi SEQ ID NO:20, phan thir hai
6 do ddng nhét it nhét 13 90 phan tram véi SEQ ID NO:11, va phan tha ba c¢6 do dong
nhét trinh ty 100 phan tram véi SEQ ID NO:21.

19. Phan tir ADN téi t6 hop theo diém 1, trong d6 trinh ty ADN c6 d6 dong nhét trinh
tu it nhat 1a 90 phan trdm véi trinh tu ADN ciia SEQ ID NO:19 va bao gébm phan thir
nhit c6 do dong nhét trinh tu it nhit 13 90 phén trim v6i SEQ ID NO:20, va phan thi
hai ¢6 do ddng nhat trinh tw 100 phan tram véi SEQ ID NO:21.



<110>

<120>
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VAT, TE BAO THUC VAT, BO PHAN THUC VAT VA HAT GIONG CHUYEN GEN CHUA PHAN TU

<130>
<150>
<151>
<160> 57
<170>
<210> 1

<211> 855
<212> ADN
<213>
<220>
<223> - EXP
<400> 1

tgttaatgtt
tatagaattt
taataagatt
ttagaacaaa
atacatataa
tataaatgaa
ttatctgggc
attaaaccct
ctcaactctc
ttccattgac
tagattcgta
cgatacctaa
tccataatat
cgattttttt
taatatttca

<210> 2

<211> 480
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 2

tgttaatgtt
tatagaattt
taataagatt
ttagaacaaa
atacatataa
tataaatgaa
ttatctgggc
attaaaccct

<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3
ctcaactctc

<210> 4
<211> 500

MONS: 436WO
US 62/448,019
19-01-2017

Nhén tao

Patent phién ban 3.5

ADN NAY

tdng hop, EXP-At.GSP442.nno+At.Cyco:3.

atccgaacta
tttggacagt
tacttttctt
tgataaaaaa
tatatataat
acaatggtgt
attaagagtt
aattgaccta
agctaaacca
gacgatctag
gattggtttt
ttttgaattg
ctgaagcgtc
tttcttggaa
caggt

Nhéan tao

atccgaacta
tttggacagt
tacttttctt
tgataaaaaa
tatatataat
acaatggtgt
attaagagtt
aattgaccta

Nhén tao

agctaaacca

gtcataatta
ttttgttttg
gttgaaacaa
atttcccctt
tcaaattaat
aaggcaatta
tgggctttag
gttccctata
cggaccgcag
gttttctgat
gagattcagt
atttggtaga
ttattggatc
catgataact

gtcataatta
ttttgttttg
gttgaaacaa
atttcccctt
tcaaattaat
aaggcaatta
tgggctttag
gttccctata

caaccgacaa
gttttcgatt
aataatctta
ttctatgcga
ctgccaaatt
aaaacacaac
atctaaaata
tatataaacc
gtaatttctc
ttgattttgg
ataatttcac
tcgattggtc
aaatctacaa
tttgattatt

caaccgacaa
gttttcgatt
aataatctta
ttctatgcga
ctgccaaatt
aaaacacaac
atctaaaata
tatataaacc

aataaggtta
gtagtaaaaa
gaattaactc
ttattttcaa
aataaatttg
actaaaaata
aaggccggcce
ctatatttct
tcctctctat
agaacgcctc
ccggattcca
aaatttgaaa
catttctctg
catcaaagtt

Trinh tu kh&i dau tdng hop, P-At.GSP442.nno:2.

aataaggtta
gtagtaaaaa
gaattaactc
ttattttcaa
aataaatttg
actaaaaata
aaggccggcece
ctatatttct

Trinh tu din dau téng hop, L-At.GSP442.nno:1.

ttttgtgtgt
tagatttatg
aacttttatg
tcagagagaa
gattaaaatt
tgagaacatt
caacgagaat
ctcgtcactc
ttttaccatt
gatgagttta
atttttgaac
ttgatttttc
ttgaaaggat
ttgttctttt

ttttgtgtgt
tagatttatg
aacttttatg
tcagagagaa
gattaaaatt
tgagaacatt
caacgagaat
ctcgtcactc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
855

60
120
180
240
300
360
420
480

20



<212>
<213>
<220>
<223>
<400> 4

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
atatatataa
tctcttctta

ADN

<210> 5

<211> 500
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 5

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
atatatataa
tctcttctta

<210> 6
<211> 49
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 6

Nhan tao

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
acacacactt
gcaaacaaag

Nhén tao

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
acacacactt
gcaaacaaag

Nhéan tao

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
cgtaaccact

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
cgtaaccact

48423

EXP téng hop, EXP-At.GSP571.

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
catcactcac

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
catcactcac

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
cacaaacaga

Trinh tu khai diu tdng hop, P-At.GSP571.nno:5.

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
cacaaacaga

Trinh tu din diu téng hop, L-At.GSP571.nno:1l.

atcactcacc acaaacagag aatatctcat ctcttcttag caaacaaag

<210> 7

<211> 855
<212> ADN
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 7

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
atatatataa
tctcttectta
ttccattgac
tagattcgta
cgatacctaa
tccataatat

Nhé&n tao

tdng hop, EXP-At.GSP571.nno+At.Cyco:2.

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
acacacactt
gcaaacaaag
gacgatctag
gattggtttt
ttttgaattg
ctgaagcgtc

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
cgtaaccact
cggaccgcag
gttttctgat
gagattcagt
atttggtaga
ttattggatc

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
catcactcac
gtaatttctc
ttgattttgg
ataatttcac
tcgattggtc
aaatctacaa

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
cacaaacaga
tcctectcetat
agaacgcctc
ccggattcca
aaatttgaaa
catttctctg

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
gaatatctca

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
gaatatctca

atatcatctt
tcectttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
gaatatctca
ttttaccatt
gatgagttta
atttttgaac
ttgatttttc
ttgaaaggat

60
120
180
240
300
360
420
480
500

60
120
180
240
300
360
420
480
500

49

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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cgattttttt tttcttggaa catgataact tttgattatt catcaaagtt

taatatttca

<210> 8

<211> 81le6
<212> ADN
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 8

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
atatatataa
tctcttetta
ctgatctcga
taattagatt
tgtttttctt
tggtttgtga
attgaattct

<210> 9
<211> 309
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 9
caggtttatt
gctctacttc
tttttgtaag
gtatgtcact
taatcactgt
tttgcaggt

<210> 10

<211> 810
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 10

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
atatatataa
tctcttctta
gatctcgtct
gtgattgatt
aatctctcga
agctcgattg
aattgatgtt

caggt

Nhén tao

tdng hop, EXP-At.GSP571.nno+At.GSI21.nno:10.

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
acacacactt
gcaaacaaag
tttgtttttt
gattattcta
taggtatgac
attctcttgt
ttttatgtgt

Nhéan tao

cttctctctc
cagttagatt
caattaagat
gtttcagatc
ttctgaattt

Nhén tao

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
acacacactt
gcaaacaaag
gatctccgat
cgttgagatt
gatagagatg
attcgatttg
ctgtttttagt

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
cgtaaccact
cggaccgcag
tcgaatcgcet
atcgtttttt
ttgttatgta
attgttctaa
tttggtattt

tatcctctcect
cttgatttga
ttatcttgtt
tgatcctctce
gattcgggtt

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
cgtaaccact
tttcaggttt
ttcgatcccce
cagatctgat
attgatgttg
attctcgatt
tacaggtttt

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
catcactcac
gtttattctt
ctacttccag
ttgtaagcaa
tgtcactgtt
tcactgtttc
gcaggt

Intron tdng hop, I-At.GSI21.nno:2.

cttctgatct
gattaattag
ttatgttttt
tgttggtttg
tttattgaat

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
catcactcac
agctttctct
gtccgatctc
cttaggatct
ttcagatcgg
cgatttgatc

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
cacaaacaga
ctctctctat
ttagattctt
ttaagattta
tcagatctga
tgaatttgat

cgatttgttt
attgattatt
ctttaggtat
tgaattctct
tctttttatg

EXP tdng hop, EXP-At.GSP571.nno+At.GSI102.nno:1.

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
cacaaacaga
ccgatctcgg
gatctgatcc
ctctgataga
ttttgatctc
gacaattgat

ttgttectttt

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
gaatatctca
cctctctectt
gatttgagat
tcttgtttta
tcctcectetgt
tcgggttttt

ttttcgaatc
ctaatcgttt
gacttgttat
tgtattgttc
tgttttggta

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
gaatatctca
ctttcgatct
catccgatct
tcatagattc
tgatctgatc
ctgattctct

840
855

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
816

60
120
180
240
300
309

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810
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ccgatctcgg
gatctgatcc
ctctgataga
ttttgatctc
gacaattgat

48423

Intron téng hop, I-At.GSI102.nno:1l.

ctttcgatct
catccgatct
tcatagattc
tgatctgatc
ctgattctct

téng hop, EXP-At.GSP564.

