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Linh vie k§ thuit duwge dé cap

Sang ché dé cap chung dén linh vuc sinh hoc phéan tr thyc vat va viéc di€u hoa
cta su bicu hién gen & céac thuc vat. Sang ché cling dé cdp dén céc sinh vt nhan thuc
chuy¢n gen, bao gdm cac t¢ bao thuc vat, cac thuc vat, va cac hat chuyén gen, ma hé

gen cua ching bao gdm céc cau tric phan tir dé kiém soét su biéu hién gen di loai.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc cdy trdng chuyén gen chira cac cai bién di truyén ngady cang phuc tap bao
g0m nhiéu gen chuyén ma tao nén nhiéu tinh trang khac nhau, ciing dugc goi 1a “cac
nhém gen” hodc “cac nhom tinh trang”. Vi du, nhiéu san phdm ngd chuyén gen hién nay
trén thi trudong chtra trong cting thuc vét nhiéu gen ma héa cac protein diét con tring dé
kiém soat phd rong ciia cc ¢on tring gdy hai, nhidu gen mé hoa cac protein giup thuc
vit c6 kha ning chdng chiu v6i phd rong ciia cac chét diét co héa hoc va nhidu gen ma
hoa cac protein ma duogc sir dung 1am cic danh ddu chon loc trong sudt qué trinh bién
nap thuc vét. Nhidu trong sd céc protein chuyén gen duoc sir dung dé kiém soét cac con
tring gy hai, vi du cdc noi doc té tinh thé tir Bacillus thuringiensis (dugc goi 1a cac
protein Cry) ¢6 hoat tinh chdng lai cac c6n trung gy hai b canh vay hoic b canh cung.
Cac vi du cua céc protein Cry hoat tinh bo canh vay bao gém CrylA, CrylB, CrylC,
CrylD, CrylE, Cryll’ va Cry9. Cac vi du cua cdc protein Cry hoat tinh by canh cing
bao gdm, Cry3A, Cry3B, Cry3C, Cry8, Cry23-Cry37 nhi phan va Cry34-Cry35 nhi
phan. Hau hét cac protein Cry riéng 1é ¢6 hoat tinh sinh hoc chéng lai phd hep cua cac
loai con triing trong bo con tring da biét. Ngay ca vi phd hoat tinh hep nay, cic protein
Cry nhat dinh c6 thé ¢6 hoat tinh thap dén trung binh chéng lai cac loai khong phai sinh
vat gdy hai nhat dinh trong ciing bo cua cdc ¢on tring nhu cac con trung la sinh vat gay
hai muyc tiéu. Vi dy, Hellmich et al. (2001) Proc. Natl. Aca. Sci. 98:11925-11930, da
phét hién ring céac protein Cry duoc tinh sach nhét dinh ma c6 hoat tinh chéng lai sinh
vat gdy hai by canh vay, vi du sau duc than ngd chau Au (Ostrinia nubilalis), cling c6

moOt sO hoat tinh chong lai giai doan dau tién cta con trung bd canh vay khong phai sinh
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vat gy hai, buém chtia (Danaus plexippus). Tuy nhién, cac giai doan 4u trung sau d6

D. plexippus la it nhay cam hon nhiéu.

Hién nay, viéc biéu hién cua héu hét cac gen chuyén mi hoa c4c protein diét con
tring trong cac cay trdng chuyén gen thuong mai duge thic diy boi cac ving khdi dong
cAu thanh, nghia 14 cac viing khdi dong ma hoat dong chtic nang trong toan bo thuc vt
trong tt ca hoic phén 16n cac loai md, bao g0m hat phén, xuyén sudt toan bd chu trinh
sinh trudéng cda thyc vat. Do hat phén thuc vat ¢co thé 1a nguén thirc &n cho mot s6 loai
con trung khong phai sinh vat gdy hai hodc dugc gia thiét réng hat phén thue vat c6 thé
duoc mang di bai gié dé ky gui trén cac thue vat chi cia cdn trung khong phai sinh vat
gay hai, c6 mot s6 mdi quan tAm trong céc co quan quan ly ma quan ly viéc thuong mai
hoa cdy trong chuyén gen ma cic muc cao cua viée biéu hién cia cic protein diét con
tring nht dinh, vi du céc protein Cry nhét dinh, trong hat phén c6 thé ¢6 cac tac dung
bat loi 16n cac quan thé con tring khong phai sinh vat gy hai cuc bd. Ngoai ra, da quan
sat théy réng viéc biéu hién ciia cac protein diét con trung nhét dinh trong hat phén co
cac tac dong bét loi 1én kha ning sinh san giéng duc cua thyc vat chuyén gen. Vi duy,
cac mirc cao cua protein diét cdn trung Vip3 dugc biéu hién trong hat phin ngd c6 thé
gdy ra su suy giam vé kha nang sinh san gidng duc hodc tinh trang v0 sinh hoan toan &
mdt sb nén tang di truyén cling dong nhat dinh (Patent M§ s 10,214,784; dugc két hop
& day bing viéc vién din). Do d6, ciing Ia ¢ loi khi didu hoa viéc biéu hién cua cac
protein diét con trung trong cac thuc vat chuyén gen, vi du, dé ¢6 cac mitc cao cla su
biu hién & cac mo sinh dudng, vi du mé 14, khi phé“ln 16n cé4c cbn trung 1a sinh vat gay
hai tiéu thu ban dau, nhung c6 sy biéu hién giam & hat phén, mod thuc vat ma mot 6 con
tring khong phai sinh vat gy hai ¢o thé ticu thu.

Do d6, mong muén la cung cAp cac thuc vat, cu thé 1a cac cdy ngd ma loai trir
viéc biéu hién cta gen chuyén trong cdc md clia cac chu triic sinh san cta thuc vat ching
han nhu hat phan va/hodc cum hoa. Diéu nay c6 thé dat dugc trong pham vi clia séng
ché bang viée cung cip trinh tw nucleotit didu hoa, it nhdt mot phan ciia né ¢6 chirc ning
khoi ddu phién mé dinh huéng viée biéu hién cua polynucleotit duoc lién két hoat dong
ma hoéa protein dugc quan tdm téi co ban tAt ca cac md thuc vat, nhung gan nhu loai bd
viéc biéu hién trong cac mo cua cac cAu trac sinh san duc cta thyc vat, cu thé 1a trong
hat phén va/hodc cdc mo6 cum hoa sao cho co rét it hodc khong c6 san phém biéu hién

nao hién dién trong cdc md nay. Trinh ty nucleotit diéu hoa sau d6 co6 thé dugc st dung
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dé phat trién cac hé théng biéu hién ma cho phép su tich iy hiéu qua cta protein duge
quan tdm chang han nhu, vi du, protein diét con trung, trong cdc md ma céc sinh vat gy
hai muc tiéu thuong an, va han ché hodc giam sy tich lily cua protein di€t con trung
trong cdc md hodc cac co quan khong phai muc tiéu va/hodc trong cac md ma ¢ thé bi

ton hai boi protein dugc quan tam.
Bin chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuét cac ché phiam va cac phuong phap didu khién mot cach chon
loc viéc biéu hién gen chuyén trong cac mo thuc vat chuyén gen. Cuy thé 1a, séng ché @é
xuit cac polynucleotit ving khdi dong cai tién c6 kha nang khéi dau va/hodc diéu hoa
viéc phién ma ctia polynucleotit ADN ma chting duoc lién két hoat dong. Cac vung khoi
dong theo sang ché dugc dic trung boi kha ndng cia ching dé diéu hoa mot cach chon
loc viée biéu hién ctia polynucleotit ADN duoc lién két hoat dong bét ky, chéng han nhu
polynucleotit ma hoa protein di¢t con trung, t6t hon 1a trong nhidu mo thyc vat ching
han nhu 14, than, ré, va twong tw, nhung khdng trong cac md sinh san duc chéng han nhu

hat phén.

Trong mdt s6 khia canh, viing khéi dong polynucleotide theo sang ché bao gdm
bat ky trong s cac SEQ ID NO:1-11 hogc phin bd sung ctia ching, hodc doan, ving,
thanh phén cis, hodc cac polynucleotit lién quan t6i bat ky trong s cac SEQ ID NO:1-
11, ma hoat dong chic nang nhu cac ving khoi dong & cac thyc vat. Cac vang khéi
dong theo sang ché dinh huéng viéc phién ma chirc ning trong mé thuc vat bét ky ngoai
mo sinh san duc, vi du hat phén, trong do viéc phién ma bi gidi han hodc dugc giam

dang ké so sanh véi cac md khong phai sinh san duc khac cua thuc vat.

Séang ché con dé cap dén cac cau tric kham, cic catxet biéu hién va cic vecto bao
gom viung khéi dong theo sang ché dugc lién két hoat dong véi di loai polynucleotit
ADN ma ma hoa protein ma dugc mong muén 1a duoc biéu hién trong cac mo thuc vét
ngoai hat phin. Vi dy, phan tir ADN tai t6 hop theo sang ché co thé bao gdm, theo chidu
5" dén 3, vung khéi dong theo sang ché duoc lién két hoat dong v6i trinh ty ADN ma
ma hda protein diét con trung ma c6 hoat tinh chdng lai cac con tring gy hai ma in cac
md thuc vat va trinh ty vung két thac duoc lién két hoat dong véi dau 3’ cla gen dugc
quan tim. Trong mdt s6 khia canh, trinh ty viing két thic theo sang ché bao gébm bt ky

trong s cac SEQ ID NO:12-20 hoic ph.'?m ) sung cua ching, hodc doan, viung, hodc
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cac trinh tw nucleotit lién quan t6i bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:12-20. Trong céc
khia canh khac, vecto theo sang ché 14 vecto nhi phan hitu dung cho viéc bién nap thuc
vat. Trong cac khia canh khac, vecto nhi phan bao odm bét ky trong s6 cac SEQ ID
NO:21-28 hoic c4c trinh tu lién quan t&i bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:21-28.

Trong céac khia canh khéc, céc trinh tu diéu hoa theo sang ché duoc lién két hoat
dong vai trinh tr nucleotit ma ma hoa protein diét con tring. Do do, khi chen catxet biéu
hién bao gém vung khoi dong theo sang ché duoc lién két hoat ddng v6i trinh tw ma hoa
protein diét con trung vao h¢ gen cua thyc vat, thuc vat chuyén gen tao thanh s& dugc
bao vé khoi su tin cong boi cac con trung la sinh vat gdy hai ma dn cdc mo khong phai
hat phén, ching han nhu 14 va than, nhung s& khong anh huong dén cac con tring co loi

ma an hat phan.

Sang ché con dé cép tdi cac thyc vat chuyén gen, ching han nhu cac cdy ngbd
chuyén gen, bao gom vung khoi dong, céu truc kham, catxet bicu hi¢n hodc vecto theo

sang cheé.

Sang ché ciing dé xudt cac phuong phap dé biéu hién dic hiéu trinh ty ma hoa di
loai trong cac md thuce vt chuyén gen ngoai trir cdc md sinh san duc nhét dinh, vi du
hat phén, bang viéc két hop vao hé gen cua thyc vat phén tir ADN tai t6 hop chira ving
khoi dong theo sang ché duoc lién két hoat dong véi polynucleotit ADN ma ma hoa
protein dugc quan tam, ching han nhu protein diét con trung.

Sang ché con dé cap dén phuong phéap giam thiéu su bét thu duc trong thuc vat
chuyén gen, vi du cdy ngd lai cing dong, bing viéc két hop vao h¢ gen cua thuc vat
phan t& ADN tai t6 hop chtra viing khéi dong theo sang ché duoc lién két hoat dong véi
polynucleotit ADN ma ma hda protein ma géy ra su bét thu duc khi duoc biéu hién trong
mo sinh san duc chftng han nhu hat phén. Trong mot s6 khia canh, protein 1a protein diét
con tring Vip3 va thuc vat chuyén gen 1a cdy ngo lai cing dong.

Céc khia canh trén va céac khia canh khac theo sang ché s& tré nén 13 rang tir phén
mo ta chi tiét sau day, cac hinh v& kém theo va cac danh muc trinh ty.

M6 ta viin tit cac trinh tw trong danh sach trinh tw
SEQ ID NO:1 la trinh tu nucleotit cia vung khéi dong PMP370-3.

SEQ ID NO:2 1a trinh tu nucleotit cia vung khéi dong PMP393-1.
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SEQ ID NO:3 14 trinh ty nucleotit cia ving khéi dong PMP393-2.
SEQ ID NO:4 14 trinh ty nucleotit ciia ving khoi dong PMP393-3.
SEQ ID NO:5 12 trinh ty nucleotit ciia ving khoi dong PMP393-4.
SEQ ID NO:6 14 trinh tu nucleotit cia ving khéi dong PMP855-1.
SEQ ID NO:7 la trinh ty nucleotit cia vung khoi dong PMP747-1.
SEQ ID NO:8 a trinh ty nucleotit cia ving khoi dong PMP004-1.
SEQ ID NO:9 14 trinh tu nucleotit ciia ving khoi dong PMP335-1.
SEQ ID NO:10 12 trinh ty nucleotit cia ving khéi dong PMP722-1.
SEQ ID NO:11 12 trinh tu nucleotit ciia vang khéi dong PMP948-2.
SEQ ID NO:12 1a trinh ty nucleotit cta vung két thuc t370-2.

SEQ ID NO:13 Ia trinh ty nucleotit ciia ving két thuc t393-1.

SEQ ID NO:14 1a trinh ty nucleotit ciia vung két thuc t393-2.

SEQ ID NO:15 1a trinh tu nucleotit cia ving két thuc t855-1.

SEQ ID NO:16 la trinh ty nucleotit cuia ving két thuc t747-1.

SEQ ID NO:17 1a trinh ty nucleotit cuia vung két thuc t004-1.

SEQ ID NO:18 1a trinh tw nucleotit cuia vung két thac t335-1.

SEQ ID NO:19 1a trinh ty nucleotit ciia ving két thac t722-1.

SEQ ID NO:20 1a trinh ty nucleotit cua ving két thac t948-2.

SEQ ID NO:21 la trinh tu nucleotit cua vecto nhi phan pSYN18499.
SEQ ID NO:22 la trinh ty nucleotit ctia vecto nhi phan pSYN18500.
SEQ ID NO:23 la trinh tu nucleotit ctia vecto nhi phan pSYN18501.
SEQ ID NO:24 la trinh tu nucleotit ciia vecto nhi phan pSYN18498.
SEQ ID NO:25 1a trinh tu nucleotit ctia vecto nhi phan pSYN18617.
SEQ ID NO:26 la trinh ty nucleotit ctia vecto nhi phan pSYN18618.
SEQ ID NO:27 la trinh tu nucleotit cua vecto nhi phan pSYN18619.

SEQ ID NO:28 1a trinh tu nucleotit ctia vecto nhi phan pSYNI18705.

5

5/149
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SEQ ID NO:29 1a trinh ty nucleotit ctua catxet biéu hién PMP393-4:Cry1A..

Mo ta chi tiét sang ché

Phan mé ta ndy khong nham dé tr& nay mot danh muc chi tiét v& tit ca cac cach
khac nhau ma sang ché ¢6 thé duge thuc hién, hodc tAt ca cac ddu hidu ma ¢ thé duoc
b6 sung vao sang ché nay. Vi dy, cac d4u hiéu dugc minh hoa theo mdt phuong 4n c6
thé duoc két hop vao cac phuong an khéc, va céc diu hiéu duoc md ta theo phuong an
cu thé ¢6 thé duoc x0a khoi phuong an d6. Do do, sang ché du kién réng theo mot sd
phuong an theo sang ché, d4u hiéu bét ky hoac két hop cua cac dAu hiéu duoc quy dinh
& day co thé duoc loai trlr hodc duge bo qua. Ngoai ra, nhiéu cai bién va bd sung cho
cac phuong an khac nhau duoc dé nghi ¢ day s& 1a rd rang v&i nguoi co trinh do trung
binh trong linh vuc dua trén phén bdc 16 nay, ma khong léch khoi sang ché nay. Do do,
céc phan mo ta sau day duoc nhdm dé minh hoa mot s& phuong n cu thé theo sang ché,

va khong chi dinh diy du tit ca cac hoédn vi, két hop va bién thé cua ching.

Trir khi dugce dinh nghia khac di, tat ca cac thuat ngir ky thuat va khoa hoc duge
sir dung ¢ day c6 cung y nghia nhu dugc hiéu thong thuong bdi ngudi 6 trinh do trung
binh trong linh vuc k¥ thuit ma sang ché dé cép dén. Thuat ngit duge st dung trong ban
md ta theo sang ché & ddy la chi nhim muc dich mé ta cac phuong 4n cu thé va khong
nhim muc dich gi6i han sang ché. Cac dinh nghia ctia cac thut ngit thong thuong trong
sinh hoc phén tir ¢6 thé duoc tim thdy trong Benjamin Lewin, Genes V, dugc xudt ban
boi Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The
Encyclopedia of Molecular Biology, dugc xuét ban boi Blackwell Science Ltd., 1994
(ISBN 0-632-02182-9); va Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and
Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, dugc xut ban béi VCH Publishers,

Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Tat ca cac cong bod, cac don sang ché, cac patent va cac tham chiu khac dugc
trich dan & day duoc két hop bang viée tham chicu toan bo cdc hudng dan lién quan t6i

cau vd/hodc doan ma tai liéu tham chicu dugc trinh bay.

C4c trinh tu nucleotit dugc cung cp o day duge thé hién theo chiéu 5° dén 3, tir
trai sang phai va duoc thé hién str dung ma tiéu chuén dé thé hién cac bazo nucleotit nhu
duoc quy dinh trong 37 CFR §§1.821 - 1.825 va tiéu chudn co quan sé hitu tri tué thé
gigi (WIPO) ST.25, vi du: adenin (A), cytosin (C), thymin (T), va guanin (G).
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C4c axit amin duogc chi dinh twong tu béng cach stir dung ti€u chuin WIPO ST.25,
vi du: alanin (Ala; A), arginin (Arg; R), asparagin (Asn; N), axit aspartic (Asp; D),
xystein (Cys; C), glutamin (Gln; Q), axit glutamic (Glu; E), glyxin (Gly; G), histidin
(His; H), isoleuxin (Ile; 1), leuxin (Leu; L), lysin (Lys; K), methionin (Met; M),
phenylalanin (Phe; F), prolin (Pro; P), serin (Ser; S), threonin (Thr; T), tryptophan (Trp;
W), tyrosin (Tyr; Y), va valin (Val; V).

