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(57) Yéu t6 1am tang sy biéu hién bao gdm trinh tw ADN 36 nucleotit ma c6 thé duoc su
dung dé 1am tang su biéu hién ctia cac gen, va cu thé 1a dé lam tdng su biéu hién cla céac
gen thuc vat ndi sinh, & cac cdy duge boc 19. Sang ché cling dé cap dén céc cdy, bo phan
clia cdy, va san pham thuc vat hang héa bao gbm yéu té tang cuong su biéu hién cing
v6i cac phuong phap c6 lién quan sir dung yéu t6 1am tang sy biéu hién va céy bao gbm

yéu t0 lam tang su bi€u hién nay.
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THAM CHIEU PEN DANH MUC TRINH TU PUQC NOP THEO HINH THUC
PIEN TU

[0001] Danh muc trinh tu dugc chtra trong té€p c6 tén l1a "10074WO1_ST25.txt" ma
dugc ndp theo hinh thire dién tir v6i don nay dugce két hop toan bd & day bang cich vién

dan.
LINH VUC KY THUAT PUQC PE CAP

[0002] Séng ché d& cap dén trinh ty ADN c6 thé hoat dong duéi dang yéu t6 lam tang
bidu hién ctia gen & cac thyuc vét chuyén gen va duge chinh stra b gen. Séng ché con dé
cip dén cdy, bo phan clia cdy, va san pham thuc vét hang hoa chira yéu t6 lam tang biéu
hién cta gen cung véi cac phuong phép lién quan dé st dung yéu t6 1am tang biéu hién

clia gen va cdy chira yéu té 1am tiang biéu hién cua gen nay.
TINH TRANG KY THUAT CUA SANG CHE

[0003]Phuong phap st dung cong nghé CRISPR, Nucleaza ngoén tay kém, va Nucleaza
yéu t6 tac dong giéng yéu t6 kich hoat phién méa (TALEN) dé chinh stra bo gen & thuc
vat duoc bdc 10 trong cdc tai liéu US 20150082478, US 2015/0059010A1, va Bortesi et
al., 2015, Biotechnology Advances, pp. 41-52, Vol. 33, No. 1. Ellis et al., 1987, EMBO
J. (6):11:3203-3208, boc 16 yéu t6 ting cudng gen octopin synthaza cua vi khudn gdm
16 cdp bazo ma co thé lam tdng su biéu hién cta céac gen ngoai sinh & cac té bao tran
cta ngd va thude 14 & cac thir nghiém biéu hién nhit thoi. Pon sang ché PCT WO
2018/140899 bdc 10 su cheén céc yéu tb tdng cuong su biéu hién c6 do déng nhét voi yéu
t tang cudng gen octopin synthaza cla vi khuén & ving trinh tu khoi dong cta gen Le
ngd & bd gen té bao tran cia ngd dé lam ting sy bidu hién cia gen d6. Van dang can co
céc trinh tu thu duoc tir thue vat ma c6 kha nang lam ting dang ké su phién ma cua cac

gen thuc vat.
BAN CHAT KY THUAT CUA SANG CHE

[0004] C4c phan tt ADN bao gdm trinh tu polynucleotit ciia SEQ ID NO:3 duoc dé

xuét. Ciing dugc dé xult 1a cAc mau sinh hoc, cic nhiém sic thé thye vat, t€ bao thyc

1/63



51315

vat, thé nuoi céy mo cuia cac t& bao c6 thé tai sinh duge bao gé“nn cac té bao thuc vat, cac
bo phén cta cdy, va cdy bao gdm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3. Theo céc
phuong an nhit dinh da néu trén, trinh ty polynucleotit ciia SEQ ID NO:3 dugc lién két
hoat dong v&i trinh tu polynucleotit bao gbm trinh tw khéi dong, trong do trinh tu khoi
dong nay tuy y 1a trinh ty khéi dong ndi sinh, va trong do trinh tu khoi dong nodi sinh Ja
tuy y dugc dinh vi trong nhiém séc thé cua thuc vat. Cling duoc dé xuét 1a viéc st dung
cac phan t ADN dé néu trén bao gbm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dé: (i)
lam tang sy biéu hién ctia mot hodc nhiéu yéu td dwoc ma hoa boi don vi phién ma ma
duoc lién két hoat dong véi trinh tw khéi dong & thue vat; (ii) truyén tinh trang hitu dung
cho cdy bao gdbm phan tir ADN tai t hop, trong d6 tinh trang hitu dung nay 1a kha nang
chéng chiu 4p lyc phi sinh hoc, cAu tric, ap luc sinh hoc, kha nang quang hgp, hodc
phan vung tai nguyén tuy y duoc cdi thién so véi cdy d6i ching thiéu phéan tir ADN tai
t6 hop; (iii) thu ciy hodc hat ctia cdy thé hién tinh trang hitu dung ctia muc (ii); hodc (iv)
trdng quéan thé thuc vat thé hién tinh trang hitu dung ctia muc (ii); thy y trong d6 cdy cla
muc (i), (ii), (iii), hodc (iv) 1a cdy ngd, ddu twong, bong, hodc cai dau; hodc tuy y trong

d6 hat cua muc (iii) 1a cay ngd, dau tuwong, bong, hodc cai dau.

[0005] Sang ché d& xuét phuong phap san xuét hat thuc vat bao gdbm budc lai cac cay
chtra phan tt ADN da néu bao gdm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 véi cay thir
hai dé tao ra hat thuc vét va ty ¥ thu hoach hat nay.

[0006] Sang ché dé xuét phuong phap sin xudt hat thuc vat bao gdm budc tu phdi cay
chtra phan t& ADN da néu bao gdm trinh tu polynucleotit cua SEQ ID NO:3 dé tao ra
hat thuc vat va tiy y thu hoach hat nay.

[0007] Sang ché dé xuit phuong phép san xuét ciy chira tinh trang mong mudn dugc bd
sung bao gom budc dua gen chuyén, sy thay déi di truyén dugc huéng dich, hodc locut
gen mang tinh trang mong mubn vao trong cdy bao gdm céc phan tr ADN da néu bao

gdm trinh tu polynucleotit ciia SEQ ID NO:3.

[0008] Sang ché dé xut phuong phép san xuit san phdm thuc vat hang hoa bao gdm
budc xtt Iy cAy hodc hat chira cac phan tr ADN dd néu bao gdm trinh tu polynucleotit
ctia SEQ ID NO:3 va thu hdi san phim thuc vét hing héa tlr cay hodc hat da xur ly.
[0009] Sang ché dé xuét phuong phap san xuét vat liéu thuc vat, phuong phép nay bao

gdm budc trong cay c6 yéu t lam ting su biéu hién bao gdm SEQ ID NO:3 duoc lién
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két hoat ddng véi polynucleotit ma héa ban phién mai, trong do su biéu hién cta
polynucleotit ma h6a ban phién mé ¢ cdy da néu dugc ting khi so sanh voi cy d6i ching

thiéu yéu to 1am tang su bicu hién.

[0010] Phuong phap san xut vat liéu thuc vat nay bao gdbm budc: (a) cung cAp cay c6
yéu t6 lam ting su biéu hién bao gdm SEQ ID NO:3 dugc lién két hoat dong voi
polynucleotit ma héa ban phién ma, trong do6 sy biéu hién ciia polynucleotit ma hoa ban
phién ma duoc ting ¢ cdy da néu khi so sanh véi cly déi chimg thiéu yéu t 1am tang
su biéu hién; va (b) tréng cay dudi cac didu kién ma cho phép dbi v6i su bidu hién cua
polynucleotit thuc d4y ban phién ma dugc dé xudt.

[0011] Sang ché dé xuit phuong phap xac dinh cac mAu sinh hoc bao gdm polynucleotit
bao gém gen thyuc vat dugc cai bién bao g@)m budc phat hién su biéu hién ciua SEQ ID

NO:3 & méau sinh hoc.

[0012] Sang ché dé xuét phuwong phép san xut hat thuc vat duoc xit Iy bao gdm budce
cho hat bao gdm cic phan tir ADN dé néu bao gbm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID
NO:3 tiép xtc voi ché phém chtra tac nhan sinh hoc, chét diét con trung, hodc chét diét

nam.