<210> 11

<211> 310

<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220>

<223>

<400> 11

tttcaggttt agctttctct
ttcgatccce gtccgatctce
cagatctgat cttaggatct
attgatgttg ttcagatcgg
attctcgatt cgatttgatc
tacaggtttt

<210> 12

<211> 500

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>

<223> EXP

<400> 12

agagttacaa tatagagaaa
atccaaaaac aactatttat
cataaatata aaatctttta
taaaatgatg tttcaaaaaa
ttaagattta ttttttccca
caaaaataaa tccaacaaga
taaaataagg aaataagcag
cataaatctc tataaaaacc
tctctaaaga gtcgtctctg
<210> 13

<211> 46l

<212> ADN

<213> ©Nhén tao

<220>

<223>

<400> 13

agagttacaa tatagagaaa
atccaaaaac aactatttat
cataaatata aaatctttta
taaaatgatg tttcaaaaaa
ttaagattta ttttttccca
caaaaataaa tccaacaaga
taaaataagg aaataagcag
cataaatctc tataaaaacc
<210> 14

<211> 39

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223>

<400> 14

aaatgtattc
tgattggcaa
atcaaataca
ttagaaagca
aacaagataa
gataaggata
ataattatcc
cttttcactc

aaatgtattc
tgattggcaa
atcaaataca
ttagaaagca
aacaagataa
gataaggata
ataattatcc
cttttcactc

tgtgtttttc
attgcatcaa
gaatctaaag
tgttttccac
atctataaat
agccaacgga
accaccttat
acactcacat

tgtgtttttc
attgcatcaa
gaatctaaag
tgttttccac
atctataaat
agccaacgga
accaccttat
acactcacat

actcacataa gaactaaaat ctctaaagag tcgtctctg

<210> 15

<211> 855
<212> ADN
<213> ©Nhé&n tao

<220>

gatctcgtct
gtgattgatt
aatctctcga
agctcgattg
aattgatgtt

acttttcttc
atttttcatg
atagtagggt
acttggaaaa
attcatcaca
cccatatatt
ccaaaaccct
cactcacata

Trinh tu khoi ddu téng hop, P-At.GSP564.nno:3.

acttttcttc
atttttcatg
atagtagggt
acttggaaaa
attcatcaca
cccatatatt
ccaaaaccct
c

Trinh tu din diu téng hop, L-At.GSP564.nno:1.

gatctccgat
cgttgagatt
gatagagatg
attcgatttg
ctgtttttgt

ttctttgaaa
ctaaatccaa
tttttttatt
tataaataaa
atcacgtgta
aggcccattt
agatccacaa
agaactaaaa

ttctttgaaa
ctaaatccaa
tttttttatt
tataaataaa
atcacgtgta
aggcccattt
agatccacaa

60
120
180
240
300
310

60
120
180
240
300
360
420
480
500

60
120
180
240
300
360
420
461

39
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<223> EXP
<400> 15

agagttacaa
atccaaaaac
cataaatata
taaaatgatg
ttaagattta
caaaaataaa
taaaataagg
cataaatctc
tctctaaaga
ttccattgac
tagattcgta
cgatacctaa
tccataatat
cgattttttt
taatatttca

<210> 16

<211> 807
<212> ADN
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 16

agagttacaa
atccaaaaac
cataaatata
taaaatgatg
ttaagattta
caaaaataaa
taaaataagg
cataaatctc
tctctaaaga
tcatctcgat
tggatctttc
ttattcatcg
ctcaattttg
gagttttttg

<210> 17

<211> 300
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 17

caggtaaacc
cccaattttt
aggaatttta
ttcttttgca
tgttctcttt

<210> 18

<211> 810
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 18

48423

tdng hop, EXP-At.GSP564.nno+At.Cyco:2.

tatagagaaa
aactatttat
aaatctttta
tttcaaaaaa
ttttttccca
tccaacaaga
aaataagcag
tataaaaacc
gtcgtctctg
gacgatctag
gattggtttt
ttttgaattg
ctgaagcgtc
tttcttggaa
caggt

Nhén tao

aaatgtattc
tgattggcaa
atcaaataca
ttagaaagca
aacaagataa
gataaggata
ataattatcc
cttttcactc
cggaccgcag
gttttctgat
gagattcagt
atttggtaga
ttattggatc
catgataact

tgtgtttttc
attgcatcaa
gaatctaaag
tgttttccac
atctataaat
agccaacgga
accaccttat
acactcacat
gtaatttctc
ttgattttgg
ataatttcac
tcgattggtc
aaatctacaa
tttgattatt

acttttcttc
atttttcatg
atagtagggt
acttggaaaa
attcatcaca
cccatatatt
ccaaaaccct
cactcacata
tcctcetcectat
agaacgcctc
ccggattcca
aaatttgaaa
catttctctg
catcaaagtt

tdng hop, EXP-At.GSP564.nno+At.GSI17.nno:2.

tatagagaaa
aactatttat
aaatctttta
tttcaaaaaa
ttttttccca
tccaacaaga
aaataagcag
tataaaaacc
gtcgtctctg
ctctccattt
tgtgtttcca
gatatataga
gttgttgttg
atattgattt

Nhan tao

cagatctctt
tctctgattt
ggatagattt
atttttctct
atgggtttat

Nhé&n tao

aaatgtattc
tgattggcaa
atcaaataca
ttagaaagca
aacaagataa
gataaggata
ataattatcc
cttttcactc
cggaccgcag
tcataaaccc
tggttttagg
tttcaaattc
tgatgagtgt
tgcaggt

tcttectette
gtttgatttg
ttgtttgttc
ctctttagtt
ctgagcttgg

tgtgtttttc
attgcatcaa
gaatctaaag
tgttttccac
atctataaat
agccaacgga
accaccttat
acactcacat
gtaaacccag
aattttttcet
aattttagga
ttttgcaatt
tctctttatg

Intron tdng hop, I-At.GSI17.nno:1l.

tcttcatctc
gtttggatct
atgttattca
ttgctcaatt
tgagagtttt

acttttcttc
atttttcatg
atagtagggt
acttggaaaa
attcatcaca
cccatatatt
ccaaaaccct
cactcacata
atctctttct
ctgatttgtt
tagatttttg
tttctctctce
ggtttatctg

gatctctcca
ttctgtgttt
tcggatatat
ttggttgttg
ttgatattga

EXP téng hop, EXP-At.GSP564.nno+At.GSI102.nno:1l.

agagttacaa tatagagaaa aaatgtattc tgtgtttttc acttttcttc

ttctttgaaa
ctaaatccaa
tttttttatt
tataaataaa
atcacgtgta
aggcccattt
agatccacaa
agaactaaaa
ttttaccatt
gatgagttta
atttttgaac
ttgatttttc
ttgaaaggat
ttgttctttt

ttctttgaaa
ctaaatccaa
tttttttatt
tataaataaa
atcacgtgta
aggcccattt
agatccacaa
agaactaaaa
tctcttctet
tgatttggtt
tttgttcatg
tttagttttg
agcttggtga

ttttcataaa
ccatggtttt
agatttcaaa
ttgtgatgag
ttttgcaggt

ttctttgaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
855

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
807

60
120
180
240
300

60
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atccaaaaac
cataaatata
taaaatgatg
ttaagattta
caaaaataaa
taaaataagg
cataaatctc
tctctaaaga
gatctcgtct
gtgattgatt
aatctctcga
agctcgattg
aattgatgtt

<210> 19

<211> 500
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 19

catagagcag
agatgaaaat
taaaattgat
tgaaatattt
atttccacat
aaccacgtgg
catccaacgg
tatatactcc
taaaagaaaa

<210> 20

<211> 449
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 20

catagagcag
agatgaaaat
taaaattgat
tgaaatattt
atttccacat
aaccacgtgg
catccaacgg
tatatactcc

<210> 21

<211> 51

<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 21

aactatttat
aaatctttta
tttcaaaaaa
ttttttccca
tccaacaaga
aaataagcag
tataaaaacc
gtcgtctctg
gatctccgat
cgttgagatt
gatagagatg
attcgatttg
ctgtttttgt

Nhan tao

tcttgtctca
ctgacaaaaa
gttaataatc
caagaaagga
tcacttggat
actattatat
ataaggtaac
atataaccat
aaaacaagaa

Nhan tao

tcttgtctca
ctgacaaaaa
gttaataatc
caagaaagga
tcacttggat
actattatat
ataaggtaac
atataaccat

Nhéan tao

tgattggcaa
atcaaataca
ttagaaagca
aacaagataa
gataaggata
ataattatcc
cttttcactc
tttcaggttt
ttcgatcccc
cagatctgat
attgatgttg
attctcgatt
tacaggtttt

aaaaaatcga
ttttgttaaa
ttcttatcca
ttgagccaaa
attacaagtg
ccagccacgt
cacacagcct
cactcacacg

aaaaaatcga
ttttgttaaa
ttcttatcca
ttgagccaaa
attacaagtg
ccagccacgt
cacacagcct
cactcacac

48423

attgcatcaa
gaatctaaag
tgttttccac
atctataaat
agccaacgga
accaccttat
acactcacat
agctttctct
gtccgatctc
cttaggatct
ttcagatcgg
cgatttgatc

EXP tdng hop, EXP-At.GSP579.