Trir khi nglt canh néu rd khac di, duoc du dinh cu thé rfmg cac ddu hiéu khac
nhau theo sang ché dugc mo ta ¢ dy c6 thé duoc str dung theo su két hop bét ky. Hon
thé nira, sang ché cling du kién réng theo mot sb phuong 4n clua sang ché, dAu hiéu bat
ky hodc két hop cua cac dAu hiéu dugc quy dinh ¢ day co thé duoc loai trir hodc duoc
b6 qua. P& minh hoa, néu phin mo ta néu rang ché pham bao gbm cac thanh phéan A, B
va C, thi muc dich cu thé 1a bét ky thanh phén nao trong s& A, B hoidc C, hodc td hop
cua chung, co thé duoc bo qua va dugc tu chdi mot cach don 1é hoic theo su két hop bét

ky.

DPé 1o rang, cac thuat ngh nhét dinh dugc st dung trong ban md ta dugc dinh

nghia va trinh bay nhu sau:

Nhu duoc st dung & day va trong cac yéu cau bao ho kém theo, cac mao tr dang
s6 it bao gom ca dang so nhiéu trir khi ngit canh néu rd khac di. Do do, vi dy, viéc tham
chiéu t6i "thuc vat" 1a tham chiéu téi mdt hoac nhi€u thuc vat va bao gdm cac tuong

dwong ctia n6 da biét v6i ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc, va tuong tu.

Nhu duge st dung & day, thudt nglt "va/hodc" 1a dé chi va bao gom bat ky va tét
ca cac két hop co thé cia mot hodc nhiéu cac myc duge liét ké co lién quan, cling nhu

viée thidu cac két hop khi duoc didn giai theo cach thay thé, “hogc.”

Thuat ngtr "khoang" dugc st dung & day c6 nghia xép xi, khoang, xung quanh,
ho#c trong khoang. Khi thudt ngir "khoang" dugc st dung két hop v6i khoang s6 hoc,
n6 cai bién khoang d6 bang viéc mé rong cc bién trén va dudi cac gid tri s6 hoc dugc
quy dinh. Noi chung, thudt nglt "khoang" dugc st dung ¢ déy dé cai bién gia tri sd hoc
trén va dudi gia tri dugc néu theo phuong sai 20 phan tram, tot hon 1a 10 phan tram trén
hoidc dud6i (cao hon hoic thap hon). Lién quan dén nhiét do, thuat ngit “khoang” c6 nghia

1a+ 1°C, 6t hon 1a + 0,5°C. Khi thuat ngit “khoang” dugc st dung trong bbi canh cua
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sang ché nay (vi du, trong sy két hop véi nhiét do hodc cac gia tri khdi luong phan tir)

gi4 tri chinh xéc (nghia 13, khong c6 “khoang™) dugc vu tién.

Nhu duge st dung ¢ day, thuat ngit "duoc khuéch dai" c6 nghia viée chu trac
nhiéu ban sao cia phan tir axit nucleic hodc nhidu ban sao bd sung cho phén t axit
nucleic stt dung it nhat mot trong cdc phan tir axit nucleic lam khudn. Céac hé thong
khuéch dai bao gdm hé thdng phan tng chudi polymeraza (PCR), hé théng phan tmg
chudi ligaza (LCR), khuéch dai dya trén trinh tu axit nucleic (NASBA, Cangene,
Mississauga, Ontario), cac hé théng Q-Beta Replicaza, hé thdng khuéch dai trén co sé
phién ma (TAS), va viéc khuéch dai thay thé chudi (SDA). Xem, vi du, Diagnostic
Molecular Microbiology: Principles and Applications, PERSING et al., Ed., American
Society for Microbiology, Washington, D.C. (1993). San pham khuéch dai dugc dit tén

voi thuat ngit “don vi siéu sao chép (amplicon).”

"Hoat tinh" ciia protein diét con trung c6 nghia la protein di¢t con ¢ chue nang
nhu mot chét kiém soat cong tring hoat tinh dudong miéng, c6 tac dung gy doc, va/hodc
¢6 thé 1am gian doan hozc ngdn chin viéc dn cta con tring, ma co thé hoic ¢6 thé khong
gay ra sy chét ctia con trung. Khi protein diét con trung dugc cung cip cho con tring,
két qua thuong la su chét ctia ¢on trung, hodc con trung khong dn ngudn cung cap protein
diét con tring san c6 voi con tring. “Diét sinh vat gdy hai” dugce xac dinh la hoat tinh
sinh vat gay doc c6 kha nang kiém sodt sinh vat gdy hai, chéng han nhu con tring, giun
tron, nam, vi khuén, hodc virut, 8t hon béng viée giét hodc tiéu diét chung. "Diét con
trung" dugc dinh nghia la hoat tinh sinh vat gdy doc ¢6 kha néng kiém soat con tring,
t81 hon 1 bing viéc tiéu diét chung. “Chét diét sinh vét gy hai” 1a chit ma c6 hoat tinh
diét sinh vat gy hai. “Chét diét con tring gy hai” la chit ma ¢ hoat tinh diét con trang

gdy hai.

Nhu duge st dung ¢ day, cac thuét ngi "lai nguoc" va "su lai nguoc" 1a dé chi
qua trinh béi do thuc vat thé hé con duoc lai ngugc v6i mot trong céc bd me cua né
trong mot hodc nhiéu thé hé (vi dy, 2 hodc nhiéu hon, 3 hoic nhiéu hon, 4 hodc nhiéu
hon, 5 hodc nhiéu hon, 6 hodc nhiéu hon, hodc 7 hoic nhiéu 14n, v.v.). Trong so do lai
nguoc, bd me "dbi tuong cho" la dé chi cay bb me voi gen mong mudn hodc ciu trac
ADN hodc locus can dugc tham nhép. B4 me "ddi twgng nhan" (duge st dung mot hodc
nhiéu l?m) hodc bd me "lap lai" (dugc sir dung hai hoac nhiéu lén) 1a dé chi cay bd me

ma vao do6 gen hodc cau trac ADN hoic locus duoc thim nhap. Vi dy, xem Ragot et al.
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Marker-assisted Backcrossing: A Practical Example, trong TECHNIQUES ET
UTILISATIONS DES MARQUEURS MOLECULAIRES LES COLLOQUES, Vol.
72, pp. 45-56 (1995); va Openshaw et al.,, Marker-assisted Selection in Backcross
Breeding, trong PROCEEDINGS OF THE SYMPOSIUM "ANALYSIS OF
MOLECULAR MARKER DATA," pp. 41-43 (1994). Phép lai ban dau tao nén su ting
ctia thé hé F1. Thuat ngtt "BC1" [a dé chi 1an st dung th{ hai cuia cha me 13p lai, "BC2"
1a dé chi 1an st dung thir ba ctia cha me 1ap lai, va tiép tuc nhu vay. Theo cac phuong
4n, it nhat mot hodc nhiéu thé hé con duoc xac dinh va/hodc dugce lua chon cho sy ¢6
mdt cua gen hodc locus mong mudn (vi du, trong miu axit nucleic tir cay thé hé con
hodc bo phan cta cdy). Theo cac phuong an, hai hodc nhiéu thé hé (hodc tham chi tAt ca
cac thé h¢) cua thé hé con duoc xac dinh va/hodc duge lua chon cho sy ¢6 mat cua gen

hoic clu trac ADN hodc locus mong muon.

Thuét ngft “cdu triic kham” hogc “gen kham” hodc “polynucleotit kham™ hodc
“axit nucleic kham” hodc “protein kham™ (hodc cac thudt ngit twong ty) nhu dugc st
dung ¢ day la dé chi cdu tric hodc phan tir axit nucleic hogc protein bao g61n hai hodc
nhiéu polynucleotit hodic métip axit amin hodc ving axit amin, mot cach tuong ng, tur
cac ngudn gbc khac nhau duge tdp hop thanh mot phan ti axit nucleic hodc protein.
Thuat ngtr “cdu trac kham”, “gen kham”, “polynucleotit kham” hodc “axit nucleic
kham” 1a dé& chi cdu trGc hoic phén to bét ky ma chtra, khong gidi han, (1) céc
polynucleotit (vi du, ADN) , bao gbm céc polynucleotit diéu hoa va mi hoa ma khong
dugc tim thdy cung nhau trong tu nhién (nghia 1a, it nhit mot trong cic polynucleotit
trong c4u tric 1a di loai d6i v6i it nhAt mot trong sd cac polynucleotit khac ctia no), hodc
(2) cac polynucleotit ma hoa cac phén clia protein khong lién ké trong tw nhién, hodc (3)
céc phan cia cac ving khoi dong ma khong lién ké trong tu nhién. Ngoai ra, chu trac
kham, gen kham, polynucleotit kham hodc axit nucleic kham co6 thé bao gdm céc
polynucleotit diéu hoa va cac polynucleotit ma hoa ma co ngudn gbe tir cac ngudn khac
nhau, hodc bao gém cac polynucleotit diéu hoa va céac polynucleotit ma héa co ngudn
gbc tir cling ngudn, nhung duoc b6 tri theo cach khac voi cach duge tim thiy trong tu
nhién. Theo mét s6 phuong an theo sang ché, céu trac kham, gen kham, polynucleotit
kham hodc axit nucleic kham bao gdm catxet biéu hién bao gdm polynucleotit theo sang
ché duéi sy kiém soat cia cac polynucleotit diéu hoa, cu thé a dudi sy kiém soat cta

cac polynucleotit diéu hoa hoat ddng chiic ning & cdc thyuc vat hodc vi khudn.
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"Trinh tuy m& hoa" 1a trinh ty axit nucleic ma dugc phién ma thanh ARN ching
han nhu mARN, rARN, tARN, snARN, ARN c¢6 nghia hoac ARN déi nghia. Trong mot
s6 khia canh, ARN sau d6 dugc dich mé trong sinh vat, chffmg han nhu cay ngo, dé san
xuét protein, vi du protein diét con trung theo sing ché. Trong cac khia canh khac, ARN
khong dugc dich ma dé san xudt protein nhung dong vai tro 1a phan tir ARN dé diéu hoa

viéc biéu hién cua protein diét con trung tai to hop theo sang che.

Nhu duoc st dung ¢ ddy, trinh tu “duoc 61 wu hoa codon” ¢6 nghia 1a trinh tu
nucleotit trong d6 cac codon dugc chon dé phan anh su léch codon cu thé ma sinh vat
hozc té bao chu ¢o thé c6. Piéu nay duoc thuc hién thuong theo cach ma bao ton trinh
ty axit amin cua polypeptit dugc mé hoa béi trinh tu nucleotit can duoc tdi uu hoa. Theo
cac phuong an nhét dinh, trinh tu ADN cta két cdu ADN tai td hop theo sing ché bao
gém cac codon duogc 181 wu hoa cho té bao (vi du, té bao dong vat, thue vat, hodc ném)
trong do cAu trac can duogc biéu hién. Vi du, cAu trac can dugc biéu hién trong té bao
thuc vat ¢é thé ¢o tht ca hodc cac ph?m cda codon trinh ty cia noé (vi dy, thanh phﬁn ac
ché gen thtt nhét hodc thanh phan bidu hién gen) duge t6i wu héa cho viéc biu hién &
thuc vat. Xem, vi du, Béng sang ché M¥ S4 6,121,014, dugc két hop & day béng viéc
vién dan.

Céc thuat ngit “bao gdbm” hodc “ob6m,” khi dugc st dung trong ban md ta nay,
thé hién sy ¢6 mit ctia cac dAu hiéu, cac ph?m nguyén, cac budc, cac hoat dong, céc phén
tur, hoac cac thanh ph'?m duoc néu, nhung khong loai trir su ¢6 mit hoac bd sung cua mot
hoac nhiéu cac dau hiéu, cac phﬁn nguyén, cac budce, cac hoat dong, cac ph?m tr, hodc

c4c thanh phan hodc cac nhom cta ching.

Nhu duoc sir dung ¢ day, cum tu chuyén tiép “y& co ban bao gdm” (va cac bién
thé ngit phap) c6 nghia 1a pham vi cta yéu cdu bao ho dugc hiéu 1a dé bao trim cac
nguyén li¢u hodc cac bude cu thé duogc néu trong yéu cau bao hd” va céc myc khong
lam thay ddi (cac) ddc tinh co ban va méi” cla sang ché dugc yéu cau bao ho. Do do,
thudt ngit “vé co ban bao gbm” khi dugc sit dung trong yéu ciu bao hd cua sang ché

khong nhim muc dich dugc hicu 1a twong duong voi “bao gb6m.”

"Kiém soat" cac con trung co nghia la e ché, thong qua tdc dung gy doc, kha
ning cta cac cdn trung gay hai trong viéc song sot, sinh trudng, an, hodc sinh san, hodc

dé han ché hu hai hodc mat mat cua cac cdy trong lién quan dén con trung hodc d€ bao
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vé tiém ndng nang suat clia cdy trong khi sinh trudng trong sy ¢6 mat cia cac con trung
gdy hai. "Kiém soat" cac con tring c6 thé ¢6 hodc ¢6 the khong c6 nghia la tiéu diét cac
¢on trung, mic du n6 vu tién ¢ nghia la tiéu diét cac con tring.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngft “ngd” 1a dong nghia v6i thuat nglr “bap” hodc

“Zea mays.”

Nhu dugce stt dung & ddy, cac thut ngit "lai chéo" hodc "dugc lai chéo" la dé chi
su hop nhét cla cdc giao tr thong qua thu phin dé tao ra thé hé con (vi du, cac té bao,
cac hat hodc céc thuc vat). Thudt nglt bao gém c4 lai chéo hiru tinh (su thu phén cua cay
nay vai cdy khéc) va tu thu phén (tu thy phén, vi du, khi hat phén va noin tr cing mot
cdy). Thuat ngit "lai chéo" 1a dé chi hoat dong hop nhét cac giao tir thong qua thu phén
dé san xuét thé hé con.

"Exon" 12 dé chi phan cia ADN ma mang trinh tw ma hoa cho protein hodc mot
phin ctia n6. Cac exon dugc phan tach boi cic trinh tu khong ma hoa, can thiép (cac
intron). Cho cac muc dich cua sang ché, dinh nghia ctia thuat ngit "exon" bao gdm céc
cai bién véi trinh tu nucleotit cia exon ¢6 ngudn gbc tir gen muc tidu, voi didu kién exon
duoc cai bién khong lam giam déng ké hoat dong ctia trinh tu diéu hoa 5' 6 lién quan.

"Catxet biéu hién" nhu duge str dung ¢ day c6 nghia 1a trinh tu axit nucleic ¢6
kha nang dinh hudng viéc biu hién cua trinh tu nucleotit cu thé trong té bao chu thich
hop, bao gdbm ving khdi dong duge lién két hoat dong vdi trinh tu nucleotit dugc quan
tam ma duoc lién két hoat dong véi céc tin hi¢u két thac. Ciing thuong bao gém céc
trinh tu can thiét cho viéc dich ma phi hop cua trinh ty nucleotit. Catxet biéu hién bao
gbm trinh tu nucleotit duwgc quan tam c6 thé c6 it nhAt mot trong cac thanh phan ctia né
di loai dbi vei it nhit mot trong cac thanh phﬁn khéc cua no. Catxet biéu hién ciing ¢6
thé xudt hién trong tu nhién nhung da dugc thu trong dang tai td hop hiru dung cho viéc
biéu hién di loai. Viéc st dung nhu vay cla catxet biéu hién khién no khong xuét hién
mdt céch tu nhién trong té bao ma né da dugc dua vao. Tuy nhién, thong thuong, catxet
biéu hién 12 dj loai dbi véi vit chi, nghia 13, trinh ty axit nucleic cu thé cua catxet biéu
hién khong xuét hién mot cach tu nhién trong té bao vat chi va phai duge dua vao té
bao vat chu hodc td tién cua té bao vat cha bai qua trinh bién nap. Viéc biéu hién cua
trinh tu nucleotit trong catxet biéu hién c6 thé nam dudi su kiém soat cta vung khéi

dong cau thanh hoiic ctia viing khdi dong cam ung ma bat dau phién ma chi khi t€ bao
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vat cha duoc tiép xtic véi mot sé kich thich bén ngoai cu thé. Trong trudng hop sinh vt
da bao, chéng han nhu thyc vat, ving khdi dong co thé cling la dac hi¢u cho mo, hodc
co quan, hodc giai doan phat trién cu thé.

Catxet biéu hién ¢6 thé ciing tiiy chon bao 2b6m ving két thic phién ma va/hodc
dich ma (nghia la, vung két thic) ma hoat dong chirc nang & cac thuc vat. Nhiéu céac
ving két thiic phién ma khac nhau 13 san ¢6 cho viéc stt dung trong céc catxet biéu hién
va chiu trach nhi¢m cho viéc két thic phién ma ngoai trinh ty nucleotit di loai dugc quan
tdm va hiéu chinh viéc polyadenyl héa mARN. Vung két thac c6 thé co6 ngudn gbc tir
vung khoi dong phién ma, ¢o thé c6 ngudn goc tir trinh ty nucleotit duge lién két hoat
dong dugc quan tdm, co thé ¢ nguén géc tur vat chu thuc vat, hodc co thé c6 nguén géc
tir ngudn khac (nghia 13, ngoai lai hodc di loai véi vung khéi dong, trinh tu nucleotit
dugc quan tdm, vat chu thyc vat, hoéc két hop bat ky cua chung). Cac ving két thiic
phién ma thich hop bao gdm, nhung khong bi giéi han 6, ving két thic CAMV 358,
vung két thac tml, ving két thuc synthaza nopalin va/hodc ving két thuc rbes E9 & dau.
Chang c6 thé duge st dung trong cé cac cdy mot la mAm va céc cdy hai 14 mam. Ngoai
ra, ving két thiic phién ma nguyén ban cua trinh ty ma hoa c6 thé duogc stir dung. Ving
két thic sin c6 bit ky da biét 1a hoat dong chire ning & cac thue vat ¢6 thé dugc sir dung

trong pham vi cla sng ché.