[0013] Phuong phap lam tang su biéu hién cta phan tt ARN & thuc vat bao gbm budc
cho phan tot ARN dugc ma hoa bodi phan trt ADN biéu hién & thuc vat, trong d6 phan ti
ADN mi hoa phan t ARN duogc lién két hoat dong vdi mot hodc nhiéu phéan td ADN
bao gdm: (i) yéu t6 1am tang su biéu hién bao gdm SEQ ID NO:3; (ii) trinh tu khoi dong;
va tiy ¥ (iii) cac phan tt ADN ma hoa ving khong dugc dich mé d4u 5' (5' UTR), intron,
exon, 3' UTR, vi tri polyadenyl héa, hodc td hop cua chung; trong do su biéu hién cta
ARN duoc tang khi so sanh véi cdy ddi chimg thidu yéu t6 lam tang su biéu hién dugc

dé xuét.
MO TA VAN TAT CAC HINH VE
[0014]Hinh 1 m6 ta hiéu qua chén cua dime (SEQ ID NO:2), trime (SEQ ID NO:3),

hodc tetrame (SEQ ID NO:4) ciia yéu t6 16i 12 nucleotit (SEQ ID NO:1) dugc chén vao
trong trinh ty khdi dong ZmGlnl-3.

[0015]Hinh 2 m6 ta tdc dung cua dime (SEQ ID NO:2), trime (SEQ ID NO:3), hodc
tetrame (SEQ ID NO:4) ctia trinh tir 12 nucleotit yéu t 151 (SEQ ID NO:1) duge chén
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vao trong trinh ty khoi dong ZmGln1-3 déi v6i su biéu hién ZmGlnl-3, khi so sanh véi
d6i chung.

[0016] Hinh 3 md ta sy biéu hién ctia Le (bang thir nhét), Glnl-3 (bang ¢ gifra) va Glnl-
4 (bang bén phai) & cac té bao trAn vé6i su chén cia yéu té tang cuong 36 bp (SEQ ID
NO:3) trong céc trinh tw khéi dong ndy (cac thanh mau den), khi so sanh voi sy biéu
hién & t& bao trin ma khong c6 yéu t tang cudng 36 bp (cac thanh mau tring). Ba lan

lap sinh hoc cho mdi loai dugc thé hién riéng r&.

[0017]Hinh 4 md ta su biéu hién cta Glnl-3 (so v6i ZmActinl) & cac sy kién TO véi sur
chén yéu td ting cuong 36 bp (SEQ ID NO:3) & trinh ty khéi dong Glnl-3 (thanh mau
den), khi so sanh véi su biéu hién & su kién TO ma khong c6 su chén yéu td tang cudng

hozic dbi chimg B104 kiéu dai (cac thanh mau tréng).

[0018]Hinh 5 md ta su biéu hién cta Glnl-3 (so v&i ZmActl) & cac ca thé T1 véi su
chén yéu tb ting cudong 36 bp (SEQ ID NO:3) trong trinh ty khéi dong Glnl-3 khi so
sanh v&i cdc c4 thé cing mau ma khong chén yéu t6 ting cudng hodc cac kiéu dai, o ré

chinh, 16ng so khéi, va ré.
MO TA CHI TIET SANG CHE

[0019] Cum tir "bién thé alen" nhu dugc st dung ¢ déy dé chi bién thé polynucleotit
hodc trinh ty polypeptit ma xuét hién & chung, giéng, hodc dong phén 13p khéac cta sinh

véat da cho.

[0020] Thuat ngfr "va/hodc" khi duge sir dung & day dugc lay 14 su boc 16 cu thé cia mdi
diu hiéu hoic thanh phén trong sb hai du hiéu hoic thanh phén da chi rd ma co6 hodc
khong co dAu hiéu hoic thanh phén khéac. Do d6, thuat ngit "va/hoac" khi dugc st dung
trong cum tir nhu "A va/hodc B" & day duoc nham dé bao gém "A va B," "A hoiac B,"
"A" (mdt minh), va "B" (mdt minh). Tuong tu, thudt ngit "va/hodc" nhu duge s dung
trong cum tir nhu "A, B, va/hodc C" dugc nham dé bao ham tung phuong an trong sb
c4c phuong 4n sau day: A, B, va C; A, B, hodc C; A hodc C; A hodc B; B hodc C; A va
C; A vaB;BvaC; A (mdt minh); B (mdt minh); va C (mot minh).

[0021] Nhu dugce st dung & day, cum tur "mAu sinh hoc" dé chi mé thuc vat nguyén ven
hodc khong nguyén ven (vi du, hat hodc mo6 thuc vat dugc nghién, mo thuc vat dugc

bam nhd, md duge dong khd). N6 cling ¢ thé 1a dich chiét bao gdm md thurc vat hodc
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hat nguyén ven hodc khong nguyén ven. Mau sinh hoc c6 thé bao gém bot, bdt tho,
phién, sird, dau, tinh bot, va ngii cbe dugce san xuét nguyén phén hodc tung phﬁn dé chira
phu phdm ctia cdy trong. Theo c4c phuong an nhét dinh, mau sinh hoc 1a "khoéng thé tai

sinh dugc" (tiee la, khong c6 kha ning dé tai sinh thanh cay hodc bd phén cla cay).

[0022] Nhu dugce st dung & ddy, cac cum tir "trinh tu khoi dong ndi sinh," "gen ndi
sinh," "don vi phién ma thuc vat ndi sinh" va cac dang tuong tu dé chi dang bam sinh
cta trinh tu khoi dong, gen, hodc don vi phién ma thyc vat & vi tri tu nhién ctia no g sinh

vat hodc & bd gen cua sinh vat.

[0023] Thuét ngt "ngoai sinh" nhu dugce st dung & dy lién quan dén phan tir ADN,
nucleotit, ho#c polynucleotit dugc chen vao trong bd gen thyce vat dé chi phén t ADN,
nucleotit, hodc polynucleotit bét ky ma téng hop hodc da duge loai bo khoi vi tri bam

sinh ctia n6 va da duogc chén vao trong vi tri b gen mdi.

[0024] Thuat ngit "dugc phan 14p" nhu duge st dung & ddy c6 nghia 1a da duoc loai bo
khoi méi trurong ty nhién cua no.

[0025]Nhu duge st dung & day, thuét ngit "bao g61n" duoc hiéu 1a it nhét c6 cac ddu
hiéu ma chiing d& cap dén trong khi khong loai trir bat ky cac dau hiéu chua duoc chi 13
khac.

[0026] Nhu dugc st dung & ddy, cum tr "dugc lién két hoat dong" dé chi vi tri ké nhau
trong d6 céac thanh phan nén dugc md ta 1a trong mdi quan hé cho phép chung hoat dong
theo cach duoc du tinh ctia chung. Vi du, trinh tu khdi dong dugc lién két hoat dong véi
trinh ty ma hoa néu trinh tu khoi dong tac dong dén su phién ma hodc su biéu hién cta
n6. O vi du khong 1am gi6i han khéc, "yéu t6 1am tang su biéu hién" (vi du, yéu tdt tang
cudng phién ma) dugc lién két hoat déng v6i trinh tu khoi dong néu yéu t6 lam tang su
biéu hién nay lam téng hoat tinh cta trinh ty khéi dong (vi dy, nhu duge do béng sy tich
iy dugce diéu khién bai trinh tu khéi dong cia ban phién mé hodc protein dugc ma hoa
boi ban phién ma).

[0027]Nhu duge st dung & day, thuat ngit "thudc thé tuong déng khéc loai" hoac "thé
tuong déng khéc loai" dugce st dung dé mo ta cac gen hodc protein dugc ma hoa boi cac
gen d6 ma thu dugc tir cdc loai khac nhau nhung c6 chic nang gidng nhau (vi dy, ma
héa enzym ma xuc tac cing cac phan ing hodc ma hoa cac yéu t6 didu hoa phién ma ma

kiém soét su biéu hién gen véi cac chitc ndng twong tu). Cac gen tuong dong khac loai
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s& thong thuong ma hda céc protein véi mirc do twong ddng trinh tu nao d6 (vi du, tuong
ddng trinh ty it nhit 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, hodc 95%, su bao toan cdc motip

trinh tu, va/hodc su bao toan cac dac diem cau truc).