attaagcagt
atttggtagt
aaaaaagaac
aaccgtgttt
tggcatctca
ggctttaaaa
tatccaacca
tctttcatca

attaagcagt
atttggtagt
aaaaaagaac
aaccgtgttt
tggcatctca
ggctttaaaa
tatccaacca

atttttcatg
atagtagggt
acttggaaaa
attcatcaca
cccatatatt
ccaaaaccct
cactcacata
ccgatctcgg
gatctgatcc
ctctgataga
ttttgatctc
gacaattgat

tgaaagtgtt
atttgataag
caatccattg
ataaaatttt
taaaaaaaaa
tcttatccaa
catcacacga
cacaagtaaa

Trinh tu khoi diu tdng hop, P-At.GSP579.nno:2.

tgaaagtgtt
atttgataag
caatccattg
ataaaatttt
taaaaaaaaa
tcttatccaa
catcacacga

Trinh tu din d3u tdng hop, L-At.GSP579.nno:l.

ctaaatccaa
tttttttatt
tataaataaa
atcacgtgta
aggcccattt
agatccacaa
agaactaaaa
ctttcgatct
catccgatct
tcatagattc
tgatctgatc
ctgattctct

cgtcttatca
atatgtacct
cagtcttaaa
caaatccaca
gaaaaagaaa
aatcacctct
atccactcta
acagcatcac

cgtcttatca
atatgtacct
cagtcttaaa
caaatccaca
gaaaaagaaa
aatcacctct
atccactcta

gtctttcatc acacaagtaa aacagcatca ctaaaagaaa aaaaacaaga a

<210> 22

<211> 810
<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810

60
120
180
240
300
360
420
480
500

60
120
180
240
300
360
420
449

51
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<223> EXP
<400> 22

catagagcag
agatgaaaat
taaaattgat
tgaaatattt
atttccacat
aaccacgtgg
catccaacgg
tatatactcc
taaaagaaaa
gatctcgtct
gtgattgatt
aatctctcga
agctcgattg
aattgatgtt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 23

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
attgttaatg
gttatagaat
tgtaataaga
tgttagaaca
aaatacatat
tttataaatg
ttttatctgg
atattaaacc
tcctcaactce
ctcaacactt
tctattttta
gcctcgatga
ttccaatttt
tgaaattgat
ctctgttgaa
aagttttgtt

23

ADN

<210> 24

<211> 422
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 24

agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat

1350

tdng hop, EXP-At.GSP579.nno+At.GSI102.nno:3.

tcttgtctca
ctgacaaaaa
gttaataatc
caagaaagga
tcacttggat
actattatat
ataaggtaac
atataaccat
aaaacaagaa
gatctccgat
cgttgagatt
gatagagatg
attcgatttg
ctgtttttgt

Nhédn tao

aaaaaatcga
ttttgttaaa
ttcttatcca
ttgagccaaa
attacaagtg
ccagccacgt
cacacagcct
cactcacacg
tttcaggttt
ttcgatccce
cagatctgat
attgatgttyg
attctcgatt
tacaggtttt

48423

attaagcagt
atttggtagt
aaaaaagaac
aaccgtgttt
tggcatctca
ggctttaaaa
tatccaacca
tctttcatca
agctttctct
gtccgatctc
cttaggatct
ttcagatcgg
cgatttgatc

tgaaagtgtt
atttgataag
caatccattg
ataaaatttt
taaaaaaaaa
tcttatccaa
catcacacga
cacaagtaaa
ccgatctcgg
gatctgatcc
ctctgataga
ttttgatctc
gacaattgat

cgtcttatca
atatgtacct
cagtcttaaa
caaatccaca
gaaaaagaaa
aatcacctct
atccactcta
acagcatcac
ctttcgatct
catccgatct
tcatagattc
tgatctgatc
ctgattctct

tdng hop, EXP-At.GSP571.nno+At.GSP442.nno+At.Cyco:1l.

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
ttatccgaac
tttttggaca
tttacttttc
aatgataaaa
aatatatata
aaacaatggt
gcattaagag
ctaattgacc
tcagctaaac
gcagagaaaa
ccattttcca
gtttatagat
tgaaccgata
ttttctccat
aggatcgatt
ctttttaata

Nhéan tao

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
tagtcataat
gtttttgttt
ttgttgaaac
aaatttcccc
attcaaatta
gtaaggcaat
tttgggcttt
tagttcccta
cacggaccgc
agaacaagga
ttgacgacga
tcgtagattg
cctaattttg
aatatctgaa
ttttttttet
tttcacaggt

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
tacaaccgac
tggttttcga
aaaataatct
ttttctatgce
atctgccaaa
taaaaacaca
agatctaaaa
tatatataaa
agtgagtcac
agatcccgga
tctaggtttt
gttttgagat
aattgatttg
gcgtcttatt
tggaacatga

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
aaaataaggt
ttgtagtaaa
tagaattaac
gattattttc
ttaataaatt
acactaaaaa
taaaggccgg
ccctatattt
ataaccctct
aacaggtaat
ctgatttgat
tcagtataat
gtagatcgat
ggatcaaatc
taacttttga

Trinh tu ting cudng tdng hop, E-At.GSP571.nno:1l.

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
tattttgtgt
aatagattta
tcaactttta
aatcagagag
tggattaaaa
tatgagaaca
cccaacgaga
ctctcgtcac
tggaaagagt
ttctctceccte
tttggagaac
ttcacccgga
tggtcaaatt
tacaacattt
ttattcatca

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
810

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

60
120
180
240
300
360
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ggaaaatcca accaaccaca tgtaatccca cacctcatca ccttatccac acctctgtct

at

<210> 25
<211> 902
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 25
agtacaatca
cacaaaatga
caagaatata
taaggaataa
atccaatcaa
atcaaaagat
ggaaaatcca
attgttaatg
gttatagaat
tgtaataaga
tgttagaaca
aaatacatat
tttataaatg
ttttatctgg
atattaaacc
tc

<210> 26

<211> 800
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 26

aattaaattc
aatggataaa
aatgttaaaa
gattaattca
ttatatttat
tcaaaaaacg
aaccaccact
ccacttctat
aagagaaaaa
gatctctcca
ttctgtgttt
tcggatatat
ttggttgttg
ttgatattga

<210> 27

<211> 458
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 27

aattaaattc
aatggataaa
aatgttaaaa
gattaattca
ttatatttat

Nhén tao

tacaagagca
aaaagcacaa
aatttcacac
gaaaatgcaa
ttatcaaaag
aagcaaaaga
accaaccaca
ttatccgaac
tttttggaca
tttacttttc
aatgataaaa
aatatatata
aaacaatggt
gcattaagag
ctaattgacc

Nhén tao

aacacgtttg
aaggtataat
tggccaattt
tcaataactt
acacaacaac
acaagataac
cagccacgtg
atataatctc
acaaacaaga
ttttcataaa
ccatggtttt
agatttcaaa
ttgtgatgag
ttttgcaggt

Nhén tao

aacacgtttg
aaggtataat
tggccaattt
tcaataactt
acacaacaac

atatatatat
aaagtattaa
ctaagaaaat
ttacgataaa
taagatattg
accacatcaa
tgtaatccca
tagtcataat
gtttttgttt
ttgttgaaac
aaatttcccc
attcaaatta
gtaaggcaat
tttgggcttt
tagttcccta

ttatatattt
caagtatatt
tgaccaaaaa
ggaatttcac
tcatctcctc
caatctccac
gcagaatctt
ttcttctcat
caggtaaacc
cccaattttt
aggaatttta
ttcttttgca
tgttctcttt

ttatatattt
caagtatatt
tgaccaaaaa
ggaatttcac
tcatctcctc

ttttggttat
ttaatatcat
tctgaactag
cacttgtcac
ccacgtggca
agccacaaaa
cacctcatca
tacaaccgac
tggttttcga
aaaataatct
ttttctatgce
atctgccaaa
taaaaacaca
agatctaaaa
tatatataaa

tttattgaaa
ttatacacat
accgcataat
aatacacaaa
atagaaagaa
atcatccacg
atccaatcac
tatcactcac
cagatctctt
tctctgattt
ggatagattt
atttttctct
atgggtttat

tttattgaaa
ttatacacat
accgcataat
aatacacaaa
atagaaagaa

tgaaatttaa
gttttgagac
gaaaataacc
aaattgttta
accagtattt
tgccaaccac
ccttatccac
aaaataaggt
ttgtagtaaa
tagaattaac
gattattttc
ttaataaatt
acactaaaaa
taaaggccgg
ccctatattt

EXP tdng hop, EXP-At.GSP576.nno+At.GSI17.nno:3.

ttattcttca
ctttctattt
tttcttaatt
agtgggtgta
aagaaaaata
tggcgtaagg
tctcaccaca
cacacatcct
tcttctette
gtttgatttg
ttgtttgttc
ctctttagtt
ctgagcttgg

Trinh tu khoi ddu tdéng hop, P-At.GSP576.nno:4.

ttattcttca
ctttctattt
tttcttaatt
agtgggtgta
aagaaaaata

Trinh tu kh&i d3u dang kham tdng hop, P-At.GSP571/442.