Thuét ngt "vicc biéu hién" khi dugc st dung véi tham chiéu toi polynucleotit,
chang han nhu gen, khung doc m& (ORF) hodc mot phan ctia né, hodc gen chuyén & cac
thyuc vat, 1a dé chi qua trinh chuyén ddi thong tin di truyén duge ma hoa trong gen vao
ARN (vi dy, mARN, rARN, tARN, hodc snARN) thong qua "viéc phién ma" cta gen
(nghia 13, thong qua hoat dong enzym ciua ARN polymeraza), va vao protein khi ¢6 thé
ap dung (vi du néu gen ma hoa protein), thdng qua "viéc dich ma" cia mARN. Sy biéu
hién gen c6 thé dugc diéu hoa ¢ nhiéu giai doan trong qué trinh. Vi du, trong truong hop
céc chu trac dsARN hoic dbi nghia, mot cach twong g, viéc biéu hién c6 thé co nghia
la viéc phién ma ctia chi ARN d6i nghia hodc chi dSARN. Theo mdt sd phuong an theo
sang ché, “viéc biéu hién” 1a dé chi viéc dich ma va su tich liiy 4n dinh cta (mARN) ¢6
nghia hodc ARN chtrc ndng. Theo mot sd phuong 4n theo sang ché, “viéc biéu hién” 1a

dé chi viéc san xuat cua protein.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuét ngir “dugc phién ma chirc ndng” ¢6 nghia la viéc

biéu hién ctia polynucleotit dieu hoa theo sang ché san xuat protein dugc quan tdm voi
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luong trao cho md trong dé protein dugc tao ra kiéu hinh cho muc dich du dinh cua nd.
Vi dy, khong gi¢i han, polynucleotit ma hoa protein diét con trung, ma “duoc phién ma
chire ning” trong mo 1a cua thye vt chuyén gen, vi du cdy ngd chuyén gen, tao ra s6
luong cla protein diét con trang ma gay doc voi sinh vat c6 hai 1a con trung ma dn mo
14 trong d6 protein diét con trung dugc tao ra. Mt khac, thuat ngt “dugc phién ma chirc
ning” c6 nghia la s6 luong cta protein dugc tao ra trong md bat ky ctia thuc vat chuyén
gen la it nhit 50 ng/mg tong protein tan duoc (TSP), hodc it nhéat 100 ng/mg TSP, hodc
it nhat 500 ng/mg TSP, hodc it nhdt 800 ng/mg TSP, hogc it nhat 1000 ng/mg TSP, hodc
it nhit 2000 ng/mg TSP hodc it nhét 3000 ng/mg TSP. Theo mot s6 phuong 4n theo sang
ché, polynucleotit dugc lién két hoat dong vé6i vung khoi dong theo sang ché co thé
“dugc phién ma chirc nang” trong cac md khong phai hat phin va dugc phién ma & cac
muc rat thép trong mo hat phfém cua thuc vat chuyén gen va do do tao ra muc rit thép
cua protein trong mo hat phén. Lugng rt thdp nhu vay cua protein c6 thé nam trong
khoang tur 1 ng/mg TSP dén khoang 15 ng/mg TSP. Cac mirc do biéu hién thap nhu vay
khong ¢ nghia 14 polynucleotit “duoc phién ma chace ndng” trong hat phén, cu thé 12 so
sanh véi cac mod khong phai hat phan khac trong cung thuc vét chuyén gen. Theo céc
phuong an khac, muc cla protein dugc tao ra trong mo khong phai hat phén cua thuc
vat chuyén gen, vi du cy ngd chuyén gen, 1a it nhét cao hon 100 14n so v6i trong mo
hat phén trong cung thuc vat chuyén gen, hodc it nhét cao hon 200 14n, hodc it nhét cao
hon 300 14n, hoic it nhét cao hon 400 1an, hodc it nhét cao hon 500 1an, hodc it nhét cao
hon 600 14n, hodc it nhét cao hon 700 lan, hodc it nhét cao hon 800 14n, hoc it nhét cao
hon 900 14n hodc it nhat cao hon 1000 lan so véi trong md hat phén ctia cing thuc vat

chuyén gen.

"Gen" 1a vung dugc xac dinh ma nam trong hé gen va bao gém trinh tu axit
nucleic ma héa va thuong cling bao gdm céc axit nucleic khac, chu yéu diéu hoa, chiu
trach nhiém cho viéc kiém soét su biéu hién, ma c6 nghia 1a viéc phién ma va dich ma,
ctia phan ma héa. Gen ¢6 thé cling bao gom cac trinh tur két thiic va céc trinh ty khong
dugc dichma 5' dén 3' khac. Céc thanh ph?m khac ma co thé ¢6 mit 13, vi du, cac intron.
Trinh tu axit nucleic diéu hoa cua gen thudng co thé khong dugc lién két hoat dong v6i
trinh tu axit nucleic dugc két hop nhu duge tim théy trong tu nhién va do do s la gen

kham.
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"Gen dugc quan tam" la dé chi phan tir axit nucleic bat ky ma, khi dugc bién nap
vao thuc vat, trao cho thyuc vét tinh trang dugc mong mudn chéng han nhu khang thude
khang sinh, khang virut, khang con trung, khéng bénh, hodc khang cac sinh vat gay hai
khac, dung hoa thude diét cd, dung hoa cang théng phi sinh hoc, v sinh & giéng duc,
chuyén hoéa axit béo dugc cai bién, chuyén hoa cacbohydrat dugc cai bién, cai thién gia
trj dinh dudng, cai thién hiéu qua trong qué trinh xr Iy cong nghiép hodc kha nang sinh
san dugc thay doi. "Gen dugc quan tdm" cling ¢6 thé 1a gen ma dugc bién nap vao céc
thuce vat dé tao ra céc chit chuyén hoa hoidc cac enzym c¢6 gia tri thuong mai trong thuc

n

vat.

Trinh tu axit nucleic hodc phan tir axit nucleic “di loai” la trinh ty axit nucleic
hodc phan tr axit nucleic khong dugc két hop trong tu nhién voi té bao vat chli ma vao
dé no dugc thém, bao gém nhiu ban sao khong xuit hién tu nhién cia trinh ty axit
nucleic xuét hién trong tu nhién. Trinh tu axit nucleic hodc phén tir axit nucleic di loai
¢6 thé bao gdm trinh ty kham ching han nhu catxet biéu hién kham, trong d6 ving khoi
dong va vung ma hoa co ngudn goc tir nhiéu ngudn sinh vat. Trinh ty ving khoi dong
¢6 thé 1a trinh ty ving khéi dong cAu thanh, trinh tu ving khoi dong dac hic¢u mo, trinh
tu vung khéi dong mét cam (mg hoa hoc, trinh tu ving khoi dong cam tng vét thuong,
trinh tu ving khéi dong cam Ung cang thdng, hodc trinh ty ving khoi dong déc hiéu giai

doan phat trién.

Trinh tu axit nucleic “tuong dong” 1a trinh tu axit nucleic dugc két hop tu nhién
v6i té bao vat chit ma vao do n6 dugce thém.

Thuét ngit “twong déng” hoic “0idng hét” hodc "odn nhu gidng hét," trong bbi
canh cua hai trinh tu axit amin hodc axit nucleic, 1a dé chi hai hoic nhiéu trinh tu hoic
trinh tu con ma co it nhét 60%, t&t hon 1a it nhit 80%, t&t hon nira 1a 90%, con 6t hon
nita 13 95%, va tét nhit 1 it nhét 99% do tuong ddng gde axit amin hodc nucleotit, khi
duogc so sanh va dugc cén cho sy twong duong 16i da, nhu duoc do bang cich st dung
mot trong cac thudt todn so sanh trinh tyr sau day hodc bang viée kiém tra truc quan. Tt
hon 14, sy xac thuc déng ké ton tai trén ving cua céc trinh ty ma it nhét khoang 50 géc
hoic bazo vé do dai, tt hon nita 1a trén vung cua it nhét khoang 100 gbc hogc bazo, va
t6t nhét 13 céc trinh tu 1a v& co ban twong dong trén it nhét khoang 150 gbc hodc bazo.

Trong phuong an dic biét uu tién, cac trinh tu 1a vé co ban twong dong trén toan bo
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chiéu dai cua cac vung ma hoa. Hon thé niva, cac trinh ty axit amin hodc axit nucleic

gin nhu gibng hét thyce hién gan nhu cung chirc nang.

P& so sanh trinh tw, mot trinh ty thuong dong vai tro 1a trinh ty tham chiéu dé so
sanh céc trinh tu thtr nghiém. Khi st dung thudt todn so sanh trinh tu, cac trinh tu tham
chiéu va thir nghiém dugc nhap vao mdy tinh, cic toa df trinh tu con duoc chi dinh néu
can, va céc thong sb chuong trinh thuét toan trinh tu duge chi dinh. Thuét toan so sanh
trinh tu sau d6 tinh toan phan trim do twong ddng trinh tu cho (cac) trinh ty thir nghiém

twong ddi so véi trinh tu tham chiéu, dya trén cac thong sb chuong trinh dugc chi dinh.

Viéc cin chinh téi wu cia cac trinh ty dé so sanh ¢6 thé dugc tién hanh, vi du, boi
thuat toén tuwong ddng cuc bo cia Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981),
boi thudt toan cin chinh twong dong cua Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443
(1970), bdi phuong phap tim kiém su twong tu cua Pearson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad
Sci. USA 85: 2444 (1988), bdi cac cach thuc hién dugc mdy tinh hoa cua cac thuat toan
nay (GAP, BESTFIT, FASTA, va TFASTA trong géi phdn mém di truyén Wisconsin,
nhém mady tinh di truyén (Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group), 575 Science Dr., Madison, Wis.), hodc béng viéc kiém tra truc quan (xem thong

thuong, Ausubel et al., infra).

Mot vi du cta thuét toan ma thich hgp cho viée x4c dinh ph?m tram d¢ tuong
déng trinh ty va do tuong tu trinh ty 12 thuét toan BLAST, ma dugc mo ta trong Altschul
et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). Phin mém dé thuc hién phan tich BLAST ¢6
sdn coéng khai thong qua Trung Tam Théng Tin Cong Nghé Sinh Hoc Qudc Gia
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine,
8600 Rockville Pike, Bethesda, MD 20894 USA). Thuét toan nay gdm xac dinh lan tht
nhét cac cip trinh tu ¢6 diém cao (HSP) bang cach xé4c dinh cac tu ngén c6 chiéu dai W
trong trinh tu truy vén, ma khép hodc théa man mot s6 diém nguong gia tri dwong T khi
dugc sip xép thang hang véi tir c6 cing chiéu dai trong trinh tu co s& dir liéu. T duge
d& cap dén dudi dang ngudng diém tir 1an can (Altschul et al., 1990). Cac két qua so
khép tir 1an cén ban dau nay dong vai tro lam hat gidng dé bit dAu tra ciru tim kiém cac
HSP dai hon chtra chiing. Cac két qua so khép tir sau d6 duoce kéo dai theo ca hai huéng
doc theo mdi trinh ty dé mién 1a diém sdp xép thing hang tich lily ¢6 thé dugc ting lén.
Diém tich 1fiy dugc tinh bing cach st dung, d6i véi trinh tu nucleotit, cac tham s6 M
(diém thudng ddi véi cip gbc an khop; ludn > 0) va N (diém phat ddi véi cac gbe bit
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cap khong khdp; ludn < 0). D41 v6Gi trinh tu axit amin, ma trin diém duoc st dung dé
tinh diém tich lily. Su kéo dai cua cac két qua so khép theo mdi hudng duoc dung lai
khi diém sép xép thing hang tich liy giam di mot luong X so véi gia tri dat dugc 16n
nhét ctia n6, diém tich liy tién dén khong hogc thip hon, do sy tich Iy cia mot hodc
nhiéu su sép Xép théng hang géc diém am, hoic dat dén dau cia mét trong hai trinh tu.
Céc tham sb thuat toan BLAST W, T, va X xac dinh do nhay va toc d6 cua su sép xép
thing hang. Chuong trinh BLASTN (dung cho céc trinh ty nucleotit) sir dung nhu cac
mic dinh do dai tir (W) 1a 11, ky vong (E) 1a 10, ngudng 1a 100, M=5, N=-4 va so sanh
cta ¢ hai chudi. D61 véi cac trinh tu axit amin, chuong trinh BLASTP sir dung nhu cac
mic dinh do dai tr (W) la 3, va ky vong (IF) la 10, va ma trin diém BLOSUMS62 (xem
Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad Sci. USA 89: 10915 (1989)).

Ngoai ra dé tinh toan ph An tram do tuong dong trinh tu, thuét toan BLAST ciing
thue hién viéc phén tich théng ké su twong tu gitra hai trinh ty (xem, vi du, Karlin &
Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)). Mot sb do cua do tuong
tu cung cip boi thuit todn BLAST Ia kha nang xay ra tdng nho nhat (P(N)), ma cung
cap biéu thi ctia kha ning xay ra ma tai d6 sy &n khdp giita hai trinh ty nucleotit hodc
axit amin s€ xay ra ngﬁu nhién. Vi dy, trinh tu axit nucleic thtr nghiém duoc coi la tuong
tu v6i trinh tu tham chiéu néu kha ning xdy ra tdng nhé nhat khi so sénh trinh ty axit
nucleic thtr nghiém vai trinh ty axit nucleic tham chiéu nho hon khoang 0,1, tdt hon 12

nho6 hon khoang 0,01, va tdt nhat 1a nho hon khoang 0,001.

Mot ddu hiéu khac cua viée hai trinh ty axit nucleic v¢ co ban tuong déng la viéc
hai phén tr lai v&i nhau trong cac diéu kién nghiém ngdt. Thudt ngtt "lai ddc hiéu voi”
1a dé chi viée lién két, tao bo ddi, hodc lai ctia phan tr chi cho trinh tu nucleotit cu thé
trong cac diéu kién nghiém nggt khi trinh ty ndy ¢6 mit trong hdn hop phirc (vi du, toan
bo t& bao) ADN hozic ARN. "V& co ban lién két" 1a dé chi viéc lai bd sung gitta axit
nucleic mau do va axit nucleic muc tiéu va bao gém nhitng sai 1éch nho ma cé thé duoc
didu chinh bang cach giam sy nghiém ngit ctia phuong tién lai dé dat duoc su phét hién
trinh tu axit nucleic muc ti¢u nhu mong mudn.

"Céc didu kién lai nghiém ngat" va "céc diéu kién ria lai nghiém ngat" trong bbi
canh céc thr nghiém lai axit nucleic Chéng han nhu viéc lai Southern va Northern la phu
thudc vao trinh tu, va khac nhau trong céac thong s6 moi truong khac nhau. Cac trinh tu
dai hon lai dic hiéu ¢ cac nhiét do cao hon. Hudng dan mé rong cho viéc lai cta cac

16



48957 17/149

axit nucleic dugc tim thdy trong Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry
and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes part I chapter 2
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays"
Elsevier, New York. Thong thudng, cac diéu kién rtra va lai m{rc nghiém ngit cao dugc
Iwa chon 1a khoang 5°C thdp hon so véi diém nong chay nhiét (Tm) cho trinh tu dic hiéu
& cuong do ion va pIl xac dinh. Thong thuong, trong "céc didu kién nghiém ngit" miu
do s& lai v6i trinh tu con muc tiéu ctia nd, nhung khong véi cac trinh tu khac.

T 1& nhiét d6 (trong cudng dd ion va do pH duoc xéac dinh) tai d6 50% cua trinh
ti dich lai v6i ddu dd khop hoan hao. Cac didu kién rat nghiém ngit dugc lya chon 1a
béng v6i T d61 v6i mau do cu thé. Vi du cta cac diéu kién lai nghiém ngat cho viéc lai
ciia céc axit nucleic bd sung ma 6 nhidu hon 100 gde bd sung trén bd loc trong Southern
hodc northern blot 12 50% formamit v6i 1 mg ctia heparin & 42°C, voi viée lai duoc tién
hanh qua dém. Vi du cua cac diéu kién rira & mac nghiém ngit cao la NaCl 0,15M &
72°C trong khoang 15 phut. Vi du cua cac diéu kién rira nghiém ngat [a rira 0,2x SSC &
65°C trong 15 phut (xem, Sambrook, infra, cho phﬁn mod ta cua dém SSC). Thong
thuong, viée rra v6i mc nghiém ngat cao dugce thuc hién trude viéc rira voi muc
nghiém ngit thap dé loai b6 tin hicu doan do nén. Viéc rita v6i mirc nghiém ngit trung
binh vi du la cho viéc nhan d6i cua, vi du, nhiéu hon 100 nucleotit, 1a 1x SSC & 45°C
trong 15 phat. Viée rira véi mirc nghiém ngat thap vi du cho viéc nhan doi cua, vi du,
nhidu hon 100 nucleotit, 1a 4-6x SSC & 40°C trong 15 phut. Bbi véi cic doan do ngén
(vi dy, khoang 10 dén 50 nucleotit), cac didu kién nghiém ngit thuong bao gbm cac
ndng do mudi 12 nhd hon khoang 1,0 M ion Na, thudng ion Na ndng do tir khoang 0,01
dén 1,0 M (hoiic cic mudi khdc) & mae pH 7,0 dén 8,3, va nhiét do thuong 13 it nhat
khoang 30°C. Cac diéu kién nghiém ngt cling ¢6 thé dat duoc v6i viée bd sung cia cac
chét lam mat 6n dinh ching han nhu formamit. N6i chung, ty 1€ tin hiéu véi nhiéu 1a 2x
(hodc cao hon) so v6i dugc quan sat cho doan do khong lién quan trong thir nghiém lai
cu thé chi bao su phat hién cua viéc lai dac hi¢u. Céc axit nucleic ma khong lai v6i nhau
trong céc didu kién nghiém ngét van gin nhu giéng hét nhau néu céc protein ma chiing
ma héa I gan nhu ‘giéng hét nhau. Didu nay xay ra, vi du, khi ban sao cua axit nucleic
dugc tao ra sir dung su thoai héa codon tdi da duoc cho phép boi ma di truyén.