[0028] Nhu dugc st dung ¢ déy, thuat nglt "thuc vat" bao gé‘)m toan bd cay va thé hé
con, t& bao, md, hoic bd phéan bét ky cua cdy. Thuét ngit "cac b phan cia cdy" bao gém
(c4c) bd phan bat ky cia cdy, bao gdm, vi du nhung khong bi gi6i han ¢: hat (bao gdm
hat trudng thanh va hat chua trudng thanh); phén cit cua cay; té bao thuc vat; thé nuoi
céy té bao thuc vat; hodc co quan cua cdy (vi duy, hat phén, phoi, hoa, qua, choi, 14, ré,
than, va mo céy). Mo thuc vt hoac co quan cua cay co thé 1a hat, té bao trin, mo seo,
hodc nhém té bao thuc vat bét ky khéc ma dugc sép Xép thanh don vi cAu trac hodc chirc
nang. Thé nudi cdy té bao hodc mo thuc vat c6 thé c6 kha ning tai sinh thanh cdy c6 cac
dic didm sinh 1y va hinh thai hoc ctia cdy ma té bao hodc mo thu duge tir do, va ¢ kha
nang tai sinh thanh cay v& co ban ¢6 cung kiéu gen nhur cdy nay. Céc té bao c6 thé tai
sinh trong nuoi céy t€ bao hodc mod thuc vat co thé 1a phoi, té bao tran, té bao mo phéan
sinh, mo seo, hat phén, 14, bao phén, r8, dau ré, to, hoa, nhan, bong, 13i, 14 bao, hodc
than. Ngugc lai, mot sb thuc vat thuc vat khong c6 kha ning dugce téi sinh dé tao thanh

cay va duge goi & déy 1a té bao thuc vat “khong thé téi sinh dugc”.

[0029] Thuat nglt "dugc tinh ché," nhu duoc st dung & ddy xac dinh sy phén tach phan
t&r hodc hop chit & dang ma vé co ban khong chira céc tap chét thuong cd lién quan dén
phan tr hodc hop chét nay & moi trudng bAm sinh hodc tu nhién va c6 nghia la da duge
lam tang d tinh khiét 12 két qua clia viéc téch tir cac bd phan khic ctia ché pham gbc.
Thuat ngit "phan t& ADN dugc tinh ché" dugc sir dung & ddy dé mo ta trinh ty axit
nucleic ma da dugc tach tir cac hop chét khac bao gdm, nhung khong bi giéi han & cac

polypeptit, lipit va carbohydrat.

[0030] Trong pham vi ma bat ky dinh nghia trong s6 cac dinh nghia da néu trén khong
théng nhét véi cac dinh nghia dugc dua ra ¢ tai liéu tham khao dang séng ché hoac phi
séng ché bt ky dugc két hop & ddy bang cach vién dén, tai liéu tham khao dang sang
ché hodc phi séng ché bét ky duogc trich dan & ddy, hodc & tai liéu tham khéd dang séng
ché hodc phi sang ché bat ky dugc tim thdy & ddu do, can hiéu ring céc dinh nghia da

néu sé dugc st dung & day.
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[0031] Yéu t6 ADN lam ting sy bidu hién ma c6 thé duge sir dung dé lam tang su biéu
hién ctia cac polynucleotit md hoa ban phién ma & thuc vat bao gbm polynucleotit 5'-
GTAAGCGCTTACGTAAGCGCTTACGTAAGCGCTTAC-3' (SEQ ID NO:3) dugc
boc 16. Sang ché cling bdc 10 cay, bd phan cua cay (vi du, hat, 14, ré, than), va cac té bao
thuc vat c6 kha ning tai sinh hodc khong c6 kha nédng tai sinh bao gém SEQ ID NO:3.
Céc mAu sinh hoc bao gdm bot tho ciia hat ma bao gbm cac polynucleotit bao gdbm SEQ
ID NO:3 ciing dugc boc 19. Cac phuong phép co lién quan dé str dung cay, bd phén cla
cdy, va té bao thuc vét bao gém SEQ ID NO:3 dé san xudt vat liéu thuc vat bao gém hat

ho#c dé san xuét san pham hang hoa thuc vat bao gdm SEQ ID NO:3 ciing dugc dé xuét.

[0032] Sy biéu hién cua gen thuc vat ndi sinh co thé dugc lam tdng bé‘mg cach chen hodc
su tao thanh ctia SEQ ID NO:3 trong gen thuc vat ndi sinh sao cho SEQ ID NO:3 dugc
lién két hoat dong véi trinh tu khai dong ndi sinh cuia gen thyc vat. Theo céc phuwong dn
nhat dinh, su lién két hoat dong véi trinh tw khéi dong noi sinh dat dugc bang viéc chén
hodc su tao thanh ciia mot hoac nhiéu ban sao cua SEQ ID NO:3 & mot hodc nhiéu loai
trong s6 trinh tu khoi dong ndi sinh, ving khong duge dich ma dau 5' (5'UTR), intron,
va/hodc vung khong duoc dich ma dau 3' cla gen thuc vét ndi sinh. Vi SEQ ID NO:3
bao gdm ving d6i xtmg xudi nguoc, sy chén hodc sy tao thanh cia yéu t6 1am tang su
biéu hién trong gen nodi sinh 1a khéng phu thudce vao hudng. SEQ ID NO:3 bao gbm su
lip doan ba cia don vi ldp d6i xung xudi nguoc 12 nucleotit yéu to 18i

GTAAGCGCTTAC (SEQ ID NO:1).

[0033] Trinh ty nucleotit yéu t6 18i 12 nucleotit cua SEQ ID NO:1 ¢6 mat teﬁ mot sd vi
tri trong bd gen ngd. Vi dy, nd cé thé duoc phét hién tai mot sb vi tri nhiém sic thé cua
gibng ngd B73. Theo phién ban B73v4 cla cac trinh tu bd gen ngd (sdn co trén trang
web maizegdb.org/genome/assembly/Zm-B73-REFERENCE-GRAMENE-4.0 va sau
day dugce goi la "bd gen ngd B73v4"), SEQ ID NO:1 ¢é thé duoc phét hién trén céc toa
dd Chr3 1,063,395..1,063,406 (intron ciia Zm00001d039287), trén cac toa do Chr3
12,253,969..12,253,980 (ngay xudi dong ctia Zm00001d039695), trén céc toa do Chr3
12,265,615..12,265,626 (intron cta Zm00001d039695), trén cac toa do Chr3
12,277,428..12,277,439 (intron ctia Zm00001d039695), trén cac toa dd .Chr3
147,698,750..147,698,761 (khong c6 bén trong 2 kb ctia mo hinh gen duoc chu thich),
trén Chr6, cac toa dd 107,132,183..107,132,194 (khoang 2 kb xudi dong cua
Zm00001d036949), trén Chr10, cac toa d6 53,761,662..53,761,673 (khdng c6 bén trong
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2 kb ctia md hinh gen dugc chu thich). Vi SEQ ID NO: 1 la dbi xtmg xudi nguge, no

cling dugc phat hién trén soi b sung cua cac toa do do.

[0034] Trinh tu nucleotit yéu t6 18i 12 nucleotit cia SEQ ID NO:1 cling c6 mét tai mot
s6 vi tri trong bd gen dau twong. Vi du, n6 cd thé dugc phat hién tai mot sb vi tri nhiém
séc thé clia gidng dau twong W82 (Williams 82). Theo phién ban ctia céc trinh tw b gen
d4u tuong (sin ¢ trén trang web nebi.nlm.nih.gov/genome muc "Glycine_max_v2.1. 1"
va sau day duoc goi 1a "bd gen du twong W82"), SEQ ID NO:1 ¢o thé dugc phét hién
trén Nhidm sic thé 1, cac toa do tir 44968347 dén 44968358, trén Nhifm sdc thé 3, cac
toa do tir 3983755 dén 398873766, trén Nhidm séc thé 6, cac toa dd tir 26074553 dén
26074564, va trén Nhidm sic thé 19, cac toa d tir 44574051 dén 44574062, 44575338
dén 44575349 (chdng 14p gen GLYMA 19G187100), va 44581677 dén 44581688, Vi
SEQ ID NO: 1 1a d6i xting xudi ngugce, no cling dugc phat hi¢n trén soi b sung clia cac

toa do do.