atatcatctt
tcctttttac
agcatacaat
ataagtcact
tcatcacctt
agatggataa
acctctgtct
tattttgtgt
aatagattta
tcaactttta
aatcagagag
tggattaaaa
tatgagaaca
cccaacgaga
ctctcgtcac

ttcgtctttt
gtgtgtacca
tcttaaatat
gttaccgtta
aaataagaaa
ataaggtcac
caaaccttat
tgcaaaagta
tcttcatctc
gtttggatct
atgttattca
ttgctcaatt
tgagagtttt

ttcgtctttt
gtgtgtacca
tcttaaatat
gttaccgtta
aaataagaaa

420
422

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
902

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
800

60
120
180
240
300
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tcaaaaaacg acaagataac caatctccac atcatccacg tggcgtaagg ataaggtcac
aaccaccact cagccacgtg gcagaatctt atccaatcac tctcaccaca caaaccttat
ccacttctat atataatctc ttcttctcat tatcactc

<210> 28

<211> 42

<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>

<223>

<400> 28

Trinh tu din diu téng hop, L-At.GSP576.nno:2.

accacacatc cttgcaaaag taaagagaaa aaacaaacaa ga

<210> 29

<211> 400
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 29

ttgttttgtt
aatatatatt
taaaagtaat
tttgttgctyg
cagctttttg
gtaaactgca
tgtgttctgt

<210> 30

<211> 947
<212> ADN
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 30

gctagcgctt
atgacataaa
tatgctttta
ccttttccaa
agtagacatg
cagtctataa
cctatctctc
ctgaaattgg
agtccctaaa
atcctacacc
aggtaatttc
atttgatttt
gtataatttc
gatcgattgg
tcaaatctac
cttttgatta

<210> 31

<211> 370
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 31

Nhén tao

tgtaccataa
ttttcgtggt
aaatttgttt
gagacagata
tttgggaaga
tatatatata
tctgttgcectce

Nhéan tao

tatatttgct
ttctgtcgtg
tttgtttcat
tgtttgtgtt
acaaaatcag
tatatatgaa

gagacgagga

3' UTR tdng hop, T-Zm.GST59.nno:1l.

gtgtgtttgce
ctgtactgag
accccattgg
gtttgtgttc
tttggatgct
taaaactggt
ataaattgtt

tgccatctca
gaccgttgta
tggtgctcct
ttgttttatc
ttgctccatc
tttgtttcat

tdng hop, EXP-At.GSP221+At.Cyco:3.

atggagcgtyg
accgatccta
tttttcttta
agaaagacgg
atgatcgacg
ataggtcaag
aagaaataac
gcaagcccca
atacttctat
cttgtgtttg
tctcctetet
ggagaacgcc
acccggattce
tcaaatttga
aacatttctc
ttcatcaaag

Nhén tao

atggactgaa
atctctccta
tttttctcegt
aactgcctag
acgtcatgca
aacaaacatc
tctctcttgt
taggcatttt
caataaaatt
taaccaggct
atttttacca
tcgatgagtt
caatttttga
aattgatttt
tgttgaaagg
ttttgttctt

agagacccct
cgaacgacag
cagtggaata
gacaacgtcg
tgacgtttaa
gagaaaaggc
tcttcatcct
ggtatcagag
tctacgccaa
tggtcaagtg
ttttccattg
tatagattcg
accgatacct
tctccataat
atcgattttt
tttaatattt

accacgtgtt
cggagagtac
cacgttttgt
gctaccaaag
catgcattgt
agaggcgaaa
ttctttcata
cgagtaagga
gaagggtaag
cacaagggta
acgacgatct
tagattggtt
aattttgaat
atctgaagcg
tttttcttgg
cacaggt

Trinh tu khoi ddu téng hop, P-At.GSP221:3.

tgtgcagagg
aacatatgaa
ttggttctcg
tggaggcgag
ctgtactgtt
accatgtttg

gacgtaagca
tgctgaaagc
cggtgtgtgt
cacaatgtaa
atgtgtccgt
tacccatctg
gtttaaaaac
caagtaggta
ttgtacgttt
tttgagtccc
aggttttctg
ttgagattca
tgatttggta
tcttattgga
aacatgataa

gctagcgctt atggagcgtg atggactgaa agagacccct accacgtgtt gacgtaagca
atgacataaa accgatccta atctctccta cgaacgacag cggagagtac tgctgaaagc

360
420
458

42

60
120
180
240
300
360
400

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
947

60
120
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tatgctttta tttttcttta tttttctcgt cagtggaata cacgttttgt cggtgtgtgt

ccttttccaa agaaagacgg aactgcctag gacaacgtcg gctaccaaag cacaatgtaa

agtagacatg atgatcgacg acgtcatgca tgacgtttaa catgcattgt atgtgtccgt

cagtctataa ataggtcaag aacaaacatc gagaaaaggc agaggcgaaa tacccatctg

cctatctctc

<210> 32

<211> 229

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>

<223> Trinh tu din ddu tdng hop, L-At.GSP221:1.

<400> 32

aagaaataac tctctcttgt tcttcatcct ttctttcata gtttaaaaac ctgaaattgg

gcaagcccca taggcatttt ggtatcagag cgagtaagga caagtaggta agtccctaaa

atacttctat caataaaatt tctacgccaa gaagggtaag ttgtacgttt atcctacacc

cttgtgtttg taaccaggct tggtcaagtg cacaagggta tttgagtcc

<210> 33

<211> 348

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

<221> dac diém hdén tap

<222> (1)..(348)

<223> 1Intron, I-At.Cyco:2 thu dugc tl gen VIa dudi don vi Cytochrome c

oxidaza tu Arabidopsis.

<400> 33

caggtaattt ctctcctctc tatttttacc attttccatt gacgacgatc taggttttct

gatttgattt tggagaacgc ctcgatgagt ttatagattc gtagattggt tttgagattc

agtataattt cacccggatt ccaatttttg aaccgatacc taattttgaa ttgatttggt

agatcgattg gtcaaatttg aaattgattt ttctccataa tatctgaagc gtcttattgg

atcaaatcta caacatttct ctgttgaaag gatcgatttt ttttttcttg gaacatgata

acttttgatt attcatcaaa gttttgttct ttttaatatt tcacaggt

<210> 34

<211> 500

<212> ADN

<213> Medicago truncatula

<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (1)..(500)

<223> 3' UTR, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 thu dugc tu gen Sali3 cua
Medicago truncatula.

<400> 34

gagtactctc caacatggac acaccatggg attgtgtaac ataaataatg tgtcgtttgt

aatgaatgct cgcaactttt ctagctaatt aagctagagt tgaacttgag ctacttttat

gtaccctaaa gaggcacaat ctttgctgtt gatgtactat gatcatgtta taatatgatg

aaaatggagt gtgcctcatt ttataatttt tattttcctg agtatatgtt tttagggcta

aacaccttat aaaaaaaggt cacttagaat atgaaacatg aacttttgta aaaaagtaga

gattaaaatt gaaatcaaaa atttttatag gatcaatatt cgaagaattt ttttagaggg

attaaaatta aatatagttt cggactgacc caaggcacaa tccggctccg ctcgggttceg

acctgagtcc accatgcatc tgtcacctta ccattgacac gccctaaaat acattagatc

gcagtacaaa ttgagagtta

<210> 35

<211> 500

<212> ADN

<213> Medicago truncatula

48423

180
240
300
360
370

60
120
180
229

60
120
180
240
300
348

60
120
180
240
300
360
420
480
500
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<220>
<221>
<222>  (1).
<223> 3°

. (500)

d&c diém hén tap

gid dinh tu Medicago truncatula.

<400> 35
aaatgaatga
gctatataca
ttgctttgta
tctaaagttt
gaaagtcttt
gattttaggg
tggtagcaga
gtgcatatgt
attttggtac

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

36
315
ADN

<220>
<221>
<222>
<223> 3!

(1).

atcagctttc
tgagtgtgtt
ataatttgtg
gtaatggagg
catgcattgg
acaagagaag
caatacacga
tcatatcatt
ataatagtat

. (315)

FbLate-2.

<400> 36
accatatgac
atatggttaa
atggtgaatc
attaattttg
aagcttatgt
tgatcagtat

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

37
500
ADN

<220>
<221>
<222>  (1).
<223> 3"

actggtgcat
taaaaaaaag
tctttgcata
aatgttgttt
tatgtatttt
actct

. (500)

tcttgttcat
ggttgctgcc
cgttactatt
gaagtaaatg
tttggagtac
ttcaaattac
aaaagtaaca
tcacattttt

Gossypium barbadense

d&c diém hdén tap

gtgccatcat
atggtgagtg
catagagatt
ttaaatttta
actttaatga

Medicago truncatula

dac diém hén tap

tu Medicago truncatula.