Dudi day 1a céc vi du ctia cac tap diéu kién rira/lai ma c6 thé duoc st dung dé

nhan dong cic trinh tu nucleotit twong ddng ma gan nhu giong hét véi cac trinh tu
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nucleotit tham chiéu cua sang ché: trinh ty nucleotit tham chiéu t6t hon 12 lai v6i trinh
tu nucleotit tham chiéu trong natri dodexyl sulfat (SDS) 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1
mM & 50°C véi viée ria trong 2x SSC, SDS 0,1% ¢ 50°C, t6t hon 1a trong natri dodexyl
sulfat (SDS) 7%, NaP04 0,5 M, EDTA 1 mM ¢ 50°C v6i viéc rira trong 1x SSC, SDS
0,1% & 50°C, t6t hon nita 1a trong natri dodexyl sulfat (SDS) 7%, NaPO4 0,5M, EDTA
1 mM & 50°C véi viée rira trong 0,5 SSC, 0,1% SDS ¢ 50°C, tot hon 1a trong natri
dodexy]l sulfat (SDS) 7%, NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM & 50°C v6i viée rira trong 0,1x
SSC, SDS 0.1% & 50°C, tdt hon nita 1a trong natri dodexyl sulfat (SDS) 7%, NaPO4 0,5
M, EDTA 1 mM & 50°C véi viéc rira trong 0,1x SSC, SDS 0,1% & 65°C.

Mot dau hiéu khic cho thay hai trinh ty axit nucleic hodc protein la gin nhu gidng
hét nhau 12 & chd protein duge ma hoa boi axit nucleic thir nhét phan tng chéo v& mat
mién dich v6i, hodc lién két dic hicu véi, protein duge ma hoa béi axit nucleic thir hai.
Do do, protein thuong la vé co ban gidng véi protein thir hai, vi du, trong d6 hai protein

chi khac nhau boi viée thé bao toan.

"Intron" 1 dé chi phan can thi¢p ciia ADN ma hau nhu chi xay ra trong gen sinh
vat nhan chuén, nhung khong dugc dich ma thanh cac trinh tur axit amin trong san phém
gen. Céc intron dugc loai bo tht mARN tién trudng thanh thong qua qua trinh dugc goi
1a ndi, ma khién cac exon khong bi anh hudng, dé tao thanh mARN. Cho cac muc dich
cia sang ché, dinh nghia cta thuat nglt "intron" bao gdm céc cai bién véi trinh tu
nucleotit cta intron ¢ ngudn goc tr gen muc ticu, voi diéu kién intron dugc cai bién

khong lam giam dang ké hoat dong cua trinh tu dicu hoa 5' ¢6 lién quan.

Thuét ngit phan tir axit nucleic, polynucleotit hodc protein "duge phén 1ap” 1a
phan tt axit nucleic, polynucleotit hodc protein ma khong con ton tai trong mdi truong
tu nhién cta n6. Phan i axit nucleic dugce phén 1ap, polynucleotit hodc protein theo sang
ché c6 thé ton tai & dang duoc tinh sach hodc ¢6 thé tdn tai trong vat chu tai tb hop chéng
han nhu trong vi khuén chuyén gen hodc thuc vat chuyén gen. Do d6, yéu ciu bao ho
v6i phan tir axit nucleic “duoc phan 1ap”, nhu dugc ligt ké ¢ day, bao ¢dm phan tir axit

nucleic ma dugc bao gdm trong h¢ gen thuc vat chuyén gen.

"Phan tir axit nucleic" hodc "trinh tu axit nucleic" 1a doan ctia ADN hodc ARN

mach don hodc déi ma c6 thé duge phén lap tir ngudn bat ky. Trong pham vi theo sang
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ché, phan ttr axit nucleic thuong la doan ADN. Theo mot sb phuong 4n, cac phén tir axit

nucleic theo sang ché 1 cac phén tir axit nucleic dugc phén lap.

"Puoc lién két hoat dong" 1a dé chi viée két hop cta cdc polynucleotit trén doan
axit nucleic don sao cho chirc ning cuia mot doan ndy anh huong dén chirc néng cua
doan khac. Vi du, vang khoi dong duoc lién két hoat ddng v6i polynucleotit md hoéa
hodc ARN chtrc ning khi n6 c¢6 khé nang anh hudng dén viée biéu hién ctia polynucleotit
mi hoa hodc ARN chirc ning nay (nghia 13, polynucleotit ma hoa hodc ARN chirc nang
1a dudi su kiém soat phién ma cia ving khoi dong). Viée ma hoa cac polynucleotit trong
dinh huéng c6 nghia hodc ddi nghia ¢o thé duoc lién két hoat dong véi cac polynucleotit
dicu hoa.

Céc thuat ngit "protein," "peptit" va "polypeptit" duge st dung thay thé cho nhau
& day.

"Thuc vat" la thuc vat bét ky & giai doan phét trién bat ky, dic biét 1a thuc vat
cho hat.

v[é bao thuc vat" 1a don vi cdu triic va sinh 1y cua thuc vat, bao gom chit nguyén
sinh va thanh té bao. Té bao thuc vt co thé ¢6 dang té bao don dugc phan lap hodc té
bao duoc nudi céy, hoac dudi dang mot phén ctia don vi ¢6 to chic cao hon ching han
nhu, vi du, mo thuc vat, co quan thyc vat, hodc toan bd thuc vat.

"MOoi trudng t¢ bao thuc vat" ¢6 nghia la cac mdi trudong cua cac don vi thuc vat
chang han nhu, vi dy, chét nguyén sinh, céc té bao mdi trudong té bao, cac té bao trong
cac mo thuc vat, hat phan, cac 6ng hat phén, nodn, tai phoi, hop t va phdi & cac giai
doan phat trién khac nhau.

"Nguyén liéu thuc vat" 1a dé chi 14, than, ré, hoa hodc cac phan hoa, qua, hat
phan, cac té bao triang, cac hop ti, cac hat, cac phén cit, cac moi trudng mod va té bao,
hodc phan bat ky khéac hodc san phém cua thuc vat.

"Co quan thyc vat" mot phﬁn dugc bit hoa va co cAu tric théy duoc va tach biét
cua thuc vat chéng han nhu ré, than, 14, nu hoa, hodc phoi.

"Mb thuc vat" nhu duge st dung & ddy c6 nghia la nhoém cac té bao thuc vat duogc
t6 chire thanh don vi chirc ning va cau tric. Mo bt ky ctia thuc vat in planta hodc trong

moi truong déu duge bao gom. Thuét ngit nay bao gobm, nhung khong bi gi6i han ¢, toan
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bo thuc vat, cac co quan thuc vat, cac hat thuc vat, mdi truong mo va cac nhom bét ky
ctia cac té bao thuc vat duoc td chire thanh cac don vi chirc nang va/hodc cAu tric. Viée
str dung cta thuit ngtt nay két hop vdi, hodc trong trudong hop khong co, bét ky loai mo
thuc vat cu thé nao nhu duoc liét ké ¢ trén hodc méat khac duoc chép nhéin bdi dinh nghia
nay khong nham dé loai trir loai bét ky khéac ctia m6 thuc vat. Vi du, “tapetum (té bao
dinh dudng trong bao phin)” 1a mo trong ti bao tr, dac bit 1a bao phén, ctia cic cay

ngd ma cung cip dinh dudng cho su phat trién bao ti.

“Polynucleotit” 1a dé chi polyme dugc cAu thanh tir nhiéu nucleotit monome dugc
lién két cong hoa tri theo chudi. “Céc polynucleotit” nhu vay bao gdbm ADN, ARN, céc
oligo nucleotit dugc cai bién (vi du, cic oligonucleotit bao gdm céc bazo ma khong
thuong cho ARN hodc ADN sinh hoc, chéng han nhu cac oligonucleotit dugc 2'-O-
metylat hoa), va tuong ty. Theo mot s6 phwong 4n, axit nucleic hodc polynucleotit 6
thé 12 mach don, mach déi, mach da, hodc cac két hop cua ching. Trur khi dugc néu rd
khéc di, axit nucleic hodc polynucleotit cu thé theo sang ché tiy ¥ bao g6m hodc ma hoa

cac polynucleotit bd sung, bén canh polynucleotit bét ky duge chi dinh rd rang.

"Polynucleotit dugc quan tdm" 1a dé chi bat ky polynucleotit ndo ma, khi dugc
bién nap vao sinh vat, vi dy, thyc vét, dem lai cho sinh vat d6 dac tinh mong mudn chéng
han nhu khéng con trung, khang bénh, dung hoa thude diét co, khang thude khang sinh,
cai thién gié tri dinh dudng, cai thién hi¢u qua trong qud trinh xtr 1y cong nghiép, viée
san xuét cac chit chuyén héa hodc cac enzym c6 gié tri thuong mai hogc kha nang sinh
san duoc thay doi.

N

"Vung khoi dau" 1a trinh tw ADN khong duoc dich ma nam trude cla ving ma
hoa ma chira vi tri gan cho ARN polymcra;&a va khoi dau viée dich ma cia ADN. Ving
khoi dong c6 thé ciing bao gbm cac thanh phan khac ma dong vai tro nhu céc ving didu
hoa ctia sy biéu hién gen.

“Sy biéu hién mong mudn” 1a viée bidu hién cta cc san phdm gen ma t5t hon 1a
dugc biéu hién & mtc cao hon trong mdt hodc mot sb cac mo thuc vat (gi6i han theo
khong gian) va/hodc t61i mot hodc mot s6 cac giai doan phat trién thuc vat (gi61 han theo
thoi gian) trong khi trong cac giai doan phat trién/cac md khac c6 muc biéu hién twong

d6i thap.

20



48957 21/149

Nhu duogc st dung ¢ day, thudt ngir "tai t6 hop" 1a dé chi dang cua axit nucleic
(vi du, ADN hodc ARN) hogc protein hodc co quan ma thuong s¢ khong dugc tim thay
trong tur nhién va nhu dugc tao ra boi sy can thicp cta con ngudi. Nhu duge st dung &
day, "phan tir axit nucleic tai t6 hop" 1a phan ti axit nucleic bao gdm sy tai t6 hop cua
cac polynucleotit ma s& khong xay ra trong tu nhién cung voi nhau va 1a két qua cta su
can thiép cta con ngudi, vi dy, phan ti axit nucleic ma bao g6m su két hop cua it nhét
hai polynucleotit di loai v&i nhau, hodc phan tr axit nucleic ma dugc téng hop nhan tao,
vi du, tong hop polynucleotit st dung trinh ty nucleotit dugc lap rap, va bao gém
polynucleotit ma léch véi polynucleotit ma thuong s€ tdn tai trong tw nhién, hodc phén
tr axit nucleic ma bao gdm gen chuy én duoe két hop nhan tao vao ADN hé gen cua té
bao vat chu va ADN suon dugce két hop cua hé gen té bao vat chu. Vi du khac cta phan
tir axit nucleic tai to hop 1a phan t ADN la két qua tir viée chén cla gen chuyén vao
ADN hé gen ¢ thuc vat, ma cudi ciing ¢o thé dan dén viéc biéu hién ctia phan tit protein
hotic ARN tai td hop trong co quan d6. Nhu dugc st dung & day, "thuc vat tai td hop"
la thuc vat ma thuong khong xuét hién trong ty nhién, la két qua cua su can thi€p cua
con nguoi, va chira gen chuyén hoi#c phén tir axit nucleic di loai dugc két hop vao hé
gen clia n6. Nhu két qua cua su thay d6i hé¢ gen nay, thuc vat tai t4 hop 12 khac héan véi

thuce vat kiéu dai c6 lién quan.

"Trinh tu diéu hoa” hodc “ph?m ttr diéu hoa,” va tuong tu, dugc hiéu & day la dé
chi trinh tu nuclcotit ma kiém soat viéc biéu hién cta trinh tu ma hoa dugce két hop hoat
dong bang viéce cung cAp su nhan biét ARN polymeraza va céc tac nhan khac can thiét
cho viéc phién ma chinh x4cva thuong dugc dat phia trude (5') trinh ty mé hoa cua no.
"Cac trinh tu diéu hoa" bao gdm cac trinh tu didu hoa 5’ nim gin va cac phén tir xa hon
ndm phia trudc ving ma hoa dugc két hop, ma anh hudng dén viéc phién mé, qua trinh
xtr Iy ARN hodc su 4n dinh, hodc viéc dich ma cua trinh tu ma hoa dugc két hop. "Cac
trinh tu didu hoa" ¢o thé con bao gém cdc trinh tur 3", bao gém cac trinh tu khong phién
ma 3' va/hoac khong dich ma 3', ndm xudi chidu ving ma hoa dugc két hop, va ¢6 thé
bao gdm vi tri két thic phién ma, nghia la cac ving két thue. "Céc trinh ty di¢u hoa" ¢6
thé bao gdm cac viing ting cudng, cac vung khéi dong, céc trinh tu dan dau khong dugc
dich ma, cac intron, va céc trinh ty tin hiéu polyadenyl hoa. Ching bao gOm céc trinh tur
tu nhién va tong hop ciing nhu cdc trinh to ma ¢6 thé 1a su két hop cta cac trinh ty tu

nhién va tong hop. "Ving ting cudng” 1a trinh ty ADN ma c6 thé kich thich hoat dong
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ving khoi dau va c6 thé 1a phan tir bdm sinh cta ving khoi dong hodc phan tir di loai
dugc chen dé ting cuong mirc hodc d ddc hi¢u mo ctia vung khai dong. N6 c6 khé nang
hoat dong theo ca hai dinh huéng (thong thuong hodc dao ngugc), va ¢ kha nang hoat
dong chirc nang ngay ca khi duoc di chuyén nguoc chidu hodc xudi chidu tir viing khoi
dong. Cac vi du cua cac vung tang cuong bao gbm, trong s6 céac vi du khac, ving ting
cuong virut kham cay huyén sdm (cI'MV) va vung tdng cuong virut kham cdy sup lo
(¢35S). Y nghia ctia thuat ngit "cac trinh tu didu hoa" bao gdm cic trinh ty "khdi dau
phién ma" hodc "vung khoi dong" va "céc trinh tu diéu hoa vung khéi dong.” Cac thuat

ngtt nay co thé dugc st dung thay thé cho nhau & day.

“Céac thanh phﬁn diéu hoa" 1a dé chi cac trinh tu tham gia vao viéc kiém soat viéc
biéu hién cta trinh tu nucleotit. Céc thanh phén diéu hoa bao gdm vung khoi dong duoc
lién két hoat dong v6i trinh tu nucleotit dugc quan tdm va céc tin hiéu két thac. Chung

cling thuong bao gbm céc trinh tur can thiét cho viéc dich ma chinh x4c trinh ty nucleotit.

“Biéu hién dic hiéu” 1a viéc biéu hién cua cac san phém gen ma giéi han ¢ mot
hoac mot s6 cac mo thuc vat (gi¢i han thco khong gian) va/hodc & mot hodc mot sb cac
giai doan phat trién thue vat (gi6i han theo thoi gian).

“Vung khoi dong ddc hiéu theo mo™ la dé chi cac vung khéi dong dugce diéu hoa
ma khong duoc bicu hién trong tAt ca cac té bao thuc vat nhung chi trong mot hodc nhiéu
loai 1€ bao trong Cac co quan cu thé (chéng han nhu 14, ré hodc hat), cdc mo cu thé (chéng
han nhu phoi hodc 14 mam), hodc cac loai té bao cu thé (chéng han nhu nhu mo 14 hodc
té bao luu trit hat gidng). Ciing bao gbm céc viing khéi dong ma dugce didu hoa tam thoi,
chéng han nhu trong qua trinh tao phdi sém hodc mudn, trong qua trinh chin cta qua
khi hat hoac qua dang phat trién, & 14 dd duoc biét hoa hoan toan, hodc khi bat dau lao
hoa.

“Catxet phién ma” s€ bao gbm trong hudéng 5'-3' ctia viée dich md, vung khoi
dong phién ma va dich ma, trinh tu ADN dugc quan tdm, va vung két thac phién ma va
dich ma hoat dong chitc nang & cac thyc vat. Vung két thuc 6 thé c6 ngudn gbe tir ving
khoi dong phi€n ma, co thé c6 ngudn gde tir trinh tw ADN dugc quan tdm, hodc ¢6 thé
¢6 ngudn gde tir ngudn khac.

“Vi tri khéi dau phién ma” 13 vi trf xung quanh nucleotit thir nhét ma 1a mot phan

ctia trinh tw dugce phién ma, ma cling dugc xac dinh nhu vi tri +1. D61 v6i vi tri nay tat
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ca céc trinh tu khac cua gen va cac vung kidm soat ctia n6 duge danh sb. Cac trinh tu
xudi dong (nghia la cdc trinh tu protein ma hoa khac theo chiéu 3") dugc coi 1a duong,
trong khi cac trinh tu nguoc dong (hdu hét cac ving kiém soat theo chiéu 5') dugc coi
1a m.