[0035] Theo cac phuong an nhét dinh, polynucleotit, gen thuc vét, hodc thuc vat bao
gém SEQ ID NO:3 ¢co thé con bao gé)m it nhat 1, 2, 3, hoic nhiéu ban sao bd sung cua
SEQ ID NO:1. Céc gen thuc vat ndi sinh ma dugc hudng dich dbi v6i su chén hoidc su
tao thanh cta SEQ ID NO:3 c6 thé bao gém trinh ty kh&i dong ma dugce nhan biét boi
ARN polymeraza II va dugc lién két hoat dong voi don vi phién ma. Theo cac phuong
4n nhét dinh, cac don vi phién ma nay c6 thé bao gdm céc yéu té don vi phién ma bao
gém viung khong dugc dich méa dau 5' (5' UTR), intron, exon, vung ma héa microARN,
vung ma hoa tién chit microARN, 3' UTR, vi tri polyadenyl héa, hodc td hop ctia chiing.
Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tr polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc chén hodc
duoc tao thanh khoang 10, 20, 30, hodc 40 cdp bazo (bp) dén khoang 100, 240, 300,
400, 500, 1000, 2000, 3000, hogc 5000 bp tir vi tri bat dau phién ma (TSS) cua don vi
phién ma (#zc la, vi tri mi d4u 5' ctia ban phién ma dugc tao ra boi don vi phién ma).
Theo cac phuong an nhét dinh, trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 du’qé chén hoac
dugc tao thanh khoang 40 cédp bazo (bp) dén khoéang 100, 240, 300, hodc 400 bp tur vi
tri bat dau phién ma (TSS) cta don vi phién ma. Sy chén hodc su tao thanh cua SEQ ID
NO:3 c6 thé xay ra & ddu 5' (1éc Ia, nguoce dong) hodc 3' (tike 1o, xudi dong) doi voi TSS
ctia don vi phién ma. Khi trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc chén hodc dugc
tao thanh & ddu 5' ddi véi TSS, trinh tw polynucleotit ciia SEQ ID NO: 3 do d6 duoc

dinh vi ¢ cac ving khong dugc phién ma cuia trinh ty khoi dong noi sinh ngugc dong

8/63



51315

cua TSS. Theo cac phuong an nhét dinh, su chén hoic su tao thanh cia SEQ ID NO:3
1a & trinh tu khoi dong cua gen ndi sinh (vi du, khoang 40 cdp bazo (bp) dén khoang
100, 240, 300, hodc 400 bp 5' (tkc la, ngugc dong) cua TSS). Su biéu hién cia gen
chuyén ma duoc tich hop vao trong bd gen thuc vat cling ¢ thé dugc ting 1én boi su
chén hodc tao thanh cua SEQ ID NO:3 ¢ gen chuyén sao cho né dugc lién két hoat dong
v6i trinh tu khéi dong ma dugce lién két hoat dong v6i gen chuyén nay. Theo cdc phuong
4n nhét dinh, su chén hoic su tao thanh cia SEQ ID NO:3 la ¢ trinh tu khéi dong cia
gen noi sinh tai khoang 50 bp dén khoang 280 bp 5' d6i véi TSS, tai khoang 50 bp dén
khoang 240 bp 5' dbi véi TSS, tai khoang 50 bp dén khoang 200 bp 5' dbi v6i TSS, tai
khoang 50 bp dén khoang 180 bp 5' dbi v6i TSS, tai khoang 50 bp dén khoang 160 bp
5' d6i v6i TSS, tai khoang 50 bp dén khoang 160 bp 5' dbi véi TSS, tai khoang 50 bp
dén khoang 140 bp 5' di v6i TSS, tai khoang 50 bp dén khoang 120 bp 5' d6i v6i TSS,
tai khoang 50 bp dén khoang 100 bp 5' déi v6i TSS, tai khoang 50 bp dén khoang 80 bp
5' d6i v6i TSS, tai khodng 50 bp dén khoang 70 bp 5' ddi v6i TSS, hodc tai khoang 50
bp dén khoang 60 bp 5' @i v6i TSS. Theo cac phuong an nhat dinh, sy chén hodc su tao
thanh ctia SEQ ID NO:3 1a & trinh tu khdi dong ciia gen noi sinh tai khoang 40 bp dén
khoang 280 bp 5' dbi véi TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 240 bp 5' doi v6i TSS, tai
khoang 40 bp dén khoang 200 bp 5' di voi TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 180 bp
5' @61 v6i TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 160 bp 5' dbi véi TSS, tai khoang 40 bp
dén khoang 160 bp 5' déi véi TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 140 bp 5' ddi vdi TSS,
tai khoang 40 bp dén khoang 120 bp 5' dbi v6i TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 100
bp 5' di v6i TSS, tai khoang 40 bp dén khoang 80 bp 5' ddi vi TSS, tai khoang 40 bp
dén khoang 70 bp 5' déi véi TSS, hodc tai khoang 40 bp dén khoang 60 bp 5' dbi véi
TSS. Theo cac phuong an nhét dinh, su chén hodc su tao thanh cia SEQ ID NO:3 1a &
trinh tu khoi dong ctia gen ndi sinh tai khoang 35 bp dén khoang 280 bp 5' dbi voi TSS,
tai khoang 35 bp dén khoang 240 bp 5' dbi v6i TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 200
bp 5' dbi v6i TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 180 bp 5' d6i vi TSS, tai khoang 35 bp
dén khoang 160 bp 5' di voi TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 160 bp 5' doi vai TSS,
tai khoang 35 bp dén khoang 140 bp 5' i v6i TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 120
bp 5' dbi v6i TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 100 bp 5' d6i véi TSS, tai khoang 35 bp
dén khoang 80 bp 5' déi véi TSS, tai khoang 35 bp dén khoang 70 bp 5' doi véi TSS,

hodc tai khoang 35 bp dén khoang 60 bp 5' d6i véi TSS. Sy biéu hién cia gen chuyén
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cing c6 thé dugc tang bdi sy chén hodc sy tao thanh in vitro ciia SEQ ID NO:3 ¢ gen
chuyén sao cho né duoc lién két hoat dong véi trinh ty khoi dong ma duoc lién két hoat
dong voi gen chuyén va sau d6 dua gen chuyén vao trong bo gen thuc vat (v{ du, boi sy

bién nap qua trung gian Agrobacterium hodc bén hat sinh hoc).

[0036] Su biéu hién ctia cac polynucleotit ma hoa ban phién ma ma duoc lién két hoat
dong véi yéu t6 lam tang bao gdm SEQ ID NO:3 c6 thé dugce ting khi so sanh véi cay
d6i ching chira c4c polynucleotit ma hoa ban phién ma nhung thiéu yéu t6 1am tang su
biéu hién. Su ting nay & su biéu hién ma dugc trung gian béi SEQ ID NO:3 ¢ thé dugc
do bang nhiéu phuwong phap. Theo cac phuong 4n nhét dinh, tinh trang dugc truyén boi
su biéu hién ting ctia polynucleotit m& hoa ban phién ma dugc do ¢ cdy chira SEQ ID
NO:3 va dugc so sanh v6i cac cdy di chimg thidu SEQ ID NO:3. Céc vi du vé cac tinh
trang nhu vy ma co thé duogc do va duoc so sanh theo cach nay bao gbm &p luc phi sinh
hoc, ap luc sinh hoc, kién trac, quang hop, hodc phan ving tai nguyén dugc cai thién.
Nhitng su cai thién & cac tinh trang nay ¢ thé dugc danh gid bang cach so sanh s6 do
bét ky ciia chinh tinh trang nay (v{ du, hiéu qua sir dung nuée, khang bénh, giam chiéu
cao cy, kha ning quang hop duoc cai thién, hodc higéu qua st dung nito) hodc yéu tb
dai dién cua tinh trang (v{ dy, nang suét hat va/hodc sinh khoi khac tinh theo kg/hecta)
& céc cay chira SEQ ID NO:3 va dugc so sanh v6i cac cdy dbi chimg thiéu SEQ ID
NO:3. Theo cac phuong an nhét dinh, sy biéu hién ting ctia chinh ban phién ma dugc
ma hoéa duge do truc tiép bang viéc xé4c dinh cac lugng ctia ban phién md (vi dy, mARN
hodc ARN khong ma héa) & céc cdy chira SEQ ID NO:3 va dugc so sanh v6i viée xac
dinh cac lugng cta polynucleotit ma hoa ban phién méa ¢ cac cdy d6i chtng thiéu SEQ
ID NO:3. Céc lugng ciia ban phién ma c6 thé dugc xac dinh bang nhiéu k¥ thuat bao
gém céc k¥ thuat dya trén PCR (vi dy, PCR phién ma ngugc dinh lugng; qRT-PCR), su
lai  hoéa, CRISPR, va/hodc giai tuwong tu  (Khodakov et al.,
doi.org/10.1016/j.addr.2016.04.005; Gootenberg, et al. doi: 10.1126/science.aaq0179).
Theo cac phuong an nhét dinh, su biéu hién cta polynucleotit md hoa ban phién ma
cling ¢6 thé dugc xac dinh bang cach do cac lugng protein dugc ma héa boi ban phién
ma & cac cAy chtra va so sanh véi cdc lugng protein ¢ cac cay ddi chimg thiéu SEQ ID
NO:3. Céc lugng protein ¢6 thé dugce xac dinh bang nhiéu k¥ thuat bao gom cac thir
nghiém enzym (v dy, trong d6 protein la enzym), cdc k¥ thuét dua trén mién dich, va