<400> 37

aaacaccaat
aatacttaat
ttcaaatctc
tgtacgtcct
tgctatttta
agagtgtagg
ggtcatgccg
gggaatagga
gacgctgcgg

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

38
1204
ADN

tccatcttcect
acttgtatta
ctcaagtatg
cgctaataaa
tatatgttgt
tttgccggga
gaaaatttat
gattaaaggg
tttagcttca

tcaataataa
taaattgagt
gttgaaaaat
aataatgttt
accccaaact
agatttggat
tttccttgta
cctcctttta

Arabidopsis thaliana

48423

aaagaattgt
ttatgtgttc
gtaaacaatg
taaatccttt
catcatatca
actccaatta
catttagtat
ataatccagc

catgcagtaa
aataatgtgc
ctgaatgatt
atgtcacttg
tattgcatgt

ccactatata
tactttgaat
ggtcttcaat
gtttaattac
tgtctgacca
taaagtcttc
cttcaaatgt
atatggcaaa

gtggaaatga
ttctagggtt
tatttaatga
cgcaagtgtt
cccttaattt
tgtgctcggg
cttactatca
atattataaa

tttcatggta
gtgcattcct
atagtttatg
gcttgattta
attgttaatt

UTR, T-Mt.RD22-1:2:1 thu dugc tu gen protein

tatatagaag
gtcctacgat
gtaactttaa
tttatatatg
atttaatcag
gtttggttgg
tttgcttttt
cagaattata

UTR, T-Mt.Oxr-1:2:1 thu dugc tu gen protein oxidoreductaza

attgtgtgtt
attttttctt
ataatgaaag
tttttagctt
ttctagttat
gaaatttaat
tctgcaaatc
ttcaaaccta

UTR, T-Gb.FbL2:1 thu dugc tl gen Gossypium barbadense

tatcttaatt
ccatgcacca
ttgtagtgaa
tgttttaacg
taacattgct

(OXR)

60
120
180
240
300
360
420
480
500

60
120
180
240
300
315

73/82

RD22 khu nudc-dép uUng

caacttcaaa
agagacggag
ataaaaactt
tattttttaa
aagaacatgt
gtttggtctt
cgatcggaaa
gctttagact

60
120
180
240
300
360
420
480
500



<220>
<221>
<222>
<223>

. (1204)

tu Arabidopsis.

<400> 38
tgcgagtggg
ttgctcctcce
ggtttttaga
ttttgttgtg
gaatcgtaga
caagtttttt
catatggagg
ttgcaactcg
tctctectcectc
atttgattac
agatttaaaa
caatgactag
gctaaaatag
cagattagtg
caaggaagat
cgacgatcta
agattggttt
attttgaatt
tctgaagcgt
ttttcttgga
acag

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

39
786
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>

cgaattccgg
tctcctcecte
ggtcaccaaa
cagccatttg
tgaagaaatc
ctcattttgc
tgaactatac
gttacaagca
taaaatgtta
acataagact
catcaaagat
tatgtatgta
cccataaaag
agtcacataa
cccggaaaca
ggttttctga
tgagattcag
gatttggtag
cttattggat
acatgataac

. (786)

ddc diém hén tap
(1) .
EXP-At.Cyco:1:1,

thu dugc

agcactctga
tattattaat
aaaaatctat
ttacacaggt
gaagtgagtt
tagtttcctg
aaaggttgtt
ctcagtggac
tagatacgaa
ttaacataat
tccatctaaa
cataagtaaa
gcccattaaa
ccctcttgga
ggtaatttct
tttgattttg
tataatttca
atcgattggt
caaatctaca
ttttgattat

Arabidopsis thaliana

dac diém hén tap
(1). .
Trinh tu kh&i dau, P-At.Cyco-1:1:2 thu dugc tu gen VIa dudi don vi

48423

tu gen VIa

ttggctgaaa
ttttcgtcgt
tttgagatac
tgaagcttat
gaatattttc
tttttatgtt
gcaacgataa
ttttggccaa
tcctttgttg
ccaacttttt
cttcattcat
attgttgata
cttgggttta
aagagtctca
ctcctctcta
gagaacgcct
cccggattcce
caaatttgaa
acatttctct
tcatcaaagt

Cytochrome c oxidaza tu Arabidopsis.

<400> 39

tgcgagtggg
ttgctcctcc
ggtttttaga
ttttgttgtg
gaatcgtaga
caagtttttt
catatggagg
ttgcaactcg
tctctctcectce
atttgattac
agatttaaaa
caatgactag
gctaaaatag
cagatt

<210> 40
<211> 72
<212> ADN
<213>

<220>
<221>

cgaattccgg
tctecctecte
ggtcaccaaa
cagccatttg
tgaagaaatc
ctcattttgc
tgaactatac
gttacaagca
taaaatgtta
acataagact
catcaaagat
tatgtatgta
cccataaaag

agcactctga
tattattaat
aaaaatctat
ttacacaggt
gaagtgagtt
tagtttcctg
aaaggttgtt
ctcagtggac
tagatacgaa
ttaacataat
tccatctaaa
cataagtaaa
gcccattaaa

Arabidopsis thaliana

dac diém hdn tap

ttggctgaaa
ttttcgtcgt
tttgagatac
tgaagcttat
gaatattttc
tttttatgtt
gcaacgataa
ttttggccaa
tcctttgttg
ccaacttttt
cttcattcat
attgttgata
cttgggttta

dudi don vi Cytochrome c oxidaza

aaatagaaat
tcttcttctg
taaaaatatt
aactgaaaat
tgaacatatg
ttcttgactt
cattctcctt
gacaattttt
aataaaggaa
tttatatgaa
cttcaatctt
agaaaacaaa
gactttagat
acacttgcag
tttttaccat
cgatgagttt
aatttttgaa
attgattttt
gttgaaagga
tttgttcttt

aaatagaaat
tcttcttctg
taaaaatatt
aactgaaaat
tgaacatatg
ttcttgactt
cattctcctt
gacaattttt
aataaaggaa
tttatatgaa
cttcaatctt
agaaaacaaa
gactttagat

agtagtgatg
aaagttgtgt
tcgttttgca
tggattcaaa
aaaattggaa
taggagatga
aattcagttt
tttttttttt
aaagttgaac
gctacaaaca
caacatcctt
acaatgatgg
tcaacgacgc
agaaaaagaa
tttccattga
atagattcgt
ccgataccta
ctccataata
tcgatttttt
ttaatatttc

agtagtgatg
aaagttgtgt
tcgttttgca
tggattcaaa
aaaattggaa
taggagatga
aattcagttt
tttttttttt
aaagttgaac
gctacaaaca
caacatcctt
acaatgatgg
tcaacgacgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1204

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
786



48423

agtgagtcac ataaccctct tggaaagagt ctcaacactt gcagagaaaa agaacaagga

attttccatt
ttatagattc
aaccgatacc
ttctccataa
gatcgatttt
ttttaatatt

<222> (1)..(72)

<223>

Cytochrome c oxidaza tu Arabidopsis.
<400> 40

agatcccgga aa

<210> 41

<211> 346

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana
<220>

<221> dic diém hén tap

<222> (1)..(346)

<223> Intron,

oxlidaza tu Arabidopsis.

<400> 41

caggtaattt ctctcctctc tatttttacc
gatttgattt tggagaacgc ctcgatgagt
agtataattt cacccggatt ccaatttttg
agatcgattg gtcaaatttg aaattgattt
atcaaatcta caacatttct ctgttgaaag
acttttgatt attcatcaaa gttttgttct
<210> 42

<211> 2001

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>

<223>

gacgacgatc
gtagattggt
taattttgaa
tatctgaagc
ttttttcttg
tcacag

taggttttct
tttgagattc
ttgatttggt
gtcttattgg
gaacatgata

Trinh tu didn diu, L-At.Cyco-1:1:2 thu dugc tu gen VIa dudi don vi

60
72

I-At.Cyco-1:1:1 thu dugc tlu gen VIa dudi don vi Cytochrome c

60
120
180
240
300
346

Trinh tu md héa ddi véi beta-glucuronidaza (GUS) v&i intron céd thé xu

75/82

1y thu dugc tl gen ST-LS1 ddc hiéu mé cam Ung anh séng cua khoail tay (sb6 truy
cap Genbank: X04753).