"Vige bién nap tam thoi" trong bdi canh polynucleotit c6 nghia 1a polynucleotit
duoc dua vao té bao va khong tich hgp vao hé gen clia té bao. Viéc bién nap tam thoi c6
thé duoc phat hién boi, vi dy, thir nghiém mién dich hap thy lién két enzym (ELISA)
hodc Western blot, ma c6 thé phat hién sy ¢6 mat cua peptit hodc polypeptit dugc ma
hoa bo1 mdt hodc nhiéu cac phan tir axit nucleic dugc dua vao co quan sinh vat. Viéc
bién nap dn dinh ca té bao c6 thé dugc phat hién bai, vi du, thir nghiém lai Southern
blot cia ADN hé gen cta té bao v4i cac trinh tu axit nucleic ma lai ddc hi¢u v6i trinh tu
nucleotit ctia phan t axit nucleic dugc dua vao co quan sinh vat (vi du, thuc vat). Viéc
bién nap 6n dinh coa té bao c6 thé duogc phét hién boi, vi du, thir nghiém lai Northern
blot cia ARN caa té bao véi cac trinh tu axit nucleic ma lai ddc hi¢u véi trinh tu nucleotit
clia phan tr axit nucleic dugc dua vao thuc vat hodc co quan sinh vét khac. Viéc bién
nap On dinh ctia 1é bao co thé cling dwoc phat hién boi, vi du, phan Gng chudi polymeraza
(PCR) hodc phan tng khuéch dai khac nhu da biét trong linh vuc, st dung céc trinh tur
doan moi dic hiéu ma lai vé6i (cac) trinh ty muc tiéu ctia phén tr axit nucleic, dan dén
viéc khuéch dai cta (céc) trinh ty myc tiéu, ma ¢ thé dugc phat hién theo céc phuong
phép tiéu chuan. Viée bién nap c6 thé ciing dugc phat hién boi cac qua trinh lai va/hodc

giai trinh tu tryc tiép da biét trong linh vyc.

"Vidc bién nap" 1a qua trinh dua axit nucleic di loai vao co quan sinh vat hodc té
bao vat chi. Theo cac phuong an cu the, "viée bicn nap" ¢6 nghia la sy tich hop 6n dinh

cta phan tr ADN vao hé gen (nhén hodc plastit) ciia co quan sinh vat dugce quan tam.

"Pugc bién nap / chuyén gen / tai t6 hop" 1a dé chi sinh vat chu chdng han nhu
vi khuén hogic thuc vat ma vao d6 phan tir axit nucleic di loai da dugce thém vao. Phan
ttr axit nucleic co thé duoc tich hop mét cach 4n dinh vao hé gen ctia vat chi hodc phan
tir axit nucleic co thé ciing c6 mat dudi dang phan tir ngoai nhidm séc thé. Phan tir ngoai
nhiém séc thé nhu vay c6 thé tu dong sao chép. Cac té bao, cac md, hoic cac thuc vt
duoc bién nap duge hiéu 1a bao gdm khéng chi séan pham cudi ctia qua trinh bién nap,

ma céa thé hé con chuyén gen cua chung. Vat chu "khong duoe bién nap", "khong chuyén
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gen", hodc "khong tai td hop" 1a dé chi sinh vat kiéu dai, vi du, vi khuén hoic thuc vat,

ma khong chira phan tir axit nucleic di loai.

“Vecto” duoc xac dinh la bao gém, khong ké nhitng céi khac, plasmit, cosmit,
phago hodc vecto nhi phan Agrobacterium bat ky & dang vong hodc mach thang don
hoac ddi ma co thé ¢6 hodc ¢o thé khong tu chuyén giao hodc véan dong, va ¢ thé bién
nap vat chti nhén so hodc nhan thye hodc béng viéc tich hgp vao hé gen té bao hoic ton
tai ngoai nhiém sac thé (vi du plasmit tu sao chép vdi tdm sao chép). Dugc bao gbm cu
thé 14 céc vecto con thoi ma c6 nghia 1a phuong tién ADN c6 kha nidng, tu nhién hodc
theo thiét ké, sao chép & hai sinh vt chu khac nhau, ma ¢o6 thé duoc lua chon tir cAc xa
khuin va cac loai lién quan, vi khuén va sinh vat nhan thuc (vi du cac té bao ndm, nAm

men, dong vat ¢6 v, thuc vat cap cao hon).

Sang ché d& cap chung dén cac polynucleotit diéu hoa it nhit mot phan ctia n6 ¢6
chitc ning khoi diu phién ma dinh hudng viée biéu hién cta polynucleotit mad hoa
protein duoc lién két hoat dong 61 hau hét cac mo thuc vat, nhung vé co ban loai bo
viéc biéu hién trong cidc mo sinh san duc chéng han nhu hat phén va/hodc mo cum hoa.
Cac polynucleotit didu hoa ¢6 thé duge st dung trong cac cAu triic kham, céc catxet biéu
hién, céc vecto tai to hop va tuong tu dé thuc ddy viéc biéu hién cua protein dugc quan
tAm, vi du protein diét con trung, trong cac mo thure vat ma cae sinh vat gay hai muc tiéu
thuong an, va han ché hodc giam sy tich lily cua protein diét con tring trong cdc mo
thuong khong bi an boi cac con trung 1a sinh vét gy hai hogc trong mo6 ma ¢6 thé bi tdn

hai boi protein diét con trung, hat phén hodc cum hoa nay.

Céc trinh tu vung khoi dong dugc thu b'img viéc nhan dong cac trinh tu hé gen
ma twong ddng vai cac trinh ty cADN duoc biéu hién trong cac mod ngoai hat phén,
nghia l1a cac trinh tu cADN “khong phai hat phén”. Céc trinh ty h¢ gen ¢6 thé duoc thu
bang cdc phuong phdp lai hodc bang cach st dung cac phuong phap PCR dé kéo dai
trinh tu theo hodc chiéu 5° hodic 3’ tur trinh tu da biét (doi khi duoc goi 1a “di chuyén hé
gen™). Vi du, dé thu duoc céc trinh v hé gen 57 t6i trinh ty da biét ctia cADN, cac doan
mdi duoe lam cho trinh ty gin dau 5> cia cADN. Thu vién h¢ gen dugc xdy dung véi
dau 5° cua moi trinh tw ADN hé gen dugc ghép ndi voi ving tiép hop oligonucleotit
ngén. PCR vo6i1 doan mdi lai véi trinh tu tiép hop va doan mdi 5' cua trinh tw cADN
khong phai hat phén cho phép viéc khuéch dai cta trinh ty hé gen & 5° v6i trinh tu tuong

déng cua trinh tuy khong phai hat phén. Cac trinh tuw ADN thu duoc tir hé gen di bo duoc
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xéc dinh trinh ty va néu cac vung 5' bd sung dugc mong mubn, qué trinh dugc lap lai
v&i cac doari mdi hién tai & dau 5' cua dong thu duoc dai nhét. Céc trinh tu hé gen twong
ddng voi cac trinh tw cADN khong phai hat phén cling dugc thu bang viéc lai trong céc
diéu kién muc nghiém ngit cao. Céc diéu kién mac nghiém ngit cao lya chon cho viéc
lai cia mau do duoc lam tir trinh tw cADN khong phai hat phén dé lai véi trinh ty tuong
dong ctia n6 trong ADN hé gen. ADN hé gen dugc bao g6m trong thu vién ADN h¢ gen
ctia c4c trinh tw ADN hé gen & ngd 5-20 kb trong vecto phago lambda. Cac dong hé gen
ma lai véi cADN khong phai hat phin duge phan 18p va dugc giai trinh ty.

Cac vung khoi dong theo sang ché duoc ndm trong ving 5' cla trinh ty cADN
trir hat phén ngay trudc trinh ty ma hoa. Kich thude ctia ving diéu hoa t6t hon 13 trong
khoang gitra khoang 2 kb dén 8 kb va bao gdm trinh tu khong duge phién ma 5', cu thé
1 trinh ty khong duge phién ma 5' va 5'-UTR va tAt c4 hodc mot phan cla trinh tu
nucleotit thé hién intron thtr nhét. Cac vung khéi dong duge 1iy vi du ¢ day nhu dugc
quy dinh trong cic SEQ ID NO:1-11. Céc trinh tu diéu hoa theo sang ché ¢6 thé con bao
gbém mot phén cta trinh ty 3' ma bt ddu ngay sau trinh ty ma hoa cta codon dung dich
ma cADN trir hat phén bao gom trinh tu duge phién ma nhung khong dugc dich ma
(UTR) va trinh ty khong dugc phién ma ma dong vai tro la vung két thiic phién ma va
tin hiéu poly-adenyl hoa. Cu thé 1a, trinh tu 3' 1a trong khoang gitta khoang 1,0 kb va
khoang 2,5 kb. Cac vung két thac dugc lay vi du & day nhu dugc quy dinh trong cac
SEQ ID NO:12-20.

Céc dong hé gen c6 thé bao g0m cc trinh tu intron, khong dugc tim thdy trong
cac dong mARN hodc cADN. Céc trinh ty hé gen ¢6 thé con bao gdm céc trinh tu khong
duoc dich ma 5', cic trinh ty khong dugc dich ma 3', va cac trinh tu diéu hoa 5° va 3.
Céc trinh ty ving khéi dong dugc tim thdy trong trinh tu h¢ gen 5’ t6i trinh tu cADN.
Céc trinh tu hé gen dugc nhan dong ma tuong ddng véi cac trinh tu cADN trir hat phén.
Céc trinh ty ma la 5° véi trinh tu tuong déng v6i trinh tu ¢cADN ma duogc deé cap téi &
day nhu 12 ving suon 5° ma bao gbém ving khdi dong.

Theo mot sé phuong an, sang ché d xuét cAu tric ADN kham ma bao gdm trinh
tu ma hoa protein diét con trung dugc lién két hoat dong voi trinh tu didu hoa, it nhat
mot phén cta no ¢o chire ndang khoi dau phién ma dinh hudng viéc biu hién ctia protein
diét ¢on trung dugc ma hoa toi gin nhu t4t ca cac mo cia thuc vat v4i ngoal trir cdc mod

sinh san duc, chang han nhu hat phin va/hodc cum hoa, sao cho c6 it hodc khong c6 san
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phém bitu hién c6 mit 1a hat phén va/hode cac md cum hoa téi mice dang ké bat ky. Céac
trinh tu axit nucleic theo sang ché co thé duoc cung cp dudi dang ADN hodc dudi dang
ARN, nhu duoc cu thé hoa; viée boc 16 ciia mot dang nhét thiét xac dinh dang khac, 1a
duoc biét dén boi ngudi o trinh do trung binh trong linh vuc. Hon thé nira, viéc boc 16
cta trinh ty axit nucleic da cho nhét thiét x4c dinh su bd sung chinh x4c cua trinh ty do,

1a duoc biét dén bai nguoi c6 trinh do trung binh trong linh vuyc.

Theo mdt s phuong 4n, sdng ché dé xuét catxet biéu hién bao gdbm ving khoi
dong bao gém trinh ty nucleotit a) ¢6 it nhit 95% do twong dong téi it nhit 99% do
trong dong voi bét ky trong sd cac SEQ ID NO:1-11; hodc b) cta bat ky trong sd cac
SEQ ID NO:1-11, dugc lién két hoat dong voi polynucleotit di loai dugce quan tdm, ma
duoc lien két hoat dong voi ving khong duoc dich ma 3” bao gbm tin hiéu polyadenyl
hoa, trong dé polynucleotit di loai dugc dich ma chirc nang trong mé cua thyc vat chuyén
gen ma khong phai 1a hat phan. Theo cac phuong an khac, polynucleotit di loai mé hoa
protein diét con trung hodc ARN chudi kép (dsARN). Theo cac phuong an khac, protein

diét con tring 1a protein Cry hodc protein Vip3.

Theo cac phuong an khac nita, protein Cry diét con tring dugc lya chon tir nhom
bao gdm CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylAd, CrylAe, CrylAf, CrylAg, CrylAh,
CrylAi, CrylAj, CrylBa, CrylBb, CrylBc, CrylBd, CrylBe, CrylBf, CrylBg,
CrylBh, CrylBi, CrylCa, CrylCb, CrylDa, CrylDb, CrylDc, CrylDd, CrylEa,
CrylEb, CrylFa, CrylFb, CrylGa, CrylGb, CrylGe, Crylla, CrylHb, CrylHc,
Crylla, Cryllb, Cryllc, Crylld, Crylle, CrylIf, Cryllg, Crylla, Cryllb, CrylJc,
Crylld, CrylKa, CrylLa, CrylMa, CrylNa, CryINb, Cry2Aa, Cry2Ab, Cry2Ac,
Cry2Ad, Cry2Ac, Cry2Af, Cry2Ag, Cry2Ah, Cry2Ai, Cry2Aj, Cry2Ak,Cry2Al
Cry2Ba, Cry3Aa, Cry3Ba, Cry3Bb, Cry3Ca, Cry4Aa, Cry4Ba, Cry4Ca, Cry4Cb,
Cry4Cc, Cry5Aa, Cry5Ab, Cry5Ac, Cry5Ad, Cry5Ba, Cry5Ca, CrySDa, Cry5Ea,
Cry6Aa, Cry6Ba, Cry7Aa, Cry7Ab, Cry7Ac, Cry7Ba, Cry7Bb, Cry7Ca, Cry7Cb,
Cry7Da, Cry7Ea, Cry7Fa, Cry7Fb, Cry7Ga, Cry7Gb, Cry7Ge, Cry7Gd, Cry7Ha,
Cry7la, Cry7Ja, Cry7Ka, Cry7Kb, Cry7La, Cry8Aa, Cry8Ab, Cry8Ac, Cry8Ad,
Cry8Ba, Cry8Bb, Cry8Bc¢, Cry8Ca, Cry8Da, Cry8Db, Cry8Ea, Cry8Fa, Cry8Ga,
Cry81a, Cry8la, Cry8Ib, Cry8Ja, Cry8Ka, Cry8Kb, Cry8La, Cry8Ma, Cry8Na, Cry8Pa,
Cry8Qa, Cry8Ra, Cry8Sa, Cry8Ta, Cry9Aa, Cry9Ba, Cry9Bb, Cry9Ca, Cry9Da,
Cry9Db, Cry9Dc, Cry9Ea, Cry9Eb, Cry9tic, Cry9kd, Cry9Ee, Cry9Fa, Cry9Ga,
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Cryl0Aa, CryllAa, CryllBa, Cryl1Bb, Cryl2Aa,Cryl3Aa, Cryl4Aa, Cryl4Ab,
Cryl5Aa, Cryl6Aa, Cryl7Aa, Cryl8Aa, Cryl8Ba, Cryl8Ca, Cryl9Aa, Cryl9Ba,
Cryl9Ca, Cry20Aa, Cry20Ba, Cry21Aa, Cry21Ba, Cry21Ca, Cry21Da, Cry21Ea,
Cry21Fa, Cry21Ga, Cry21Ha, Cry22Aa, Cry22Ab, Cry22Ba, Cry22Bb, Cry23Aa,
Cry24Aa, Cry24Ba, Cry24Ca, Cry25Aa, Cry26Aa, Cry27Aa, Cry28Aa, Cry29Aa,
Cry29Ba, Cry30Aa, Cry30Ba, Cry30Ca, Cry30Da, Cry30Db, Cry30Ea, Cry30Fa,
Cry30Ga,Cry31Aa, Cry31Ab, Cry31Ac, Cry31Ad, Cry32Aa, Cry32Ab, Cry32Ba,
Cry32Ca, Cry32Cb, Cry32Da, Cry32Ea, Cry32Eb, Cry32Fa, Cry32Ga, Cry32Ha,
Cry321lb, Cry32la, Cry32Ja, Cry32Ka, Cry32La, Cry32Ma, Cry32Mb, Cry32Na,
Cry320a, Cry32Pa, Cry32Qa, Cry32Ra, Cry32Sa, Cry32Ta, Cry32Ua, Cry33Aa,
Cry34Aa, Cry34Ab, Cry34Ac, Cry34Ba, Cry35Aa, Cry35Ab, Cry35Ac, Cry35Ba,
Cry36Aa, Cry37Aa, Cry38Aa, Cry39Aa, Cry40Aa, Cry40Ba, Cry40Ca, Cry40Da,
Cry41Aa, Cry41Ab, Cry41Ba, Cry42Aa, Cry43Aa, Cry43Ba, Cry43Ca, Cry43Cb,
Cry43Cc, Cry44Aa, Cry45Aa, Cry46Aa Cry46Ab, Cryd47Aa, Cry48Aa, Cry48Ab,
Cry49Aa, Cry49Ab, Cry50Aa, Cry50Ba, Cry51Aa, Cry52Aa, Cry52Ba, Cry53Aa,
Cry53Ab, Cry54Aa, Cry54Ab, Cry54Ba, Cry55Aa, Cry56Aa, CryS7Aa, CrySTAb,
Cry58Aa, Cry59Aa, Cry59Ba, Cry60Aa, Cry60Ba, Cry6lAa, Cry62Aa, Cry63Aa,
Cry64Aa, Cry65Aa, Cry66Aa, Cry67Aa, Cry68Aa, Cry69Aa, Cry69Ab, Cry70Aa,
Cry70Ba, Cry70Bb, Cry71Aa, Cry72Aa va Cry73Aa. Theo cic phuong an khéac nira,
protein Cry 1a protein Cryl. Theo cac phuong an khéc, protein Cryl 1a protein CrylA.
Theo c4c phuong an khéc nita, protein CrylA 1a protein Cry1Ab hodc CrylAi.

Theo cac phuong an khac, protein digt con trung Vip3 duoc ma hoa bai di loai
duoc lién két hoat dong véi ving khoi dong theo sang ché duoc lya chon tir nhém bao
gbm Vip3Aal, Vip3Aa2, Vip3Aa3, Vip3Aa4, Vip3Aa5, Vip3Aa6, Vip3Aa7, Vip3Aas,
Vip3Aa9, Vip3Aal0, Vip3Aall, Vip3Aal2, Vip3Aal3, Vip3Aal4, Vip3Aals,
Vip3Aal6é , Vip3Aal7, Vip3Aal8, Vip3Aal9, Vip3Aa20, Vip3Aa2l, Vip3Aa22,
Vip3Aa2 , Vip3Aa24, Vip3Aa25, Vip3Aa26, Vip3Aa27, Vip3Aa28, Vip3Aa29,
Vip3Aa30, Vip3Aa3l, Vip3Aa32, Vip3Aa33 , Vip3Aa34, Vip3Aa35, Vip3Aa3e6,
Vip3Aa37, Vip3Aa38, Vip3Aa39, Vip3Aad0, Vip3Aa4l, Vip3Aad2, Vip3Aa4d3,
Vip3Aad4, Vip3Abl, Vip3Ab2, Vip3Acl, Vip3Adl, Vip3Ad2, Vip3Ael, Vip3Afl,
Vip3Af2, Vip3Af3, Vip3Agl,Vip3Ag2,Vip3Ag3 HMI117633, Vip3Agd, Vip3AgS,
Vip3Ahl, Vip3Bal, Vip3Ba2, Vip3Bbl, Vip3Bb2 va Vip3Bb3. Theo cac phuong an
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khac nita, protein Vip3 1a protein Vip3A. Theo cac phuong an khac, protein Vip3A la
protein Vip3Aa. Theo cac phuong an khic, protein Vip3Aa la protein Vip3Aal9 hoac
Vip3Aa20.