dua trén phép do phdi khd (Chen et al. doi: 10.1186/s12967-015-0537-6; Bruce et al.
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doi: 10.1002/0471250953.bi11321s41). D9 16n su viéc tang san xuét ban phién ma c6 thé
phu thudc vao mirc biéu hién dudng co s& cta polynucleotit ma hoa ban phién rhé ndi
sinh chwa dugc cai bién & cac té bao hodc md twong Gng. Vi du khong lam gidi han la,
do 16n caa su tdng biéu hién clia gen nodi sinh dugc cai bién bai su chén hodc sy tao
thanh cua SEQ ID NO: 3 vugt qua cac mirc biéu hién duong co sé ciia gen ndi sinh chua
duoc cai bibt s& 1a 16n nhat trong d6 cac mirc bidu hién dudng co s la thap. Theo cac
phuong an nhét dinh, su biéu hién cua gen ndi sinh dugc cai bién boi sy chén hodc su
tao thanh ciia SEQ ID NO: 3 c6 thé duogc tang bing it nhét 1,2, 1,5, 2, 3, 4, hodc 5 lan
s0 voi cac mire biéu hién dudng co sé cua gen ndi sinh chua duoc cai bién. Theo céc
phuong 4n nhat dinh, su biéu hién cta gen ndi sinh dugc cai bién bai sw chén hodc su
tao thanh ciia SEQ ID NO: 3 ¢6 thé dugc ting bang it nhit khoang 1,2 hodc 1,5 lan dén
khoang 2, 3,4, 5,6 ]an hodc cao hon so véi cdc murc biéu hién duong co sé cuia gen ndi

sinh chua dugc cai bién.

[0037] Theo cac phuong an nhét dinh, s& mong mubn str dung cac phan ti chinh stra bd
gen dé dua vao va tao thanh SEQ ID NO:3 trong bd gen thuc vat. Cac phén tir chinh sira
gen dé sir dung trong cac phuong phap dugc dua ra & day bao gdm céc phan tit ¢6 kl
dua su dut gdy soi kép (double-strand break - "DSB") hogc sy dut gay soi don (single-
strand break - "SSB") tai vi trf cu thé hodc trinh tu & ADN soi kép, nhu & ADN bd gen
hodc & gen dich dugc dinh vi bén trong ADN bd gen cling nhu ARN dan kém theo hoic
cac polynucleotit khuén ADN cho hodc khac. Cac vi du vé cac phan tit chinh sira gen
nhu vdy bao gdém: (a) nucleaza bao gdm nucleaza dugc dan bdi ARN, ADN
endonucleaza dugc din boi ARN hodc ADN endonucleaza dugc hudéng dén bai ARN
(RdDe), hé nucleaza loai CRISPR 16p 1, nucleaza Cas loai 1I, Cas9, nCas9 nickaza,
nucleaza Cas loai V, nucleaza Casl2a, nickaza nCasl2a, Casl2d (CasY), Casl2e
(CasX), Cas12b (C2cl), Casl2¢ (C2c3), Cas12i, Cas12y, Casl4, nucleaza dugc thiét ké
di truyén, nucleaza duogc tdi wu héa codon, nucleaza ngén tay k&m (ZFN) hodc nickaza,
nucleaza yéu t6 tac dong gidng yéu t6 hoat hoa sy phién ma (nucleaza yéu td tac dong
TAL hodc TALEN) hoic nickaza (nickaza TALE, Argonaute, va meganucleaza hodc
meganucleaza dugc thiét ké di truyén; (b) polynucleotit ma héa mdt hodc nhiéu nucleaza
c6 kha nang thyc hién su thay dbi dic hiéu vi tri (bao gdm viéc dua DSB hogc SSB vao)
ctia trinh ty nucleotit dich; (c) ARN dan (gARN) d8 str dung véi nucleaza duge dan boi
ARN, hoic ADN ma héa gARN dé st dung v6i nucleaza duge dan boi ARN; (d) cac
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polynucleotit khuén ADN cho thich hop dé cheén tai chd dirt gdy & ADN bd gen bang su
stta chita duge dinh hudng boi thé twong ddng (HDR) hoic co ché ghép nbi dau qua
trung gian vi tuong doéng (MMEID); va (e) cac khudn ADN khéc (v du, dsADN, ssADN,
hodc céc td hop clia chung) thich hop cho viéc chén tai chd dut gy & ADN b gen (vi
du, bing co ché ghép ndi ddu khong twong déng (NHEJ).

[0038] Cong nghé CRISPR dé chinh stra cdc gen cua sinh vét nhan chuén duoc boc 16
trong cac Cong bb don sang ché M 2016/0138008A1 va US2015/0344912A1, va trong
cac bang sang ché My 8,697,359, 8,771,945, 8,945,839, 8,999,641, 8,993,233,
8,895,308, 8,865,406, 8,889,418, 8,871,445, 8,889,356, 8,932,814, 8,795,965, va
8,906,616. Cpfl endonucleaza va caic ARN dan va céc vi tri PAM tuong L’rng duoc boc
16 trong Cong bd don sang ché My 2016/0208243 Al. Cac trinh tw khéi dong ARN thuc
vat cho viéc biéu hién ARN din CRISPR va endonucleaza CRISPR Cas9 dugc t61 uu
hoéa codon cuia thuc vat duge boc 10 trong Don sang ché Quédc té PCT/US2015/018104
(duoc cong bb 1a WO 2015/131101 va yéu chu hung quyén uu tién ctia Don sang ché
tam thoi My 61/945,700). Cac phuong phap str dung cong nghé CRISPR dé chinh stra
b gen & thue vat duge boc 19 trong cac Cong bd don séng ché My US 2015/0082478A1
va US 2015/0059010A1 va trong Pon sang ché Quéc té PCT/US2015/038767 Al (duge
cong bd 1a WO 2016/007347 va yéu cau hudng quyén uu tién cia Pon sang ché tam
thoi M§ 62/023,246). Theo cdc phuong an nhét dinh, endonucleaza dugc din bdi ARN
ma dé lai ddu cun sau su phén tach cta vi tri dich duge st dung. Céc endonucleaza duoc
dan bdi ARN cét du cun bao gdm Cas9, Cas12c, Cas12i, va Cas 12h (Yan et al., 2019).
Theo cac phuong an nhat dinh, endonucleaza dugc din boi ARN ma dé léi dau treo
ADN soi don so le sau sy phén tach cua vi tri dich duge sir dung. Céc endonucleaza ct
dau so le dugc dan boi ARN bao gém Casl2a, Casl2b, va Casl2e. T4t ca cac cong bd
séng ché duoc dé cap dén trong doan nay dugc két hop toan by & day béng cach vién

dan.