<400> 42

atggtccgtce
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

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

cccaacccgt
ctgtggaatt
gccaggcagt
ctggtatcag
tttcgatgcg
tcagggcggce
tgtacgtaag
taatataata
ttctgtagtt
ttgttgatgt
gccgggaatg
ctttaactat
ggacgatatc
gcaggtggtg
tgcaactgga
gggtgaaggt
ctacccgett
ccacaaaccg
aggattcgat
ctcctaccegt
tggcatcgtg
tttcgaagcg
tcagcaagcg
cgtggtgatg
tttcgcgceca
caatgtaatg

gaaatcaaaa
gatcagcgtt
tttaacgatc
cgcgaagtct
gtcactcatt
tatacgccat
tttctgcttc
tttcaaatat
tataagtgtg
gcaggtatca
gtgattaccg
gccggaatcc
accgtggtga
gccaatggtg
caaggcacta
tatctctatg
cgcgtcggca
ttctacttta
aacgtgctga
acctcgcatt
gtgattgatg
ggcaacaagc
cacttacagg
tggagtattg
ctggcggaag
ttctgcgacg

aactcgacgg
ggtgggaaag
agttcgccga
ttataccgaa
acggcaaagt
ttgaagccga
tacctttgat
ttttttcaaa
tatattttaa
ccgtttgtgt
acgaaaacgg
atcgcagcgt
cgcatgtcgce
atgtcagcgt
gcgggacttt
aactgtgcgt
tccggtcagt
ctggctttgg
tggtgcacga
acccttacgce
aaactgctgc
cgaaagaact
cgattaaaga
ccaacgaacc
caacgcgtaa
ctcacaccga

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

60
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



gatctctttg
ttggaaacgg
cagccgatta
accgacatgt
gatcgcgtca
caaggcatat
aagtcggcgg
cagcagggag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223> EXP
<400> 43

tgttaatgtt
tatagaattt
taataagatt
ttagaacaaa
atacatataa
tataaatgaa
ttatctgggce
attaaaccct
ctcaactctc
caacacttgc
tatttttacc
ctcgatgagt
ccaatttttg
aaattgattt
ctgttgaaag
gttttgttct

43
928
ADN

<210> 44

<211> 300
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 44

atgtctgctg
tgttgttttc
ttccatcctt
taataaattt
tctgtctggt

<210> 45

<211> 855
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 45

aattaaattc
aatggataaa
aatgttaaaa
gattaattca
ttatatttat
tcaaaaaacg
aaccaccact
ccacttctat

atgtgctgtg
cagagaaggt
tcatcaccga
ggagtgaaga
gcgccgtegt
tgcgcgttgg
cttttctgcect
gcaaacaatg

Nhén tao

cctgaaccgt
actggaaaaa
atacggcgtg
gtatcagtgt
cggtgaacag
cggtaacaag
gcaaaaacgc
a

48423

tattacggat
gaacttctgg
gatacgttag
gcatggctgg
gtatggaatt
aaagggatct
tggactggca

ggtatgtcca
cctggcagga
ccgggctgcea
atatgtatca
tcgccgattt
tcactcgcga
tgaacttcgg

tdng hop, EXP-At.GSP442+L-I-At.Cyco.

atccgaacta
tttggacagt
tacttttctt
tgataaaaaa
tatatataat
acaatggtgt
attaagagtt
aattgaccta
agctaaacca
agagaaaaag
attttccatt
ttatagattc
aaccgatacc
ttctccataa
gatcgatttt
ttttaatatt

Nhan tao

cggcggcectt
tgttttataa
gctgctccat
ggtttctcat
tgtttttttg

Nhén tao

aacacgtttg
aaggtataat
tggccaattt
tcaataactt
acacaacaac
acaagataac
cagccacgtg
atataatctc

gtcataatta
ttttgttttg
gttgaaacaa
atttccccectt
tcaaattaat
aaggcaatta
tgggctttag
gttccctata
cggaccgcag
aacaaggaag
gacgacgatc
gtagattggt
taattttgaa
tatctgaagc
ttttttcttg
tcacaggt

cacagtttgt
ataataaagg
cacactatct
acctatatgt
ctgccagccg

ttatatattt
caagtatatt
tgaccaaaaa
ggaatttcac
tcatctcctc
caatctccac
gcagaatctt
ttcttctcat

caaccgacaa
gttttcgatt
aataatctta
ttctatgcga
ctgccaaatt
aaaacacaac
atctaaaata
tatataaacc
tgagtcacat
atcccggaaa
taggttttct
tttgagattc
ttgatttggt
gtcttattgg
gaacatgata

3' UTR tdng hop, T-Zm.GST7.nno:2.

ttatttccta
aggaggagat
gtaatttgta
gtctgtttgg
gtagtataaa

tttattgaaa
ttatacacat
accgcataat
aatacacaaa
atagaaagaa
atcatccacg
atccaatcac
tatcactcac

aataaggtta
gtagtaaaaa
gaattaactc
ttattttcaa
aataaatttg
actaaaaata
aaggccggcce
ctatatttct
aaccctcttg
caggtaattt
gatttgattt
agtataattt
agatcgattg
atcaaatcta
acttttgatt

ctgtttgctg
ttgttttggt
aacagcgaca
aggcttgttt
ttttgttttt

EXP tdng hop, EXP-At.GSP576.nno+At.Cyco:l.

ttattcttca
ctttctattt
tttcttaatt
agtgggtgta
aagaaaaata
tggcgtaagg
tctcaccaca
cacacatcct

aagcggcgat
gaaactgcat
ctcaatgtac
ccgcgtettt
tgcgacctcg
ccgcaaaccg
tgaaaaaccg

ttttgtgtgt
tagatttatg
aacttttatg
tcagagagaa
gattaaaatt
tgagaacatt
caacgagaat
ctcgtcactc
gaaagagtct
ctctecctctc
tggagaacgc
cacccggatt
gtcaaatttg
caacatttct
attcatcaaa

cggcgattgt
ttgtgtttgt
ataaataaat
gtttgagaca
ggacgacgaa

ttcgtctttt
gtgtgtacca
tcttaaatat
gttaccgtta
aaataagaaa
ataaggtcac
caaaccttat
tgcaaaagta

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2001

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
928

60
120
180
240
300

60
120
180
240
300
360
420
480
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aagagaaaaa
ttccattgac
tagattcgta
cgatacctaa
tccataatat
cgattttttt
taatatttca

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

46
835
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>

acaaacaaga
gacgatctag
gattggtttt
ttttgaattg
ctgaagcgtc
tttcttggaa
caggt

. (835)

cggaccgcag
gttttctgat
gagattcagt
atttggtaga
ttattggatc
catgataact

virut kham sup lo

dac diém hdn tap
(1). . ~ .
Trinh tu ADN cuna EXP, EXP-CaMV.35S bao gbém trinh ty dan dau va trinh

48423

gtaatttctc
ttgattttgg
ataatttcac
tcgattggtc
aaatctacaa
tttgattatt

tcctcectctat
agaacgcctc
ccggattcca
aaatttgaaa
catttctctg

catcaaagtt.

tu khoi dau 35S thu dugc tu virut kham sup lo.

<400> 46

agattagcct
cagcaggtct
ccaagaaggt
aagatatatt
acaaaccaag
aggccatgga
aacagttcat
tggagcacga
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggaccccc
agcaagtgga
cttcgcaaga

<210> 47

<211> 804
<212> ADN
<213> Zea

<220>
<221>
<222>
<223>
nhiét 70
<400> 47
accgtcttcg
tgctctcttg
atcgtgttct
ggtagtacga
tagcggtatt
gttaatttag
gcgatactat
tattctgttt
acgaaatttt
cttgttttaa
tgcttgtttg
ctcctgatgg
cttgctcgat
cattgtaatg

dac

<210> 48

(1).
Trinh tu ADN cua intron,
(Hsp70)

tttcaatttc
catcaagacg
taaagatgca
tctcaagatc
gcaagtaata
gtcaaagatt
acagagtctc
cacacttgtc
gacttttcaa
tcactttatt
taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectet

mays

agaaagaatg
atctacccga
gtcaaaagat
agaagtacta
gagattggag
caaatagagg
ttacgactca
tactccaaaa
caaagggtaa
gtgaagatag
gccatcgttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa

diém hén tap

. (804)

gtacgcgctc
tgtggtgatt
gcctgtgcectg
aacgaagata
tatttaagca
gcacaggctt
aataatttgt
ttgtttgtgt
gatgtttatc
atattgttgt
ttgtaacaaa
tatctagtat
gccttctccecce
cagataccaa

(Dnak)

tl ngd.

actccgccecct
gctgagagtg
attacttgcc
gaacctacac
catgttggtg
catactacat
tcgtctgcag
gctgttaaat
tctgctcctt
ctgaagaaat
atttaaaaat
ctaccaactg
tagtgttgac
gcgg

ctaacccaca
gcaataatct
tcaggactaa
ttccagtatg
tctctaaaaa
acctaacaga
atgacaagaa
atatcaaaga
tatccggaaa
tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttca

I-Zm.DnakK:1,

ctgcctttgt
gtttagctgg
gtcctttgta
agcaatacga
ttatagggca
gggtcaatag
agcttattat
tgttaacgcc
tattgtgacc
aagtactgac
aaagagtttc
acactatatt
cagtgttact

gatggttaga
ccaggaaatc
ctgcatcaag
gacgattcaa
ggtagttccc
actcgccgta
gaaaatcttc
tacagtctca
cctcctecgga
aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaacc
tgacgcacaa

tttggagagg

ttttaccatt
gatgagttta
atttttgaac
ttgatttttc
ttgaaaggat
ttgttectttt

gaggcttacg
aaataccttc
aacacagaga
ggcttgcttc
actgaatcaa
aagactggcg
gtcaacatgg
gaagaccaaa
ttccattgcc
tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tcccactatc
acacg

540
600
660
720
780
840
855

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
835

thu duoc tlr gen protein sbc

tactgccacg
atctagaatt
gcagcaaaat
gaaatgtgta
cttggattca
tatagggatt
ttgccaaaat
tgaaggaata
ataagtcaag
agtattttga
ctttttgttg
gcttctcttt
cacatagtct

tttctctgaa
acactctgaa
atagggacat
atttggtgct
gaagtttgct
catattatag
tagatattcc
aatataaatg
atcagatgca
tgcattgatc
ctctccttac
acatacgtat
ttgctcattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
804
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<211>
<212>
<213>