Theo mot sb phuong an, thuc vt chuyén gen trong d6 polynucleotit di loai theo
sang ché duoc dich ma chic ning la thuc vat mot 14 mam. Theo cdc phuong 4n khéc,
thuc vat mot 14 mam 1a cdy ngo. Theo cac phuong an khac, cdy ng6 la cdy ng6 lai cing
dong hodc ciy ngo lai. Theo mot s6 phuong an, md cua cly ngd trong d6 polynucleotit

di loai duoc biéu hién chirc nang la 14, rau hodc be.

Theo mot sb phuong an, ving khong duoc dich ma 3” cia catxet biéu hién theo
sang ché bao gom trinh ty ving két thic duoce lua chon tir bt ky trong s6 cac SEQ ID

NO:12-20. Theo cac phuong &n khac nira, catxet biéu hién bao gdm SEQ ID NO:29.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé xuht vecto tai t& hop bao gdm catxet biéu
hién theo séng ché. Theo cac phuong an khac, veeto tai td hop 1a vecto nhi phan c6 kha
nang hoat dong churc nang trong nhiéu sinh vat. Theo cac phuong 4n khac, sinh vat 1a vi
khuén hodc thue vat. Theo cac phuong dn khéc, vecto nhi phan bao gdm bét ky trong sb

cac SEQ 1D NO:21-28.

Theo mot sb phuong an, sang ché dé xuét té bao thuc vat duogc bién nap voi vecto
tai td hop hoac catxet biéu hién theo sang ché. Theo céc phuong an khac, vecto tai td
hop hodc catxet biéu hién dugc biéu hién nhét thoi trong té bao thuc vat. Theo cac
phuong an khéc, vecto tai 1 hop hodc catxet biéu hién theo séng ché duoc tich hop on
dinh vao h¢ gen cia té bao thuc vat. Theo cac phuong an khac, té bao thuc vat 1a té bao
thuc vat mot 1a mam. Theo cac phuong 4n khac nira, té bao thuc vat mot 14 mam 1a té
bao cay ngd. Theo cac phuong an khac, catxet biéu hién bao gdm trinh tir cta catxet
bidu hién trong bat ky trong sb cac SEQ ID NO:21-28. Theo cac phuong an khac nira,
catxet biéu hién bao gém SEQ ID NO:29.

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché dé xuét thuc vat chuyén gen bao gdm catxet
bidu hién hoic vecto theo sang ché. Theo cac phuong 4n khac, catxet biéu hién hoic
vecto hodc mdt phan ciia né duge tich hop 6n dinh vao hé gen cta thuc vt chuyén gen.
Theo cac phuong an khac, thuc vat chuyén gen 1a mot 14 mam. Theo céc phuong én
khéc nita, thuc vat chuyén gen mot 14 mam 1a ciy ngd chuyén gen. Theo cac phuong 4n

khéc, cdy ngd chuyén gen la cdy ngo lai cung dong hodc cdy ngo lai. Theo cac phuong

o
oo



48957 29/149

an khac, cdy ngd chuyén gen bicu hién protein dugc quan tdm & cac mic chirc nang
trong mo bat ky ma khong phai 1a hat phan. Theo cac phuong an khéc nita, mo trong do

protein dugc quan tdm duoc bicu hién & cdc mire chtrc nang 1a 14, rdu hodc be.

Theo cac phuong 4n khac, protein dugc quan tdm ma dugc biéu hién trong thuc
vét chuyén gen & cédc mirc chirc nang trong mo bit ky ma khong phai 1a hat phén 1a
protein Cry hogc protein Vip3. Theo cac phuong an khac, protein Cry hodc protein Vip3
duoc lua chon tr danh ‘séch cta cic protein Cry va Vip3 dugc mo ta ¢ trén. Theo cac
phuong an khéc, protein Cry 1a protein Cry1. Theo cac phuong an khac, protein Cry1 1a
protein Cryl1A. Theo cac phuong an khic nita, protein CrylA la protein CrylAb hodc
protein Cryl1Ai. Theo cac phuong an khac nita, protein Vip3 la protein Vip3A. Theo cac
phuong 4n khéc, protein Vip3A 1a protein Vip3Aa. Theo cac phuong 4n khic nira,
protein VIp3Aa 1a protein Vip3Aal9 hodc Vip3Aa20.

Theo mdt sd phuong 4n, sang ché @ xuét hat chuyén gen cua thuc vat chuyén
gen bét ky theo sang ché. Theo cac phuong an khac, hat chuyén gen bao gOm catxet biéu
hién hodc vecto, hodc mot phén cua no, theo sang ché. Theo cic phuong 4n khéc, hat
chuyén gen 12 hat ngod. Theo cac phuong 4n khdc, hat ngd dong vai tro la phuong tién
nhan gidng ngd. Theo cdc phuong an khéc, hat ngd chuyén gen déng vai trd 12 hat thu

hoach.

Theo mét s& phuong 4n, séng ché dé xuét phan tir axit nucleic duoc phan lap bao
gém trinh tu nucleotit duoc lya chon tir nhém bao gém: a) trinh ty dugc quy dinh trong
bét ky trong s6 cac SEQ ID NO:1-20; b) trinh ty nucleotit ma lai trong cac diéu kién
muc nghiém ngit cao voi trinh ty nucleotit cua a); va ¢) trinh tu nucleotit bao gém doan
trinh tu nucleotit cta a), trong d6 doan duy tri chirc ndng cta trinh ty nucleotit cta a);
trong do phan tir axit nucleic khoi d4u viéc phién ma chirc nang hodc két thiic viéc phién
mé chtrc ning cta polynucleotit dugc lién két hoat dong dugc quan tAm trong mo ctia

thue vét chuyén gen ma khong phai 1a hat phén.

Theo mdt sb phuong an, polynucleotit dugce quan tdm ma dugc lién két hoat dong
v6i phan 1t axit nucleic dugce phan 1ap theo sang ché mi hoa protein diét con trang hodc
ARN chudi kép (dsARN). Theo cac phuong an khac, protein di€t con trung la protein
Cry hoic protein Vip3. Theo cac phuong an khac, protein Cry hodc protein Vip3 duoc

Iwa chon tir danh sach ciia cic protein Cry va Vip3 dugc mo ta & trén. Theo cac phuong
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4n khéc, protein Cry 1a protein Cry1. Theo cdc phuong én khac, protein Cryl la protein
CrylA. Theo cac phuong an khéc, protein Cry1A la protein CrylAb hodc CrylAi. Theo
cac phuong an khac nita, protein Vip3 1a protein Vip3A. Theo mot phuong an khac,
protein Vip3A la protein Vip3Aa. Theo cac phuong an khac, protein Vip3Aa la protein
Vip3Aal9 hoac Vip3Aa20.

Theo mét sb phuong 4n, phén tir axit nucleic duge phén 13p theo sang ché bao
gdm trinh ty nucleotit vang khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:1. Theo céc
phuong 4n khac, phan tir axit nucleic duge phéan lap theo sang ché bao gém trinh tu
nucleotit ving khoi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:1 va trinh tyr nucleotit
ving két thic ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:12.

Theo mdt sé phuong 4n, phén t axit nucleic duge phan 1ap theo sang ché bao
gdm trinh tu nucleotit ving khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:2. Theo cac
phuong 4n khéc, phén tir axit nucleic dugc phan lap theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit ving khoi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:2 va trinh ty nucleotit
ving két thic ma duge quy dinh trong SEQ ID NO: 13 hogc SEQ ID NO:14.

Theo mét s& phwong 4n, phén t axit nucleic duge phan 1ap theo sang ché bao
gdm trinh ty nucleotit viing khéi dong ma duoc quy dinh trong SEQ ID NO:3. Theo cac
phuong an khac, phan tir axit nucleic dugc phén lap theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit ving khai dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:3 va trinh tu nucleotit
vung két thuc ma duge quy dinh trong SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:14.

Theo mot s6 phuong 4n, phan tir axit nucleic dugc phan lap theo sang ché bao
gbm trinh ty nucleotit viing khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:4. Theo cac
phuong 4an khéc, phén tir axit nucleic dugc phan 1ap theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit ving khai dong ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:4 va trinh ty nucleotit
ving két thuc ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:14.

Theo mot s& phuong an, phén tir axit nucleic duoc phan lap theo sang ché bao
g0m trinh ty nucleotit ving khai dong ma duoc quy dinh trong SEQ ID NO:5 Theo cac
phuong 4n khéc, phén tir axit nucleic dugc phén 14p theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit ving khdi dong ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:5 va trinh ty nucleotit
ving két thac ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO: 13 hodc SEQ ID NO:14.
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Theo mdt s6 phuong 4n, phan (& axit nucleic duge phan 14p theo sang ché bao
gdm trinh tu nucleotit ving khéi dong ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:6. Theo céac
phuong an khéc, phén tir axit nucleic duoc phan lap theo sang ché bao gém trinh tu
nucleotit ving khai dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:6 va trinh tur nucleotit
ving két thic ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:15.

Theo mdt s6 phuwong 4n, phan ti axit nucleic duoc phan 1ap theo séng ché bao
gbm trinh tu nucleotit ving khoi dong ma duoc quy dinh trong SEQ ID NO:7. Theo cac
phuong 4n khéc, phan tir axit nucleic dugc phén lap theo sang ché bao gém trinh tu
nucleotit ving khoi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:7 va trinh tu nucleotit
vung két thic ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:16. |

Theo mot s6 phuong 4n, phan ti axit nucleic duoc phan 1ap theo séng ché bao
gdm trinh tu nucleotit viing khéi dong ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:8. T heo céc
phuong 4n khéc, phan tir axit nucleic duoc phéan ldp theo sang ché bao gém trinh tu
nucleotit ving khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:8 va trinh tu nucleotit
ving két thic ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:17.

Theo mét sb phwong 4n, phén t axit nucleic dugce phan 1ap theo sing ché bao
gbm trinh tu nucleotit viing khéi dong ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:9. Theo cac
phuong an khéc, phén tir axit nucleic dugc phén 14p theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit ving khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:9 va trinh ty nucleotit
ving két thic ma dugce quy dinh trong SEQ ID NO:18.

Theo mét sb phwong 4n, phén t axit nucleic duge phan 1ap theo sing ché bao
gbm trinh tu nucleotit ving khéi dong ma duoc quy dinh trong SEQ ID NO:10. Theo
cac phuong an khac, phan tir axit nucleic duoc phén 1ap theo sang ché bao gdm trinh tu
nucleotit viing khéi dong ma duge quy dinh trong SEQ ID NO:10 va trinh ty nucleotit
ving két thuc ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:19.

Theo mdt sb phuwong 4n, phan tr axit nucleic dugc phéan 1ap theo sang ché bao
gbm trinh ty nucleotit ving khai dong ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:11. Theo
cac phuong an khac, phén tir axit nucleic dugc phén 14p theo sang ché bao gdm trinh tur
nucleotit viing khéi dong ma duoc quy dinh trong S1Q ID NO:11 va trinh ty nucleotit

vimg két thac ma dugc quy dinh trong SEQ ID NO:20.
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Theo mot s6 phuong 4n, phan ti axit nucleic duoc phén lap theo sang ché khoi
d4u viéc phién ma chirc nang hodc két thac viéc phién ma chirc nang cua polynucleotit
duoc lién két hoat dong dugce quan tam trong mo bét ky khong phai hat phén cta cay

ngd chuyén gen.

Theo mdt s6 phuong 4n, sdng ché dé xuat phuwong phéap biéu hién protein hogc
polynucleotit duge quan tdm trong thuc vat chuyén gen hodc té bao thuc vat chuyén gen
bao g6m dua vao thuc vat hodc té bao thuc vat catxet biéu hién hoic vecto theo sang
ché bao gém vung khéi dong dugc lién két hoat dong vé6i polynucleotit di loai ma ma
hoéa protein hodc polynucleotit dugc quan tim, trong do ving khoi dong bao gdbm bét ky
trong sé cac SEQ ID NO:1-11, va trong d6 protein hodc polynucleotit dugc quan tam
duoc biéu hién chirc ning trong mo cla thyuc vat chuyén gen ma khong phai 12 hat phéan.
Theo cac phuong an khéc, catxet biéu hién hoic vecto cling bao gdm trinh ty ving két
thic duoc lién két hoat dong véi polynucleotit di loai ma bao gbm bét ky trong s6 cac

SEQ ID NO:12-20.

Theo cac phuong an khac cta phuong phap biéu hién protein hodc polynucleotit
duoc quan tdm trong thuc vt chuyén gen hodc té bao thuc vat chuyén gen, protein dugc
quan tim 14 protein diét con trung hodc polynucleotit dugc quan tdm la dsSARN ma diét
con tring. Theo cac phuong an khac, protein diét con trung la protein Cry hodc protein
Vip3. Theo c4c phuong an khéc, protein Cry hodc protein Vip3 dugc lua chon tr danh
sach cua cac protein Cry va Vip3 duge m6 ta ¢ trén. Theo cac phuong dn khac, protein
Cry la protein Cry1. Theo cac phuong an khéc nita, protein Cry1 1a protein Cry1A. Theo
cac phuong an khac, protein Cry1A 1a protein CrylAb hodc CrylAi. Theo cac phuong
4n khac nira, protein Vip3 1a protein Vip3A. Theo mot phuong én khac, protein Vip3A
1a protein Vip3Aa. Theo céc phuwong an khac, protein Vip3Aa la protein Vip3Aal9 hodc
Vip3Aa20.

Theo cac phuong an khac cia phuong phap biéu hién protein hodc polynucleotit
dugc quan tdm trong thuc véat chuyén gen hoic té bao thuc vat chuyén gen, thuc vat
chuyén gen 1a cdy ngd chuyén gen. Theo céc phuong 4n khéc, cdy ngd chuyén gen 1a
cly ngé lai ciing dong hogc cdy ngd lai. Theo cic phuong dn khic nita, md trong do
protein dugc quan tdm dugc biéu hién & cdc mirc chirc ndng trong cdy ngd chuyén gen

1a 14, rau hoac be.
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Theo mot sb phuong 4n theo sang ché, dé mo ta thém nita c4c trinh ty duge yéu
cau cho viéc bidu hién trong mé bat ky ma khong phai 1a hat phén ciing nhu cac trinh ty
diéu hoa ma anh huong dén mirc do biéu hién tong thé, viéc x6a vung khoi dong trir hat
phén ¢6 thé duge thuc hién. Viée x6a duge thuce hién trong ving sudn 5° cua mdi dong
hé gen trir hat phan. Trong hau hét cac ving khai dong 500-1000 cip bazo (base pairs -
bp) ctia trinh tw swon 5’ 1a du cho hoat dong khai déu, bao gdm hoat dong dic hiéu cta
md. Viée x6a ctia ving sudn 5’ ¢o thé tao thanh cac ving khoi dong xép xi 50 cip bazo,
100 cip bazo, 250 cdp bazo, 500 cdp bazo, 750 cdp bazo va 1000 cé@p bazo hodc nhiéu
hon. Céc trinh tu x6a ving khoi dong nay thuc hién muc dich gAp hai lan. Viéc x6a cho
phép vice 1ap ban dd thém nira céc trinh tu didu hoa trong trinh tw swon 5° ctia mdi dong
hé gen trur hat phén. Ngoai ra, viéc x6a cdn cung cép hop cong cu cua vung khoi dong
va céc trinh tu diéu hoa ma khac nhau vé cac murc dd biéu hién va cac mau hinh biéu
hién cua chung do d6 cung cip su linh hoat bd sung trong viée chon cac trinh tu vung

khéi dong cho viée didu hoa gen thich hop.

Ciing rd rang v6i ngudi ¢6 trinh d§ trung binh trong linh vue rang cac dot bién,
viée cheén, viée x6a va/hodc viée thay thé mot hodic nhiéu nucleotit ¢6 thé dugc thém vao
cac trinh tw nucleotit cua cac SEQ ID NO:1-11 bang cach sit dung cac phuong phap da
biét trong linh vuc k§ thuat. Ngoai ra, viéc xdo tron cic trinh tu theo sang ché co thé
cung cdp cac trinh tu nucleotit méi va da dang. Vi du, cidc SEQ ID NO:3-5 la cac bién
thé ctia SEQ ID NO:1 ma c6 mdt hodc nhiéu hon viée thé, viéc x6a hodc viée bd sung

duoc so voi SEQ ID NO:2.

Pé kiém tra chtc ning cta cic trinh tw ADN cai bién theo sang ché, chang han
nhu céc doan x6a cia cac SEQ ID NO:1-11, trinh tur dugc quan tdm dugc lién két hoat
dong voi gen danh dAu nhin thiy hodc c6 thé chon loc va viée biéu hién ctia gen danh
dAu duoc kiém tra trong cac thtr nghiém biéu hién nhét thoi véi cac md dugce phan 1ap,
chéng han nhu mo 14, hodc cac té bao hoic béng viéc bién nap 6n dinh vao cac thuc vat.
Nguoi ¢6 trinh df trung binh trong linh vuc sé biét rang cac trinh tw ADN c6 kha ning
didu khién viéc biéu hién cta trinh tu ma hoa lién quan duge xay dung theo cach modun.
Theo d6, cac mirc d6 biéu hién tir cac doan ADN ngén nhét c6 thé 1a khic véi cac muc
do biéu hién tir doan ADN dai nhét va c6 thé 1a khac nhau. Vi dy, viéc x6a cua thanh
phin ngugc dong didu hoa xudi s& dan dén viée tang vé cac mic do biéu hién cta trinh

tu ma hoa lién quan trong khi viéc xda ctia thanh phan dic¢u hoa ngugc s€ 1am giam cac

(O8]
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mtc do biéu hién cta trinh ty ma hoa lién quan. Cling dugc biét t&i bdi nguoi co trinh
do trung binh trong linh vyc rang viée x6a ctia cdc thanh phén dac hiéu cho sy phét trién
hodc md cu thé s€ din dén cAu hinh biéu hién bi thay ddi mdt phan hodc tam thoi cua

trinh tw ma hoéa lién quan.