[0039] Su chinh sira bo gen loai CRISPR ¢6 thé duoc 1am thich tng dé sir dung & t€ bao
thue vat va cic phuong phap dugc dua ra & ddy theo mdt s céch. Cac yéu to CRISPR,
vi du, phan ti chinh stta gen bao gdm cac endonucleaza CRISPR va cac ARN dan
CRISPR bao gém cic ARN dan don hodc cac ARN dan két hop v6i céc tracrARN hodc
scoutARN, hodc cic polynucleotit ma hoa chung, 1a hitu dung trong thyc hién viéc chinh

stra bd gen ma khong @& 1ai di tich cta cac yéu td CRISPR hodc cac chi thi gen chon loc
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xuét hién & thé hé sau. Theo cac phuong 4n nhét dinh, céc yéu t6 CRISPR dugc cung
cép truc tiép cho té bao nhan chuin (vi du, t& bao thuc vat), cac hé théng, cac phuong
phép, va cac ché phdm & dang céc phan tir dugc phén lap, ¢ dang céc ché phdm dugc
phén 18p hodc ban tinh khiét cua quy trinh tong hop khong té bao (vi du, su dich ma in
vitro), hodc & dang céc san pham dugc phan 14p hodc ban tinh khiét & quy trinh tong hop
dua trén té bao (vi du, nhu & chét dung giai té bao vi khuén hoic té bao khac). Theo céac
phuong an nhét dinh, thuc vat va té bao thuc vat duoc sit dung trong cic hé théng,
phuong phap va ché pham dugc dua ra & day c6 thé bao gdm gen chuyén ma biéu hién
endonucleaza CRISPR (v du, endonucleaza Cas9, loai Cpfl hodc CRISPR khac). Theo
cac phuong an nhét dinh, mét hodc nhiéu endonucleaza CRISPR véi cac vi tri nhén biét
PAM doc nhét c6 thé duge st dung. Cac ARN dan (cic sgARN hodc cac crtARN va
tractARN) dé tao thanh phttc hgp endonucleaza dugc din boi ARN/ARN din ma c6 thé
lién két dic hiéu véi céc trinh tu trong vi tri dich gADN ma lién ké véi trinh tu motip
lién ké tién ving dém (PAM). Loai endonucleaza dugc dan bdi ARN thong thuong
thong tin vi trf cta cac vi tri PAM thich hop va thiét ké cua cac crARN hodc sgARN.
Céc vi trf PAM giau G, vi du, 5'-NGG thong thuong dugc hudng dich cho thiét ké cua
cac crARN hoic sgARN duge st dung véi céc protein Cas9. Cac vi du vé céc trinh tu
PAM bao gdm 5-NGG (Streptococcus pyogenes), 5'-NNAGAA (Streptococcus
thermophilus CRISPR1), 5'-NGGNG (Streptococcus thermophilus CRISPR3), 5'-
NNGRRT hodc 5-NNGRR (Staphylococcus aureus Cas9, SaCas9), va 5'-NNNGATT
(Neisseria meningitidis). Cac vi tri PAM giau T (vi dy, 5'-TTN hodc 5'-TTTV, trong do
"V" 14 A, C, hodc G) thong thuong duoc hudng dich cho thiét ké cta cac ctARN hogc
sgARN dugc st dung véi cac protein Casl2a. Trong mot sb truong hop, Casl2a cling
¢6 thé nhan biét mdtip 5'-CTA PAM. Céc vi du khéc vé céc trinh ty Cas12a PAM tidm
ning bao gdm TTN, CTN, TCN, CCN, TTTN, TCTN, TTCN, CTTN, ATTN, TCCN,
TTGN, GTTN, CCCN, CCTN, TTAN, TCGN, CTCN, ACTN, GCTN, TCAN, GCCN,
va CCGN (trong d6 N duogc xac dinh 1a nucleotit bét ky). Endonucleaza Cpfl va céac
ARN va cac vi trf PAM tuong tng dugc bdc 19 trong Cong bb don sang ché My
2016/0208243 A1, ma dugc két hop & day béng céch vién dan dbi vai su boc 16 ciia nd

v& ADN mi héa cac endonucleaza Cpfl va cac ARN dan va céc vi tri PAM.

[0040] Theo cac phuong an nhét dinh, cac nucleaza ngén tay k&m hodc cac nickaza ngon

tay kém cling ¢o thé duogc st dung trong cac phuong phép dugc dé xuét ¢ day. Céc
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nucleaza ngén tay k&m la cadc endonucleaza ddc hiéu vi tri bao gdm hai mién protein:
mién lién két ADN, bao gdbm nhiéu doan lip ngén tay kém riéng r& ma mdi doan l3p nay
nhan biét gitta 9 va 18 cip bazo, va mién phan tdich ADN ma bao gbm mién nucleaza
(thong thudng 12 Fokl). Mién phén tach dime héa dé phan tich ADN; do d6, can mot
cap ZFN dé huéng dich céc polynucleotit dich khong d6i xtng xudi nguge. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, cdc phuong phap thiét ké nucleaza ngén tay kém va nickaza ngén
tay kém ma da dugc mo ta (Urnov et al. (2010) Nature Rev. Genet., 11:636 — 646;
Mohanta et al. (2017) Genes vol. 8,12: 399; Ramirez et al. Nucleic Acids Res. (2012);
40(12): 5560-5568; Liu et al. (2013) Nature Communications, 4: 2565) co thé duge 1am
thich tmg dé sir dung trong cac phuong phéap dugce néu & déy. Cac mién lién két ngén
tay k&€m cua nucleaza hodc nickaza ngon tay cung chp do dac hiu va c6 thé duoc thiét
ké dé nhan biét mot cach dic hiéu trinh tw ADN dich mong mudn bat ky. Cac mién lién
két ADN ngoén tay kém c6 ngudn gde tir mién lién két ADN cua 16p 16n cac yéu t6 phién
ma sinh vit nhan chuén dugc goi 1a protein ngén tay kém (ZFP). Mién lién két ADN
cua cac ZFP thong thuong chira méang nbi tiép gom it nhét ba "ngén tay" kém, mdi loai
nhan biét b ba cu thé cia ADN. Nhiéu chién luoc c6 thé duge st dung dé thiét ké do
ddc hiéu lién két ctia mién lién két ngoén tay k€m. Mot phuong phép tiép can, dugc goi
1a "su lap rap mddun", dwa vao tinh tu tri chirc ndng ciia cac ngon tay kém riéng ré voi
ADN. Trong phuong phap nay, trinh tu d& cho dugc hudng dich bang viéc xac dinh cac
ngon tay kém cho mdi b ba thanh phén trong trinh tu va lién két chiing thanh peptit da
ngon tay. Mot sd chién luoc thay thé dé thiét ké cac mién lién két ADN ngén tay kém
cling da dugc phat trién. C4c phuong phap nay dugc thiét ké dé diéu tiét kha ning cta
cac ngon tay kém dé tiép xuc véi céc ngon tay 1an cén cling nhu cac bazo nucleotit &
bén ngoai bd ba dich cta ching. Thong thuong, mién lién két ADN ngoén tay kém dugc
thiét ké di truyén cO d0 dac hiéu lién két méi, so véi protein ngén tay kém xudt hién tu
nhién. Céc phuong phép thiét ké di truyén bao gdm, vi dy, thiét ké hop ly va céc loai
chon loc khac nhau. Thiét ké hop ly bao gém, vi dy, str dung co s& dit 1liéu cua céc trinh
tu nucleotit bo ba (ho#ic b tr) va céc trinh ty axit amin ngén tay kém, trong do mdi trinh
tu nucleotit bd ba hodc bo tur c6 lién quan dén mot hodc nhiéu trinh ty axit amin ctia cic
ng6n tay kém ma lién két v6i trinh tu bd ba hodc bd tir cu thé. Xem, vi duy, cac béng sang
ché My 6,453,242 va 6,534,261, ca hai bang dugc két hop toan b & ddy bang cach vign

dan. Céc phuong phap chon loc 1am vi du (vi dy, biu hién thuc khuan the va hé thong
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hai thé lai nAm men) c6 thé duoc lam thich ing dé str dung trong cac phuong phéap dugc
md ta & day. Ngoai ra, sy tdng cuong do déac hiéu lién két ddi voi cac mién lién két ngon
tay k€m da dugc mo ta trong bang sang ché My 6,794,136, dugc két hop toan bo & day
bang cach vién dan. Ngoai ra, cac mién ngén tay kém riéng r& co thé dugc lién két véi
nhau str dung céc trinh tu cAu nbi thich hop bit ky. Céc vi du vé cac trinh tu cu nbi la
da biét cong khai, vi du, xem céc bing sang ché My 6,479,626; 6,903,185; va 7,153,949,
dugc két hop toan bo & day bang cach vién din. Mién phan tach axit nucleic 1a khong
dic hiéu va théng thuong 1a endonucleaza giéi han, nhu Fokl. Endonucleaza nay phai
dime hoa dé phan tach ADN. Do do, sy phan tach bang Fokl 1a bd phan ctia ZFN yéu
cAu hai su kién lién két 1idn k& va doc 1ap, ma phai xuat hién & ca sy dinh huéng ding
va voi su dat cach thich hop dé cho phép su tao thanh dime. Yéu cAu ddi véi hai su kién
lién két ADN cho phép huéng dich dic hiéu hon cia céc vi tri nhén biét dai va doc nhét
tiém nang. Céc bién thé Fokl véi céc hoat tinh duoc tang cuong di dugc mo td va co thé
duge 1am thich tng dé sir dung trong céc phuong phap dugc md ta & day; xem, vi du,

Guo et al. (2010) J. Mol. Biol., 400:96 - 107.