300
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>
chuyén
<400> 48
attaatcgat
tatatataaa
aacgatcgat
ttatttgtat
tctcatgaac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
di truyén.
<400> 49

atggtcttca
gaccaagtcc
actccgatcc
atcatccegt
gtggtgtacc
atcgacgggg
gtgttcgacg
gacgagcgcc
accggctggce

49
516
ADN

<210> 50
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
dau va

ADN

1848

Orzya sativa

. (300)

(LTP) tu
cctceccgatcce
ccctttcecgea
ctatcactga
accgtcaaat
cctatatata

Nhéan tao

cactcgaaga
ttgaacaggg
aaaggattgt
atgaaggtct
ctgtggatga
ttacgccgaa
gcaaaaagat
tgatcaaccc

ggctgtgcga

Nhén tao

d&c diém hdn tap
(1) .
Trinh tyu ADN cua 3'
lipit

laa.

cttaattacc
cgtacttata
tatgatatga
aaaagtttct
actagtttaa

tttcgttggg
aggtgtgtcc
cctgagcggt
gagcggcgac
tcatcacttt
catgatcgac
cactgtaaca
cgacggctcc
acgcattctg

48423

UTR, T-Os.LTP:1,

ataccattac
ctatgttttg
ttgatccatc
tccacttgtg
tttgctgtca

gactggcgac
agtttgtttc
gaaaatgggc
caaatgggcc
aaggtgatcc
tatttcggac
gggaccctgt
ctgctgttcc
gcgtaa

thaliana, duoc lién ké&t theo kidu hoat déng

<400> 50

aaataaattt
aatatcatct
gcaaaatgtg
gaggactata
atcctattaa
acgtccataa
ccattgactt
ggacatacat
atatgttcca
atcatcctat
ccatgaagca
gtcattcatt
gaataaggta
tcgttaaaca
caattatttg
caacggggtg
ttatcggaca
atgattggct

cttaaagtgt
aataaagtaa
tcaattataa
tattggaaaa
acagttgtat
caaaataaga
agggccggcec
gatatatttt
aactaggaaa
ttattaaata
tcctatatac
agtccaaaca
taactttttt
agttaaaaaa
agtatcaaaa
tggttgtcat
ttttaaatga
tagcagtaga

gtgttttaat
tggtatattt
aatataaaga
caaaaaagta
tatatattta
tccaaaactc
gattggttcg
taagtcacgt
aataagtaag
gatttactaa
tataaaaata
ttaaatgaga
tcgaattaga
tatgttttta
ataggcttgt
tgtggaagtt
ctggtttaca
tgcgacagtg

ctaaaacatc
gtatagttaa
ggatataatt
atgtaaacca
tattttagtc
gatctagatc
aggactcctc
ttttatatta
aattagtcaa
actatatata
gtcttactaa
gatcctttac
aactgattta
caattaagtt
tattatttag
aatggaagta
gttaaaaata
gtttaaacca

78/82

thu duoc tl gen gidng protein van

accatgcatc
tcatacatat
agcctgatct
ttaataatta
attgaacatg

agacagccgg
agaatctcgg
tgaagatcga
agatcgaaaa
tgcactatgg
ggccgtatga
ggaacggcaa
gagtaaccat

atataatttg
tgatttgtct
tagtttagag
tatagatcat
actaacacat
tatacgaggc
atgctgtaaa
tatgttccac
tgatcgagat
atacaatgat
atacatactc
ttgctacctg
tgaaagatta
ttgaaaaata
ggttttcgtt
attggttgag
tgtgtattta
aaaattacca

aatatccata
atatgtgtcg
ctgtatcttg
gctactctca
atgatcgatg

ctacaacctg
ggtgtccgta
catccatgtc
aatttttaag
cacactggta
aggcatcgcc
caaaattatc
caacggagtg

aaatagagga
ttttattcgce
ttttagacac
ggaatgagtc
taataactta
actaaatgat
cttttttttt
gcccaatata
aatgcaatga
cgagatcgtg
atatagttta
aattttttca
agagtaatgt
ataaagtctc
ggtttaaatg
gttttaaacg
cggcaatttt
aataaataat

60
120
180
240
300

Trinh tu m& héa db6i véi protein luciferaza huynh gquang dugc thao tac

60
120
180
240
300
360
420
480
516

Trinh tyu ADN cua EXP, EXP-At.Bglu2l+At.Cyco:2 bao gdm trinh tu khoi
trinh tu d&n diu cta gen beta-glucuronidaza 21 t& Arabidopsis

5' véi intron, I-At.Cyco-1:1:1.

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080



atacaattat
ttaattatcg
aacacaaata
tccaaaatgg
gtaagaacac
aaacaattat
gattggatgt
caggtaattt
gatttgattt
agtataattt
agatcgattg
atcaaatcta
acttttgatt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

51
712
ADN

taaattatat
aaaccataga
atcatattgg
atgaagaact
aacggtcgag
attttagtca
aaacaaatca
ctctecctctce
tggagaacgc
cacccggatt
gtcaaatttg
caacatttct
attcatcaaa

Nhén tao

aaaacaccaa
caaagtacat
gagattatga
tatattagtt
gtcatgcaat
ctcgttaaca
tcataaactt
tatttttacc
ctcgatgagt
ccaatttttg
aaattgattt
ctgttgaaag
gttttgttct

48423

tattatatat
aagagttatt
tatccaaaat
ccacgcacaa
gaatcatcct
aacaatcaaa
gttctcttcc
attttccatt
ttatagattc
aaccgatacc
ttctccataa
gatcgatttt
ttttaatatt

ttatatatat
ccgaaaaagg
ggactaatca
tataatatgt
atatataaaa
atcgctatat
agaagaaact
gacgacgatc
gtagattggt
taattttgaa
tatctgaagc
ttttttettg
tcacaggt

atgaacatag
tttattatga
aataattaaa
tccaaactaa
tagttttact
aaagaactcc
aaaaacaaaa
taggttttct
tttgagattc
ttgatttggt
gtcttattgg
gaacatgata

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1848

Trinh tu ADN cua EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 bao gdm trinh tu
khoi ddu virut kham stp lo 35S dugc ting cudng, dugc 1ién két theo kiéu hoat

déng 5' véi trinh tu diAn diu cta gen protein sbc nhiét 70 (HSP70) tu cay
thubc 14 canh.

<400> 51

ggtccgatgt
cccagctatc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
aaacctcctc
ggaaggtggc
ctctgccgac
agacgttcca
ggatgacgca
tcatttggag
attattcatt

<210> 52

<211> 841
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
trinh
<400> 52

ggcaaaaaca
taatatctat
ttatatctac
aatgactatt
tgaagtgtcc
cttattaatt
attaatcttg
gccaaggaac
ttcataaaat
atcaggatcg
tactcacaaa
ccacacattt
ttgtttattt

gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
ggattccatt
tcctacaaat
agtggtccca
accacgtctt
caatcccact
aggacactct
tatttgtcag

Glycine max

. (841)

tttaatacgt
tcttatgtat
acttattttg
ctttaataat
attgcatttg
aatttggtaa
gtagtctcga
aaaagaagac
tcaaacaaaa
ccgcgtcaag
ggtgtcaatc
gttgtttcta
caacacccgt

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
gcccagctat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccttcgceca
agacagaaaa
ctttcaaact

dac diédm hén tap
(l). X N
Trinh tu ADN cua EXP, EXP-Gm.Sphasl:1:1 bao gdm trinh tu khoi dau va
tu dan dau chia gen 7S alpha didu tién clha dau tuong.

attatttaag
tttttaaaaa
catttttatc
caatcattat
actatgtgga
cagtccgtac
atgccacaac
aaaacacaat
acgcaatcac
aaaaaaaaac
gagcagccca
acccaacctc
caaactgcat

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgagactttt
ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacg
ggattgatgt
agacccttcc
atttgctaca
ctttgtttct

aaaaaaatat
tctattatat
aattttcttg
tcttacatgg
tagtgttttyg
taatcagtta
actgactagt
gagagtatcc
acacagtgga
tggaccccaa
aaacattcac
aaactcgtat
gccaccccgt

aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
caacaaaggg
attgtgaaga
aaggccatcg
aggagcatcg
gatatctcca
tctatataag
ttgtttcaca
tgtttgttga

gtaataatat
attgatcaac
cgttttttgg
tacatattgt
atccaggcct
cttatccttc
ctcttggatc
tttgcatagc
catcacttat
aagccatgca
caactcaacc
tctcttcecge
ggccaaatgt

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
taatatccgg
tagtggaaaa
ttgaagatgc
tggaaaaaga
ctgacgtaag
gaagttcatt
aacttcaaat
tt

atttatattt
taaaatattt
catatttaat
tggaaccata
ccatttgccg
ctccatcata
ataagaaaaa
aatgtctaag
ccactagctg
caacaacacg
catcatgagc
cacctcattt
ccatgcatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
712

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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taacaagacc tatgactata aatatctgca atctcggccc aggttttcat catcaagaac

C

<210> 53

<211> 1446
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>

<223>

khoi ddu

hoat déng 5
<400> 53
ggtccgattg
ccagctatct
catcattgcg
gatggacccc
aagcaagtgg
aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
gatgacgcac
catttggaga
tcactccgcce
ttgctgagag
tgattacttg
tagaacctac
cacatgttgg
ttcatactac
gttcgtctgc
gtgctgttaa
tctctgctcc
gtctgaagaa
aaatttaaaa
atctaccaac
cctagtgttg
aagcgg

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

54
1653
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 54

atggaagacg
accgctggag
gcttttacag
gttcggttygg
tgcagtgaaa
gcagttgcgc
tcgcagccta
aaaaaattac
tttcagtcga
tttgtaccag
tctactgggt
catgccagag
gttccattcc

(1) .