Theo mot phuwong an khac theo sang ché, ADN va cac trinh tv ADN h¢ gen tuong
ddng véi cac SEQ ID NO:1-11 ¢6 thé dugc phan lap tur mam ngd khac bing cach st
dung k¥ thuét lai hodc cac ky thuat PCR da biét trong linh vuc. Céc trinh tu dugc phan
14p c6 thé 1a gibng hét véi céc SEQ ID NO:1-11 hoiie ching 6 the 1a gan nhu gidng hét
véi cac SEQ ID NO:1-11. Céc trinh tu thu duge tir mdm ngd khac khong nhat thiét phai
chira céc trinh tu nucleotit giéng hét 1 gibng hét vé chirc ning véi cac trinh tw duge boc
10 & day. Mat sb viée xoa, vice bd sung, va viéc thay thé nucleotit c6 thé khong co tac
dong hodc chi tic dong nho lén viéc biéu hién gen. Phan tir axit nucleic duoc phan lap
dugc uvu tién, theo sang ché, bao g@)m trinh tu nucleotit ma co it nhét 90%, hodc it nht
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% hoic it nhit 99% do tuong dong véi bat
ky trong s6 céc trinh tu nucleotit duoc quy dinh trong cac SEQ ID NO:1-11. Phén tir
axit nucleic dugc phan 14p dugce vu tién hon bao gém trinh tu nucleotit ma co it nhét
90% do tuong dong véi bat ky trong sb cac trinh tu nucleotit dugc quy dinh trong céc
SEQ ID NO:1-11. Phan tir axit nucleic duoc phén ldp duge uu tién hon nita bao gom
trinh tu nucleotit ma co it nhét 95% do tuong d‘éng voi bat ky trong sb céc trinh tu
nucleotit duoc quy dinh trong cac SEQ ID NO:1-11. Phan tir axit nucleic dugc phan lap
dwoc vu tién hon nira bao gém trinh ty nucleotit ma ¢o it nhat 99% do tuong dong véi
bét ky trong sb céc trinh tu nucleotit dugc quy dinh trong cac SEQ ID NO:1-11. Phén
tir axit nucleic duge phan 1dp dugc uu tién nhit bao gdm bét ky trong s& céc trinh tu

nucleotit duge quy dinh la cac SEQ ID NO:1-11.

Theo cac phuwong an khac, cADN va céc trinh tw ADN h¢ gen ¢6 thé dugc nhan
dong tur cac thye vat khac ma thé hién sy twong dong cla cac vung khai dong va cac gen
ngd trir hat phan. Nhing tuong ddng nay cho phép thu dugc cac vang khoi dong trir hat
phin bo sung hitu dung cho viée didu hoa clia nhiéu gen trong cdc mo thye vat ngoai hat
phén. Viéc lai st dung cADN ngd va céc trinh ty hé gen hodc cac phﬁn cua no dugc su
dung dé sang loc céc trinh tu gin nhu giéng hét hodc tuong ddng trong cic hé gen thuc
vat khac. Cac trinh ty nay c6 thé chi bao gOm tap con clia cac nucleotit cia cac SEQ ID

NO:1-11. D06 dai vu tién cua su tuong d@)ng 1a 20 cap bazo (bp) vé do dai, t5t hon 13, 50
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cép bazo vé d6 dai, va tdt nhat 1a it nhat 100 cip bazo vé dd dai. Theo mdt phuong an
cua sang ché, mau do lai duogc chudn bi tir bat ky trong sb cac SEQ ID NO:1-11 hoic
cac phén. Viéc lai cta cac trinh ty nay co thé duoc tién hanh trong céc diéu kién muc
nghiém ngat cao. Mit khac, cac diéu kién mirc nghiém ngit thap hoc trung binh ¢6 thé
duoc st dung dé cho phép mot s6 su khong khop trong trinh tu sao cho cac mirc do
trong dong thip hon dugc phat hién (do di loai). Thong thuong, mau do 1a nho hon

khoang 1000 nucleotit vé& do dai, tot hon 1a nhé hon 500 nucleotit vé do dai.

Theo cac phuong an khac theo sang ché, cADN va cac trinh tu h¢ gen dugc phan
1ap bang viéc chudn bi cac doan mdi bao g0m céc trinh ty trong bét ky trong s6 cac SEQ
ID NO:1-11. Céc doan mdi c6 thé dugc st dung trong phan tmg PCR v6i cADN hodc
ADN h¢ gen tu thuc vat dé thu duoc céc trinh ty twong déng hodc cac trinh ty gén nhu
oibng hét voi bit ky trong s6 cac SEQ ID NO:1-11.

CAu tao cua catxet biéu hién

Céc catxet biéu hién duoc xdy dung bao gdm céc trinh ty suon 5° cta cic dong
hé gen trur hat phén. Theo cac phuong an theo sang ché, ving khai dong dugc st dung
trong mdi catxet biéu hién bao gdm ving sudn 5° cho 61 va bao gbm phan bét ddu cua
viéce dich ma. Phan bit dau cua viée dich ma duge biéu thi boi ATG tht nhét cta khung
doc m¢ (ORF) duoc tim thay trong cADN va trinh tu h¢ gen tuong ddng. Do d6, ving
khéi dong c6 thé bao gdm trinh tw dan dau khong duoc dich md 5’ ciing nhu vi tri bét
d4u phién ma, ving khoi dong 161 va cac thanh phin diéu hoa bd sung. Theo céc phuong
an khac theo sang ché, cac catxet biéu hién duoc x4y dung bao gdm trinh tu suon 5° cla
cac dong hé gen trir hat phén cho t6i va bao gbm vi tri khoi dau phién ma. Vi tri khoi
d4u phién ma c6 thé duoc xéac dinh boi nucleotit thi nhét cua dong cADN dai nhét thu
duoc. Ngoai ra, vi tri khoi dau phién ma co thé con duge xac dinh béng viéc st dung
cac k¥ thuat da biét trong linh vuc bao g6m RACE PCR, anh xa bao vé RNaza va phén

tich m& rdng doan moi.

Cic catxet bidu hién c6 thé con bao gdom ving két thic phién ma, xudi chiéu (3”)
t6i ving khoi dong. Nhiéu ving két thiic phién ma khéac nhau la san c¢6 cho viéc sur dung
trong cac catxet biéu hién. Vung két thac phién ma chju trach nhiém cho viéc két thic
phién ma ngoai gen chuyén va hiéu chinh viéc polyadenyl héa mARN cua phién ma

mARN. Cac vung két thuc phién ma thich hop cac ving da biét 1a hoat dong chirc ning
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& cac thuc vat va bao gdm ving két thic CaMV 358, vung két thac tml, ving két thuc
synthaza nopalin va vung két thiic 7beS E9 ¢ dau. Chang c¢6 thé dugce st dung trong ca
cac cdy mot 14 mam va cac cdy hai 14 mam. Ngoai ra, ving két thuc phién ma nguyén
ban cua gen co thé duogc st dung. Vi du, trinh ty suon 3’ bao gém trinh tu h¢ gen 3’ t61
ving tuong dong véi dong cADN trir hat phén c6 thé dugce st dung. Cac ving két thuc

nhu vay duoc ldy vi du & day bao 2bm bat ky trong s6 cac SEQ ID NO:12-20.

Theo mot sb phuong an theo sang ché trinh ty ma hoa di loai, vi du, trinh ty ma
hoa diét ¢on trung, trinh ty ma hoéa danh dAu nhin théy, ho#c trinh tuy ma héa danh diu
¢6 thé lya chon, dugce nhan dong gifta ving khoi dong theo sang ché va ving két thuc
phién ma boi do trinh ty ma hoa di loai duge lién két hoat dong v6i ving khoi dong va
ving két thic phién ma duoc lién két hoat dong v6i trinh tu ma hoa di loai. Cac vi du
cia cac danh ddu nhin thdy hiru dung cho sang ché bao gdbm, nhung khong bi gi¢i han
, B-glucuronidaza (GUS), Cloamphenicol Axetyl lransferaza (CAT), Luxiferaza
(LUC) va cac protein véi cac déc tinh huynh quang, chdng han nhu Protein huynh quang
xanh 14 cay (GFP) tt dequora victoria. V& nguyén tic, nhiéu protein 1a phu hgp cho
muc dich nay, véi diéu kién protein khong lam anh hudng dén céc chire nang thiét yéu
cua thuc vat. Cac vi du thém nfia vé cac trinh ty ma hoa di loai hitu dung cho sang ché
bao gdm, nhung khong bi gi¢i han ¢, khang thudc khang sinh, khang virut, khang con
trung, khang bénh, hodc khang cac sinh vat gay hai khac, dung hoa thudc diét co, cai
thién gi4 tri dinh dudng, cai thién hi¢u qua trong qua trinh xir Iy cong nghiép hodc kha
nang sinh san dugc thay dbi. Theo cac phuong 4n khéc theo sang ché, gen ma hoa dé
khang céc con trung ma &n cidc md cua cac thuyc vat ma khong phai la hat phin duoc
nhén dong gilra ving khdéi dong theo sang ché va ving két thic da biét trong linh vuc
hodc cta sang ché. Theo mot phuong én khéc cla sang ché trinh tu mi héa ARN chirc
ning chang han nhw ARN d6i nghia, ARN c6 nghia dé e ché c6 nghia, hoic ARN chudi
kép ciing ¢6 thé duge nhan dong giita ving khoi dong va ving két thtic phién ma.

Nhiéu trinh tu di duge phat hién 1a ning cao su biéu hién gen tr trong don vi
phién ma va céc trinh tu nay co thé duoc st dung két hop v6i cac ving khéi dong cia
sang ché dé lam tang viée biéu hién cta chung trong cdc thuc vat chuyén gen. Céc trinh
tu intron khac nhau da thé hién 1a tdng cudng su biéu hién, cu thé 1a trong cac té bao
thuc vat mot 1a mam. Vi du, mét b céac trinh tu dan déu khong dugc dich ma cé ngu6n

gbc tr cac virut ciing dugc bict 1a ting cudng sy bicu hién, va chung ddc bi¢t hitu ich
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trong cac té bao thuc vat hai 14 mam. Cu thé 13, cac trinh tu dan dau tir virut kham thude
14 (TMV, "trinh ty W"), virut dém vang & ngd (MCMV), va virut khdm c6 linh lang
(AMV) da thé hién 12 hiéu qua trong viéc tdng cudng biéu hién (v du Gallie et al. Nucl.
Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)).
Vung khéi dong trir hat phén theo sang ché ¢6 thé bao géln, hoac duoc cai bién dé bao
gbm, mot hodc nhiu phan tir viing tdng cuong. Theo mot s6 phuong 4n, vung khai dong
c6 thé bao gdm nhiéu phin tir viing tdng cuong. Cac ving khéi dong chira cac phan tir
ving tdng cuong cung cép cac mirc cao hon cta su phién ma trong cic mo khong phai
hat phin nhu so sénh v6i cac ving khoi dong ma khong bao gbm chung. Céc phan tir
ving tang cuong thich hop cho viée sir dung trong céac thuc vat bao gbém phén tir ving
ting cuong PCISV (Patent My S6 5,850,019), phan tir ving tang cuong CaMV 358
(Patent My S6 5,106,739 va 5,164,316) va phan tir ving ting cudong FMV (Maiti et al.
(1997) Transgenic Res. 6:143-156); vung kich hoat dich ma ctia virut kham thudc 14
(TMV) duoc mod ta trong don WO87/07644, hodc cta virut kham thudc 14 (TEV) duge
mé ta boi Carrington & Treed 1990, J. Virol. 64: 1590-1597, vi du, hoac cac intron
ching han nhu intron adhl cia ngd hodc intron 1 cua lta actin. Tuong tu xem thém
trong PCT W096/23898, W02012/021794, W02012/021797, WO2011/084370, va
W02011/028914.

Su bién nap thuc vat

Céac qua trinh bién nap céac thyc vat la da biét trong linh vuc va dugc mo ta trong
subt tai liéu. Cac vi du khong giGi han cua cic phuong “phélp bién nap cac thuc vat bao
gdm sy bién nap thong qua sy van chuyén axit nucleic dugc trung gian boi vi khuan (vi
dy, thong qua Agrobacterium), sy van chuyén axit nucleic duoc trung gian bdi virut, su
van chuyén axit nucleic duge trung gian bdi silicon cacbua hogc axit nucleic, sy van
chuyén axit nucleic duge trung gian béi liposom, vi tiém, su béan phé vi hat, su bién nap
trung gian bdi canxi-phosphat, su bién nap trung gian bdi xyclodextrin, dién di, sy bién
nap trung gian boi nano, siéu dm, thdm nhap, hép thu axit nucleic trung gian boi PEG,
cling nhu co ché sinh hoc hodc vat 1y (co hoc), hoa hoc, dién tir bét ky khac ma dan dén
viéc dua axit nucleic vao té bao thuc vat, bao gém bat ky két hop naocua chiing. Cac
hudng dan chung cho céc phuong phéap bién nap thuc vét khac nhau da biét trong linh
vuc bao gdm Miki ef al. (“Procedures for Introducing Foreign ADN into Plants” in

Methods in Plant Molecular Biology va Biotechnology, Glick, B. R. and Thompson, J.
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E., Eds. (CRC Press, Inc., Boca Raton, 1993), pages 67-88) va Rakowoczy-Trojanowska
(Cell. Mol. Biol. Lett. 7:849-858 (2002)). ’

D&i v6i su bién nap trung gian boi Agrobacterium, cac vecto nhi phan hodc cac
vecto mang it nhit mot trinh tu bién T-A-DN 1a thich hop, trong d6 cho viéc bién nap
gen truc ticp (vi du, bén pha hat va tuong tu) vecto bét ky 1a thich hop va ADN mach
thing chua chi cAu trac duoc quan tam c6 thé duoc str dung. Trong trudng hop bién nap
gen truc tiép, viée bién nap véi loai ADN don hodc dong bién nap c6 thé duoc sir dung
(Schocher et al., Biotechnology 4:1093- 1096 (1986)). Déi véi ca bién nap gen truc tiép
va bién nap duoc trung gian bdi Agrobacterium, vige bién nap thudng (nhung khong
nhét thiét) duoc thue hién voi danh dAu chon loc ma c6 thé 14 su lua chon duong tinh
(Phosphomannoza Isomeraza; PMI), cung cdp kha ning khéang thudc khang sinh
(kanamyxin, hygromyxin hodc methotrexat) hodc chit diét cé (glyphosat hodc
glufosinat). Tuy nhién, su lua chon cta danh d4u chon loc 1a khong nhat thiét d6i vai
sang ché.

Su bién nap trung gian bdi Agrobacterium 1a phuong phap thuong duoc sir dung
dé bién nap cac thuc vat boi mae hiu qua cao cta no trong viée bién nap va boi tinh
tng dung rong voi nhiéu loai khac nhau. Su bién nap trung gian boi Agrobacterium
thuong bao gdm viée bién nap ctia vecto nhi phan mang ADN ngoai lai dugc quan tdm
101 ching Agrobacterium thich hop ma co thé phu thudc vao sy bd sung ctia cac gen vir
duoc mang boi ching Agrobacterium vt chu hodc trén Ti plasmit ddng cu tra hodc
nhidm séc thé (Uknes et al. (1993) Plant Cell 5:159-169). Viéc bién nap ciia vecto nhi
phan tai 10 hop vao Agrobacterium c6 thé dugc hoan tit boi qua trinh giao hgp ba b
me st dung Escherichia coli mang vecto nhi phan tai 16 hop, ching E. coli hd trg mang
plasmit ma c¢6 kha nang dua vecto nhi phén tai td hop t6i chung Agrobacterium muc
tiéu. Mt khac, vecto nhi phan tai 10 hop co thé duoce bién nap vao Agrobacterium bfmg
viéc bién nap axit nucleic (Hofgen & Willmitzer (1988) Nucleic Acids Res. 16:9877).

Céc cdy hai 14 mam ciing nhu mot 14 mim co6 thé duoc bién nap st dung
Agrobacterium. Cac phuong phap dé bién nap trung gian boi Agrobacterium ctia laa bao
gbm cac phuong phap da biét r5 dé bién nap lua, ching han nhu phuong phap duge mod
t4 trong bat ky trong sd céc tai liéu sau déy: Don sing ché chau Au EP 1198985 Al,
Aldemita va Hodges (Planta 199: 612-617, 1996); Chan et al. (Plant Mol Biol 22 (3):
491-506, 1993), Hiei et al. (Plant J 6 (2): 271-282, 1994), ma cac ph?m boc 10 duoc két
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hop bing viéc vién dan ¢ day nhu dugc quy dinh day dui. Trong trudng hop bién nap
ngd, phuong phap uu tién 1a nhu duoc mo ta trong hodc Ishida et al. (Nat. Biotechnol
14(6): 745-50, 1996) hodc I'rame et al. (Plant Physiol 129(1): 13-22, 2002), ma cac phan
boc 16 dugc két hop béng viée vién dan ¢ ddy nhu dugc quy dinh dﬁy du. Céac phuong
phap da néu dugc mo ta thém nhu vi du trong B. Jenes et al, Techniques for Gene
Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, eds. S. D. Kung and
R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 va trong Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Molec. Biol. 42 (1991) 205-225). Céc axit nucleic hoac chu tric can dugc biéu
hién t6t hon 1a dugc nhan dong vao vecto, ma vecto nay thich hgp dé bién nap
Agrobacterium tumefaciens, vi du pBinl9 (Bevan ct al., Nucl. Acids Res. 12 (1984)
8711). Agrobacteria duoc bién nap bdi vecto nay sau do co thé duoc str dung theo cach
da biét cho viée bién nap thuc vat, chéng han nhu céc thuc vat duoc st dung lam mé
hinh, nhu Arabidopsis hodc cac cay trdng chang han nhu, lam vi du, cac cdy thude 14, vi
du bang viéc ngdm cac 14 bi gidp hodc cac 14 duoc cit nho trong dung dich agrobacterial
va sau do nudi cdy chung trong moi truong thich hop. Viée bién nap cta thuc vat béi
Agrobacterium tumefaciens duge mo ta, vi du, béi Hagen and Willmitzer in Nucl. Acid
Res. (1988) 16, 9877 hodc dugc biét khong ké nhing cai khac tir F. F. White, Vectors
for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and
Utilization, eds. S. D. Kung va R. Wu, Academic Press, 1993, pp. 15-38.