[0041] Cac yéu t6 gidng yéu t6 hoat hoa su phién ma (TALE) la céc protein duoc tiét
b&i loai Xanthomonas nhat dinh dé diéu bién su biéu hién gen ¢ thuc vat chu va dé thac
déy su tao khuén lac va su séng s6t cua vi khuédn. Cac TALE hoat dong nhu céc yéu tb
phién ma va diéu bién su biéu hién cta cdc gen khang & thuc vét. Céc két qua gan day
cia cac TALE da boc 16 lién két 161 ving lap cia cdc TALE véi cac vi tri lién két ADN
dich cua chung. Cac TALE bao gdm ving béo toan va lap lai cao gdm cac doan l3p nbi
tiép ctia hau nhu 1a 33 hodc 34 doan axit amin. Cac monome 13p khac nhau chu yéu &
cac vi tri axit amin 12 va 13. Su tuong quan chét gita cac cédp axit amin ddc nhét tai cac
vi tri 12 va 13 va nucleotit twong Ung & vi tri lién két TALE da duoc phét hién. Mbi
quan hé don gian gifra trinh ty axit amin va sy nhén biét ADN clia mién 1iéﬁ két TALE
cho phép d6i véi thiét ké ciia céc mién lién két ADN c¢6 do dac hiéu mong mubn bat ky.
Céc TALE c6 thé duoc lién két vai mién phén tdich ADN khong dic hiéu dé tao ra céc
protein chinh stra b gen, dugc goi la cac nucleaza yéu td tac dong TAL hodc cac
TALEN. Nhu trong trudong hop cua cac ZFN, endonucleaza gidi han, nhu Fokl, co thé
duoc st dung mdt cach thudn tién. Cac phuong phap dé s dung cac TALEN ¢ thuc vat
da dugc md ta va co thé duge lam thich mg dé str dung & cac phuong phap duge md ta

& day, xem Mahfouz et al. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108:2623 — 2628,
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Mahfouz (2011) GM Crops, 2:99 — 103; va Mohanta et al. (2017) Genes vol. 8,12: 399).
Céc nickaza TALE cfing c6 thé duge md ta va c6 thé dugc 1am thich ung dé st dung &
cic phuong phap dugec md td & didy (Wu et al.; Biochem Biophys Res Commun.

(2014);446(1):261-6; Luo et al; Scientific Reports 6, Article number: 20657 (2016)).

[0042] Theo c4c phuong an nhat dinh trong d6 SEQ ID NO:3 duoc cheén vao trong bd
gen tai mot vi tri cta sy dut gdy soi kép 6 b gen thuc vat duge dua vao bdi mot hodc
nhiéu nucleaza hodc nickaza (vi du, phitc hgp CRISPR/ARN dan véi endonucleaza hodc
nickaza dic hiéu vi tri, nucleaza hodc nickaza aZF, va/hodc nucleaza hodc nickaza
TALE), khuén ADN cho hodc khuén ADN khéc bao gdbm SEQ ID NO:3. Theo céc
phuong an nhét dinh trong d6 SEQ ID NO:3 dugc tao thanh trong b gen tai mot vi tri
cua su dut gdy soi kép ¢ bo gen thuc vat dugce dua vao bang nucleaza, khuén ADN cho
hodc khuon ADN khac cé thé bao gém it hon tap hoan chinh gém 36 nucleotit hodc cdp
bazo cua trinh ty SEQ ID NO:3 va ADN b6 gen tai vi tri tich hop co6 thé dong gbp cac
nucleotit hodc cac cédp bazo cua SEQ ID NO:3 ma mét mit khoi khudn ADN cho hodc
khudn ADN khéc. Theo c4c phuong 4n nhét dinh trong 6 SEQ ID NO:3 dugc tao thanh
& ADN bd gen, khuén ADN cho hodc khudn ADN khéc c6 thé bao gbm 24 dén 35
nucleotit tiép gidp hodc cac cdp bazo ctia SEQ ID NO:3, ADN bo gen tai vi tri tich hop
¢6 thé dong gop tir 1 dén 12 nucleotit hodc cip bazo cta trinh ty SEQ ID NO:3 ma thiéu
khoi khudn ADN cho hodc khudn ADN khéc, va trinh ty 36 cdp bazo hoan chinh cua
SEQ ID NO:3 dugc tao thanh tai vi tri tich hgp trong bd gen. Cac phén to khuén ADN
cho dugc st dung & cac phuong phap duoc d& xuit & day bao gdbm cac phan tt ADN
bao gbdm, tir dau 5' dén 3', nhanh tuong dong thi nhit, ADN thay thé, va nhanh twong
dong thi hai, trong d6 céc nhénh tuong ddng chira cac trinh tw ma twong d6ng mot phan
hodc hoan toan véi cac trinh ty ADN bd gen (gADN) gan sudn vi tri phan tich
endonucleaza dic hiéu vi tri dich & gADN. Theo cac phuong an nhét dinh, ADN thay
thé ¢6 thé bao gém su cheén, su lam khuyét hodc su biéu hién 1 hodc nhiéu cap bazo cua
ADN so véi gADN dich. Theo mdt phuong an, phéan tir khuén ADN cho la soi kép va
t6t hon 1a dugc bét cdp bazo qua toan b hodc hau hét chiéu dai cua nd, véi su loai tir
¢6 thé ¢6 clia cac nucleotit khong ghép cap bt ky tai mot trong hai dAu hodc ca hai dau.
Theo phuong an khac, phan tr khudn ADN cho la sgi kép va bao gém mot hoic nhiéu
su bit cap nham khong phai dAu cung hodc nucleotit khong ghép cdp khong phai & dau
cting bén trong bd ddi sgi kép khac. Theo mot phuong an, phan tir khuén ADN cho ma
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duoc tich hop tai vi tri cua it nhit mét su dut giy soi kép (DSB) bao g61n gitra 2-20
nucleotit & mot soi (néu 1a soi don) hodc & ca hai so1 (néu la soi kép), vi du, 1, 2, 3, 4,
5.6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, hodc 20 nucleotit trén mdt hodc trén
c4 hai soi, mdi soi trong sb chung c6 thé dugc bét cdp bazo véi nucleotit trén soi dbi
dién cta vi tri tich hop dugc hudng dich (trong truong hop t6t hon 1 phan t& nucleotit
soi kép duge bit cip bazo). Cac khudn ADN cho nhu véy c6 thé dugc tich hop trong
ADN b gen chtra cac dut gy ADN so1 kép d4u cun va/hoidc so le boi doan ldp duoc
dan hudng tuong dong (HDR) hodc co ché ghép ndi dau qua trung gian vi trong dong
(MMEJ). Theo cac phuong an nhAt dinh, nhanh twong déng khuoén ADN cho ¢6 thé c6
chidu dai khoang 20, 50, 100, 200, 400, hogc 600 dén khoang 800, hodc 1000 cap bazo.
Theo céc phuong én nhat dinh, phan tit khuén ADN cho ¢6 thé dugc phan phéi dén té
bao thuc vat & dang phan tt ADN mach vong (vi du, plasmit hodc vecto virut bao gdm
vecto geminivirut) hodc dang mach thang. Theo cac phuong 4n nhét dinh, phan tr ADN
mach vong hodc mach thing ma c6 thé duoc str dung bao gdm phén tir khudn ADN cho
duoc cai bién bao gém, tr dau 5' dén 3', ban sao th nhét cua trinh tu vi tri phan tach
endonucleaza dic hiéu trinh tu dich, nhanh tuong déng thtr nhat, ADN thay thé, nhanh
trong dong th hai, va ban sao thir hai cta trinh tu vi tri phén tch endonucleaza dac
hiéu trinh tu dich. Theo cac phuong 4n khac, cac khuén ADN thich hgp cho vi€éc chén
NHEJ s& thiéu cac nhanh trong ddng ma tuong dong mot phan hozc hoan toan véi trinh
tu ADN bd gen (gADN) gén sudn vi tri phan tach endonucleaza déc hi¢u vi tri dich ¢
gADN. Theo cac phuong an nhét dinh, khudon ADN bao gom tit ca SEQ ID NO:3 (vi
du, dsADN, ssADN, hodc cac td hop cua no) cod thé dugc chén tai chd dut giy soi kép
& gADN bdi co ché ghép ndi dau khong tuong ddéng (NHEJ). Theo cac phud'ng an nhét
dinh, khuén ADN bao gém it hon bd hoan chinh g@)m 36 nucleotit hodc cdp bazo cua
trinh tu SEQ ID NO:3 (vi du, dsADN, ssADN, hodc cac t6 hop ctia chung) c6 thé duoc
chén tai chd dt giy soi kép in gADN bdi co ché ghép ndi diu khong tuong dong
(NHEJ), gADN tai vi tri chén ¢6 thé déng gop cac nucleotit hodc cc cdp bazo ciia SEQ
ID NO:3 ma véng mat khéi khuon ADN, va SEQ ID NO:3 ¢6 thé dugc tao thanh tai vi
tri cia su dat gdy soi kép & gADN.