' v&i intron,

agacttttca
gtcactttat
ataaaggaaa
cacccacgag
attgatgtga
gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
aatcccacta
ggacacgctg
ctctgccttt
tggtttagct
ccgtcctttg
acagcaatac
tgttataggg
atgggtcaat
agagcttatt
attgttaacg
tttattgtga
ataagtactg
ataaagagtt
tgacactata
accagtgtta

. (1653)

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

acaaagggta
tgtgaagata
ggccatcgtt
gagcatcgtg
tggtccgatt
cccagctatc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
tccttcgceaa
acaagctgac
gttactgcca
ggatctagaa
tagcagcaaa
gagaaatgtg
cacttggatt
agtataggga
atttgccaaa
cctgaaggaa
ccataagtca
acagtatttt
tcctttttgt
ttgcttctct
ctcacatagt

Photinus pyralis

dac diém hdn tap

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

atatccggaa
gtggaaaagg
gaagatgcct
gaaaaagaag
gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacccttcct
tctagcagat
cgtttctctg
ttacactctg
atatagggac
taatttggtg
cagaagtttg
ttcatattat
attagatatt
taaatataaa
agatcagatg
gatgcattga
tgctctcctt
ttacatacgt
ctttgctcat

ccggcgcececat
aagagatacg
atcacgtacg
gggctgaata
ccggtgttgg
gaacgtgaat
aaggggttgc
atcatggatt
catctacctc
acaattgcac
ccgcatagaa
atcattccgg
actacactcg

acctcctcgg
aaggtggctc
ctgccgacag
acgttccaac
aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
ctatataagg
ctaccgtctt
aatgctctct
aaatcgtgtt
atggtagtac
cttagcggta
ctgttaattt
aggcgatact
cctattctgt
tgacgaaatt
cacttgtttt
tctgcttgtt
acctcctgat
atcttgctcg
ttcattgtaa

Trinh tu ADN m& hdba protein luciferaza thu dugc

tctatcctct
ccctggttce
cggaatactt
caaatcacag
gcgcgttatt
tgctcaacag
2aaaaatttt
ctaaaacgga
ccggttttaa
tgataatgaa
ctgcctgegt
atactgcgat
gatatttgat

attccattgc
ctacaaatgc
tggtcccaaa
cacgtcttca
aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttcattt
cggtacgcgce
tgtgtggtga
ctgcctgtge
gaaacgaaga
tttatttaag
aggcacaggc
ataataattt
ttttgtttgt
ttgatgttta
aaatattgtt
tgttgtaaca
ggtatctagt
atgccttctc
tgcagatacc

tu dom doém.

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

840
841

Trinh tu ADN cua EXP, EXP-CaMV.35S-enh+Zm.DnaK:1:1 bao gdm trinh tu
virut kham cua sup lo 35S duoc ting cudng, dugc lién két theo kiéu
I-Zm.DnaK:1.

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1446

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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cgagtcgtct
aaaattcaaa
attgacaaat
aaagaagtcg
gggctcactg
gcggtcggta
acgctgggcg
tatgtaaaca
ggagacatag
ttaattaaat
caccccaaca
cccgceccgcecg
tacgtcgcca
gaagtaccga
aaggccaaga

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

55
253
ADN

<220>
<221>
<222>
<223>
Gen
<400> 55
gatcgttcaa
atgattatca
atgacgttat
gcgatagaaa
atgttactag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
virut

56
675
ADN

taatgtatag
gtgcgttgct
acgatttatc
gggaagcggt
agactacatc
aagttgttcc
ttaatcagag
atccggaagce
cttactggga
acaaaggata
tcttcgacgce
ttgttgtttt
gtcaagtaac
aaggtcttac

agggcggaaa

. (253)

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

Agrobacterium tumefaciens

dac diém hbén tap
(1).
Trinh ty ADN cua 3'

48423

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

tacgatccct
tcttcgccaa
ctgggggcge
cagggatacg
agggggatga
tggatctgga
gacctatgat
aggatggatg
tagttgaccg
tggaatcgat
acgatgacgc
cggaaaaaga
gaggagttgt
aaatcagaga

UTR, T-AGRtu.nos-1:1:13 thu

Agrobacterium tumefaciens nopalin synthaza.

acatttggca
tataatttct
ttatgagatg
acaaaatata
atc

Nhan tao

ataaagtttc
gttgaattac
ggtttttatg
gcgcgcaaac

ttaagattga
gttaagcatg
attagagtcc
taggataaat

atcctgttgce
taataattaa
cgcaattata
tatcgcgecge

tcaggattac
aagcactctg
acctctttcg
acaaggatat
taaaccgggce
taccgggaaa
tatgtccggt
gctacattct
cttgaagtct
attgttacaa
cggtgaactt
gatcgtggat
gtttgtggac
gatcctcata

dugc tu

cggtcttgcg
catgtaatgc
catttaatac

ggtgtcatct

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1653

60
120
180
240
253
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Trinh tu ADN cua EXP, EXP-CaMV.35S-enh-Lhcbl bao gdm trinh tu kh&i diu
kham cua sup lo 35S dugc téng cudng, dugc lién két theo kiéu hoat déng

5' véi trinh tu din ddu cua gen gin két chit diép luc a/b cua phtc hop lta mi
tdp hogp anh séang.

<400> 56
ggtccgatgt
cccagctatc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
gaaacctcct
aggaaggtgg
cctctgccga
aagacgttcc
gggatgacgc
ttcatttgga
gacaacacac

<210> 57

<211> 936
<212> ADN
<213>

gagacttttc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
cggattccat
ctcctacaaa
cagtggtccc
aaccacgtct
acaatcccac
gaggaaccat
cataa

aacaaagggt
ttgtgaagat
aggccatcgt
ggagcatcgt
atggtccgat
tgcccagceta
tgccatcatt
aaagatggac
tcaaagcaag
tatccttcge
cttccacaca

Renilla reniformis

aatatccgga
agtggaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
gtgagacttt
tctgtcactt
gcgataaagg
ccccacccac
tggattgatg
aagacccttc
ctcaagccac

aacctcctcg
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
tcaacaaagg
tattgtgaag
aaaggccatc
gaggagcatc
tgatatctcc
ctctatataa
actattggag

gattccattg
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
gtaatatccg
atagtggaaa
gttgaagatg
gtggaaaaag
actgacgtaa
ggaagttcat
aacacacagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
675



<220>
<221>
<222>
<223>

. (936)

Pansey.

<400> 57

atggcttcca
tgggctcgcet
aagcacgccg
aggcacgtcg
atgggtaagt
ctcaccgcectt
tggggggett
gtccatgctg
gaggatatcg
ttcgtcgaga
gcctacctgg
cgcgagatcc
aacgcctacc
ttcttttcca
gtgaagggcc
agcttcgtgg

aggtgtacga
gcaagcaaat
agaacgccgt
tgcctcacat
ccggcaagag
ggttcgagct
gtctggcctt
agagtgtcgt
ccctgatcaa
ccatgctccc
agccattcaa
ctctcgttaa
ttcgggccag
acgctattgt
tccacttcag
agcgcgtgcet

dac diém hdén tap
(1) .
Trinh ty ADN m& hda protein luciferaza thu dugc

ccccgagcaa
gaacgtgctg
gatttttctg
cgagcccgtg
cgggaatggc
gctgaacctt
tcactactcc
ggacgtgatc
gagcgaagag
aagcaagatc
ggagaagggc
gggaggcaag
cgacgatctg
cgagggagct
ccaggaggac
gaagaacgag

48423

cgcaaacgca
gactccttca
catggtaacg
gctagatgca
tcatatcgcce
ccaaagaaaa
tacgagcacc
gagtcctggg
ggcgagaaaa
atgcggaaac
gaggttagac
cccgacgtcg
cctaagatgt
aagaagttcc
gctccagatg
cagtaa

tgatcactgg
tcaactacta
ctgcctccag
tcatccctga
tcctggatca
tcatctttgt
aagacaagat
acgagtggcc
tggtgcttga
tggagcctga
ggcctaccct
tccagattgt
tcatcgagtc
ctaacaccga
aaatgggtaa

tua Sea

gcctcagtgg
tgattccgag
ctacctgtgg
tctgatcgga
ctacaagtac
gggccacgac
caaggccatc
tgacatcgag
gaataacttc
ggagttcgct
ctcctggect
ccgcaactac
cgaccctggg
gttcgtgaag
gtacatcaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936
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