Vice ‘bién nap cua thuc vat boi Agrobacterium tai 10 hop thuong bao gém viée
ddng nudi ciy ctia 4 grobacterium vGi cac mau tir thuc vat va cac phuong phap tiép theo
da biét trong linh vure. Mo dugc bién nap dugc tai sinh trén moi truong chon loc mang
chi thi chdng khéng sinh hodc diét ¢o gilta cac bién T-ADN plasmit nhi phan.

Nhu dugce thao ludn trude do, phuong phap khac dé bién nap cac thuc vat, cac
phén thue vat va cac ¢ bao thuc vat bao gém thac déy cac hat tro hodc hoat tinh sinh
hoc tai cac té bao va cac md thue vét. Xem, vi du, patent My s6 4,945,050; 5,036,006 va
5,100,792. Thong thuong, phuong phép nay bao gdm thuc day cac hat tro hogc hoat tinh
sinh hoc & céc té bao thuc vat trong cac diéu kién hiéu qua dé tham nhap vao bé mit bén
ngoai cta té bao va tao su két hop bén trong ctia ching. Khi cac hat tro duoc sir dung,
vecto ¢6 thé duoe thém vao & bao bang viée phu cic hat v6i vecto chira axit nucleic
duoc quan tam. Mat khac, mot hodc cac té bao ¢6 thé duoc bao quanh bdi vecto sao cho

vecto duoc dua vao té bao boi viée kich hoat cac hat. Cac hat hoat tinh sinh hoc (vi dy,
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té bao ndm men sdy kho, vi khuan kho hodc thuc khuén thé, mbi trong s6 chiing chura
mot hoac nhiéu axit nucleic tim cach dugc thém) cling ¢6 thé duoc déy vao mo thuc vat.

Theo cac phuong an khac, polynucleotit theo sang ché ¢6 thé duoc bién nap truc
tiép vao hé gen plastit. Uu didm chinh cta viéc bién nap plastit 14 & chd céc plastit
thudng c6 kha ning biéu hién cac gen vi khuén ma khong c6 su cai bién dang ké, va céac
plastit c6 kha ning biéu hién nhiéu khung doc mé trong su kiém soat ctia ving khoi
dong don. Cong nghé bién nap plastit duge mo ta siu trong cac Patent My 65,451,513,
5,545,817, va 5,545,818, trong don PCT s6 WO 95/16783, va trong McBride et al.
(1994) Proc. Nati. Acad. Sci. USA 91, 7301-7305. K§ thuat co ban cho viée bién nap lyc
lap bao gdm bd sung céc ving clia sudn ADN plastit duoc nhan dong danh déu chon loc
cung voi gen duge quan tAm vao md muc tiéu thich hop, vi du, st dung bén hat sinh hoc
hoic bién nap thé nguyén sinh (vi du, sy bién nap trung gian bdi PEG hodc canxi clorua).
Céc vung suon 1 dén 1,5 kb, goi la cac trinh tu muc tiéu, tao diéu kién cho viéc tai td
hop ddng nhit véi hé gen plastit va do d6 cho phép viée thay thé hodc cai bién cua cac
vung dac hi¢u cta plastom. Ban dau, cac dot bién diém trong cac gen 16S rARN va
rps12 luc lap mang lai kha nang chdng spectinomyxin hodc streptomyxin ¢6 thé duogc
st dung lam céc danh d4u chon loc cho viée bién nap (Svab, Z., Hajdukiewicz, P., va
Maliga, P. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA &7, 8526-8530; Staub, J. M., va Maliga,
P. (1992) Plant Cell 4, 39-45). Sy ¢6 mét ctia cac vi tri nhan ban gitra cac danh déu nay
cho phép viéc tao ra ctia vecto hudng dich plastit cho viéc gidi thi€u cta cac gen ngoai
lai (Staub, J.M., and Maliga, P. (1993) EMBO J. 12, 601-606). Céc sy ting dang ké vé
tAn sudt bién nap c6 thé duoc thu bang viéc thay thé rARN lan hodic cac gen khang thude
khang sinh r-protein v6i danh du chon loc trdi, gen aadA vi khuin ma héa enzym
spectinomyxin-cletoxify aminoglycosit- 3'- adenyltrans{ tdy xo6a (Svab, Z., and Maliga,
P. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 913-917). Trude do, danh ddu nay da duoc sir
dung thanh coéng cho viée bién nap tan suét cao ctia h¢ gen plastit ctia to xanh 14 cay
Chlamydomonas reinhardtii (Goldschmidt-Clermont, M. (1991) Nucl. Acids Res.
19:4083-4089). Cac danh ddu chon loc khac hiru dung cho viéc bién nap plastit 1a da
biét trong linh vuc va dugc bao gém trong pham vi theo séng ché. Thong thudng, cin
xap xi 15-20 chu ky phan chia té bao tiép theo sau viéc bién hap dé dat dugc trang thai
ddng loai. Viéc biéu hién plastit, trong d6 cac gen dugc chen boi vige tai t6 hop tuong

dong vao tat ca trong soO vai nghin ban sao cia hé gen plastit tron trong moi & bao thuc
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vat, tn dung uu diém sd luong ban sao khéng 16 so v6i cac gen dugc biéu hién trong
nhéan dé cho phép cac muc do bidu hién ma c6 thé vuot qua 10% cuia tong sd protein
thue vat hoa tan. Theo mdt phuong 4n, polynucleotit theo sang ché co thé duoc chén
vao vecto muc tiéu plastit va duge bién nap vao hé gen plastit cta vat chu thuc vat mong
muén. Do d6, ¢6 thé thu duge cac thue vat tuong déngcho hé gen plastit chua trinh tu
nucleotit theo sang ché, ma co kha nang biéu hién & murc cao polynucleotit.

Cac phuong phép chon loc cdc mdi truong thyce vét, cac té bao thuc vat hodc mo
thuc vat chuyén gen, duge bién nap 1a thong thudng trong linh vuc k¥ thudt va c6 thé
dugc thuc hién trong cac phuong phép theo sang ché dugc dé xuét & day. Vi du, vecto
tai t6 hop theo sang ché ciing ¢6 thé bao gdm catxet biéu hién bao gdm trinh tu nucleotit
ctia danh d4u chon loc, ma co thé duoc st dung dé chon loc thuc vat, phﬁn thuc vat hoac
té bao thuc vat duogc bién nap. Nhu dugc su dung ¢ déy, “danh déu chon loc” ¢6 nghia
13 trinh tu nucleotit ma khi dugc biu hién truy én kiéu hinh riéng biét véi thuc vat, phén
thuc vat hodc té bao thuc vat biéu hién danh dau va do do6 cho phép cac thyc vat, cac
phf?m thuc vat hodc cac t& bao thue vat duoc bién nap dé phéan biét duoc véi cac thuc
vat, cac phé“m thuc vat hodc céac té bao thuc vat khong c6 danh déu nay. Trinh tu nucleotit
nay co thé ma hoa hodc danh dAu chon loc hodc sang loc duge, phu thude vao liéu danh
diu ¢6 mang dic diém ma c6 thé duoc chon loc béng cach hoa hoc, chéng han nhu br?mg
cach st dung chét chon loc (vi du, khang sinh, diét cd, hodc tuong tu), hodc liéu chon
loc don gian la tinh trang ma co thé¢ dugc nhéan biét théong qua viée quan sat hodc thir
nghiém, ché’lng han nhu béng viée sang loc (v dy, tinh trang locus R). Duong nhién,
nhiéu vi du cua céc danh dau chon loc phu hop la da biét trong linh vuc va ¢6 thé duogc
st dung trong cac catxet biéu hién duge md ta ¢ day.

Cac vi du cta cac danh d4u chon loc bao gﬁ“)m, nhung khong bi gi6i han &, trinh
trr nucleotit md hoa neo hodc nptll, ma tao nén sy khang kanamyxin, G418, va tuong tu
(Potrykus et al. (1985) Mol. Gen. Genet. 199:183-188); trinh tu nucleotit ma héa bar,
ma tao nén su khang phosphinothricin; trinh tu nucleotit ma héa S-enolpyruvylshikimat-
3-phosphat (EPSP) synthaza dugc thay ddi, ma tao nén viée khang glyphosat (Hinchee
et al. (1988) Biotech. 6:915-922); trinh tu nucleotit ma hoa nitrilaza chang han nhu bxn
tir Klebsiella ozaenae ma tao nén viée khang bromoxynil (Stalker ez al. (1988) Science
242:419-423); trinh tu nucleotit ma hoa axctolactat synthaza dugc thay d6i (ALS) ma

tao nén viée khang imidazolinon, sulfonylurca hodc cic héa chat tre ché ALS khac (don
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sang ché chau Au sb 154204); trinh tu nucleotit ma hoa dihydrofolat reductaza khang
methotrexat (DHFR) (Thillet ez al. (1988) J. Biol. Chem. 263:12500-12508); trinh tu
nucleotit ma hoa dalapon dehalogenaza ma tao nén vi¢e khang dalapon; trinh ty nucleotit
mi héa mannoza-6-phosphat isomeraza (cting dugc goi la phosphomannoza isomeraza
(PMI)) ma tao nén khad ndng chuyén héa mannoza (patent M§ s6 5,767,378 va
5,994,629); trinh tu nucleotit ma hoa anthranilat synthaza duoc thay ddi ma tao nén viée
khang 5-metyl tryptophan; hogc trinh tu nucleotit ma hoa iph ma tao nén viéc khang
hygromyxin. Ngudi ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc c6 kha nang lra chon dénh
dAu chon loc thich hop cho vi¢e st dung trong catxet biéu hién cta sang ché.

Céc danh dau chon loc bd sung bao gdm, nhung khong bi gidi han &, trinh tu
nucleotit md hoa B-glucuronidaza hodc uid4 (GUS) ma ma héa enzym cho n6 cac chét
tao mau khac nhau da dugc biét; trinh tu nucleotit locus R ma mé hoa san phém ma diéu
hoa viée tao ra ca cac sic t6 anthocyanin (mau do) trong cac mo thuc vat (Dellaporta
et al., “Molecular cloning of the maize R-nj allele by transposon-tagging with Ac” 263-
282 In: Chromosome Structure and Function: Impact of New Concepts, 18th Stadler
Genetics Symposium (Gustafson & Appels eds., Plenum Press 1988)); trinh tur nucleotit
mi hoa B-lactamaza, em zym ma cho né cac chét tao mau khac nhau da dugc biét (vi du,
PADAC, cephalosporin tao mau) (Sutcliffe (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA75:373-
3741); trinh ty nucleotit ma hoa xy/£ ma ma hoa catechol dioxygenaza (Zukowsky et al.
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1101-1105); trinh ty nucleotit ma hoa tyrosinaza,
enzym c6 kha ning oxy hoa tyrosin thanh DOPA va dopaquinon, ma dén luot n6 cd dic
dé tao thanh melanin (Katz er al. (1983) J. Gen. Microbiol. 129:2703-2714); trinh tu
nucleotit ma hoa B-galactosidaza, enzym ma cho nd cé cac chit tao mau; trinh tu
nucleotit ma hoa luxiferaza (lux) ma cho phép viéc phat hién phat quang sinh hoc (Ow
et al. (1986) Science 234:856-859); trinh ty nucleotit ma hoa aequorin ma co6 thé duoc
stt dung trong viéc phét hi¢n phat quang sinh hoc nhay canxi (Prasher er al. (1985)
Biochem. Biophys. Res. Comm. 126:1259-1268); hogc trinh tw nucleotit ma hoa protein
huynh quang xanh 14 cay (Nicdz et al. (1995) Plant Cell Reports 14:403-406). Nguoi co
trinh do trung binh trong linh vuc ¢6 kha ning lua chon danh déu chon loc thich hop
cho viéc st dung trong catxet biéu hién cta sang ché.

Ngoai ra, nhu da biét trong linh vuc, cdc thuc vat chuyén gen nguyén ven c6 thé

duoc tai sinh tir moi truong nudi cdy cac t& bao thuc vat, mo thuc vat duoc bién nap
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hoic cac chat nguyén sinh dugc nudi cly st dung bét ky trong b nhidu k§ thuat da biét
khac nhau. Viéc tai sinh thyc vat tir cac té bao thuc vat, mdi truong mo thyc vat hodc
céc chit nguyén sinh dugc nudi cdy duge mo 4, vi dy, trong Evans et al. (Handbook of
Plant Cell Cultures, Vol. 1, MacMilan Publishing Co. New York (1983)); va Vasil L. R.
(ed.) (Cell Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Acad. Press, Orlando, Vol. I
(1984), va Vol. II (1986)).

Ngoai ra, cac dic tinh di truyén duoc thiét ké trong cac thuc vat, cac phﬁn thuc
vat, cac t& bao thuc vat hodc cac hat chuyén gen theo sang ché dugc mo ta & trén co thé
duoc truyén lai qua sinh san hitu tinh hogc sinh dudng va do d6 c6 thé duoc duy tri va
nhan gidng & cic ciy thé hé con. Thong thuong, viée duy tri va nhan gidng st dung céac
phuong phap nong nghiép da biét dugc phat trién dé phu hop voi cac muc dich cu thé

chfmg han nhu thu hoach, gico hat hodc xd1 dat.

Polynucleotit do d6 ¢o6 thé duoc dua vao thue vat, phé“m thuc vat hodc té bao thuc
vat theo s6 luong cach nhat dinh ma da biét trong linh vuc, nhu dugc mo ta ¢ trén. Do
do, khong c6 phuong phap cu thé nio dé dua mot hodc nhidu polynucleotit vao cay
trdng, thay vi st dung bét ky phuong phap nao cho phép mot hodc nhiéu polynucleotit
duoc biéu hién nhét thoi trong té bao thuc vat hodc tich hgp dn dinh vao bo gen clia cay.
Khi ¢6 nhidu hon mot polynucleotit duge dua vao, cic polynucleotit tuong img co thé
duoc lép rap nhu mot ph?m ctla mdt phan tr axit nucleic don 1¢, hodc dudi dang cac phan
t& axit nucleic riéng biét va co thé nam trén cung hodc cac phan tu axit nucleic khac
nhau. Do do, cac polynucleotit ¢ thé duoc dua vao té bao quan tdm trong mot su kién
bién ddi don 1¢, trong céc su ki¢n bién ddi riéng biét, hodc vi dy, trong thye vat, nhu mot

phan cta qua trinh nhan giong.

Céc phuong an bd sung theo séng ché bao gdm céc san pham dugc thu hoach
duoc tao ra tr cac thyc vat chuyén gen hodc cac by phén cia ching theo sang ché, cling
nhu san phdm dugc xt Iy duge tao ra tir cic san phim dugc thu hoach. San pham duoc
thu hoach cé thé 13 toan bd thuc vat hodc bd phan thuc vat bat ky, nhu dugc mod ta &
day. Do do6, theo mot sb phuong 4n, cac vi du khéng nhim giGi han ctia san pham duoc
thu hoach bao gém hat, qua, hoa hodc phén cua chang (vi dy, bao phén, dau nhuy, va
twong tu), 14, than, va tuong tu. Theo cic phuwong an khac, san pham dugc xir Iy bao
o6m, nhung khong bi gidi han ¢, bot mi, bot thd, dAu, tinh bot, ngl cde, va tuong tu

duoc tao ra tir hat da thu hoach hodac phé.n thuc vat khac theo sang ché, trong d6 hat hoic
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phan thuc vat khac da néu bao ¢dm trinh ty phan i axit nucleic/polynucleotit/nucleotit
cia sang ché.

‘Theo céc‘phmmg an khic, sang ché d¢ xuét phan chiét tr hat chuyén gen hodc
thuc vat chuyén gen theo séng ché, trong d6 phan chiét bao gém phan tir axit nucleic,
polynucleotit, trinh tu nucleotit hodc protein diét con tring theo sang ché. Céac phén chiét
tur cac thuc vat hodc cac ph?m thuc vat co thé dugc tao ra theo cac qué trinh da biét trong
linh vuc (See, de la Torre ct al., Food, Agric. Environ. 2(1):84-89 (2004); Guidet,
Nucleic Acids Res. 22(9): 1772-1773 (1994); Lipton et al., Food Agric. Immun. 12:153-
164 (2000)).

Danh ei4 hoat dong vung khaoi don
3 % O

Mot s& phuong phép 1 séin ¢o dé danh ¢id hoat dong vang khoi dong. Cac catxet
biéu hién duoc xay dung voi danh d4u nhin théy; nhu dugc mo 14 ¢ trén. Cac phuong
phap bién nap tam thoi c6 hé duge st dung dé danh gid hoat dong vung khéi dong. Su
dung cac phuong phap bién nap chiang han nhu bén pha vi dan, bién nap Agrobacterium
hodc bién nap thé nguyén sinh, cdc catxet biéu hién duoc chuyén t6i cdc md hodc céc té
bao thuc vat. Hoat dong cia gen bdo céo, ching han nhu hoat tinh B-glucuronidaza, hoat
tinh luxiferaza hodc huynh quang GFP dugc giam sat sau khi bién nap theo thoi gian, vi
du 2 gio, 5 gio, § gi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>