[0043] Theo mot sé phuong 4n, yéu t6 ting cuong clia SEQ ID NO:3 thay thé hogc thay
thé 16n trinh tu twong tmg & gen thuc vat, nhu trinh tu khoi dong. Do do, sy thay thé
thay vi sy chén 8 lai su dinh vi c4c yéu t6 khic khong thay ddi. Vi tri dich thay thé c6

17



51315 18/63

thé duoc chon bai do tuwong tu véi SEQ ID NO: 3. Khuon thay thé c6 thé duge st dung
& quy trinh HDR, va/hodc viéc chinh stta bazo ADN va/hodc chinh stra b gen co thé
duoc st dung dé tao ra ving thay thé mong mudn ma twong ung véi SEQ ID NO: 3.
Cac yéu td chinh stra bazo bao g@)m, vi du, chinh stra bazo dac hiu vi tri dugc trung
gian boi cic enzym deaminaza chinh stra bazo tir C*G thanh T-A hodc A-T thanh G*C
(Gaudelli et al., Programmable base editing of A T to G*C in genomic ADN without
ADN cleavage." Nature (2017); Nishida et al. "Targeted nucleotide editing using hybrid
prokaryotic and vertebrate adaptive immune systems." Science 353 (6305) (2016);
Komor et al. "Programmable editing of a target base in genomic DNA without double-
stranded DNA cleavage." Nature 533 (7603) (2016):420-4. dCas9 chét xuc tac duogc
dung hop véi protein xytidin deaminaza hodc adenin deaminaza tr¢ thanh yéu tb chinh
stra bazo dic hiéu ma c6 thé thay doi cac bazo ADN ma gdy ra su dut gdy ADN. Cac
yéu tb chinh sira bazo chuyén d6i C->T (hodc G->A trén soi ddi dién) hodc yéu té chinh
stra bazo adenin ma s& chuyén dbi adenin thanh inosin, dan dén sy thay d6i A->G véi

ngudng chinh stra dugc dinh cu thé bai gARN.

[0044] Céc xtt Iy khac nhau c6 thé dugc st dung dé phan phdi cdc phan tir chinh sira gen
va/hodc cac phéan tr khéac dén té bao thuc vat. Theo c4c phuong an nhét dinh, mot hoic
nhiéu cach xir Iy dugc s dung dé phan phdi phan t chinh stta gen hodc cac phan tir
khac (vi du, bao gdbm polynucleotit, polypeptit hodc td hop clia ching) vao trong té bao
sinh vat nhan chudn hodc té bao thuc vat, vi du, qua cac rao chén nhu thanh té bao, mang
huyét twong, vé boc nhan, va/hodc 16p kép lipit khac. Theo cac phuong an nhét dinh,
ché pham chira polynucleotit, polypeptit, hodc RNP (ribonucleoprotein) bao gbm céc
phén t&r dugc phén phdi mét cach truc tiép, vi du bang su tiép xuc truc tiép cia ché pham
voi té bao thue vat. Céc ché phém d3 néu trén co thé duoc cung cép & dang chét. long,
dung dich, huyén phu, nhil tvong, nhil twong nghich, dang keo, dang phén tan, dang gel,
liposom, mixen, vét liéu co thé tiém duoc, sol khi, chét rén, dang bot, dang hat, dang hat
nano, hoic t6 hop ctia ching c6 thé duoc ap dung truc tiép dén ciy, bo phan cua cay, té
bao thuc vat, hodc md céy thue vat (vi du, qua viéc lam tréy vO hodc dam thung hodc su
dtrt doan khac cta thanh té bao hodc mang té bao, bang cach phun, nhing hodc ngdm
hoac cach tiép xuc truc tiép theo, béng cach vi tiém). Vi du, té bao thuc vat hodc té bao
trin cta thuc vat duoc ngdm trong ché pham chira phan tr chinh stra b gen dang long,

nho vay tac nhan dugc phan phéi dén té bao thuc vat. Theo cac phuong an nhét dinh,
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ché pham chira tdc nhan nay dugc phan phéi bang cach str dung ap suét 4m hodc duong,
vi du, sir dung su tham nhiém chan khong hodc 4p dung ap suét thuy dong hodc ap sut
chét lvu. Theo céc phuong an nhét dinh, ché phdm chtra tic nhan ndy dugc dua vao
trong té bao thuc vat hodc té bao tran cua thuc vat, vi du, bé‘lng vi tiém hoac béng cach
lam dirt doan hodc lam bién dang thanh té bao hoic mang té bao, vi du bang xtr ly vat
Iy nhu bang cach ap dung ap suét am hodc dwong, luc truot, hodc xu ly bang tac nhan
phén phéi hoa hoc hodc vat ly nhu chét hoat dong bé mit, liposom, hodc hat nano; xem,
vi du, su phan phdi vat lidu dén té bao st dung dong vi chét lwu qua su co that bién dang
té bao nhu duoc md ta trong Don sang ché dugc cong bd ciia My 2014/0287509, dugce
két hop toan bd & day bing céch vién din. Cac ky thudt khdc st dung dé phan phoi ché
phém chura tac nhan dén té bao nhan chun, té bao thuc vét hodc té bao trn cua thuc vat
bao gém: siéu am hoac khuéy siéu am; su chan dong, ma sat, ung suét trugt, rung lc,
su tao hang; ly tim hodc ap dung luc co hoc; su bién dang hodc su dut v& thanh té bao
hoac mang té bao béng co hoc; su dut vo hodc su thAm hoa thanh té bao hoic mang té
bao bang enzym; su lam trdy hodc rach co hoc (vi du, lam trdy bang carborundum hogc
chét lam trdy dang hat khic hodc sy rach bang riia hodc gidy giap) hodc su rach hoa hoc
(vi du, xi Iy bing tac nhan axit hodc &n da); va xung di¢n. Theo cac phuong an nhat
dinh, ché phim chira tic nhan dugc cung cap bdi su chuyén nap qua trung gian vi khuan
(vi du, Agrobacterium sp., Rhizobium sp., Sinorhizobium sp., Mesorhizobium sp.,
Bradyrhizobium sp., Azobacter sp., Phyllobacterium sp.) cua té bao thuc vat hoac té bao
trdn cta thuc vat voi polynucleotit ma héa cdc phén tir chinh stta bd gen (vi du,
endonucleaza ADN phu thudc ARN, protein lién két ADN phu thudc vao ARN, nickaza
phu thudc ARN, ABE, hodc CBE, va/hodc ARN dan); xem, vi du, Broothaerts et al.
(2005) Nature, 433:629 — 633). K§ thudt bt ky trong s6 céc k§ thuat nay hodc to hop
cua chung dugc st dung thay thé trén mo céy thuc vat, bd phin hodc md cta cdy hodc
cdy nguyén ven (hodc hat) ma té bao thuc vat tuy y vé co ban dugc thu hodc duoc tach
ra tir d6; theo cac phuong an nhét dinh, ché phém chira tac nhan dugc phan phéi 0 budc
riéng ré& sau khi té bao thuc vat da dugc tach.

[0045] Cac k¥ thuat dé thuc hién viéc chinh stra bo gen & cdy trdng (vi du, ngo,) bao
gdm viéc st dung céc yéu té tao hinh morphogen nhu Wuschel (WUS), Protein phat
trién nodn (ODP), va/hodc Babyboom (BBM) ma c¢6 thé cai thién hiéu qua cta viéc thu

hoi cdy c6 cac chinh stra bd gen mong muon. Theo mot s khia canh, yéu t0 tao hinh
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morphogen bao g@)m WUS1, WUS2, WUS3, WOX2A, WOX4, WOXS5, WOX9, BBM2,
BMN2, BMN3, vi/hoic ODP2. Theo cac phuong 4n nhat dinh, cdc ché phim va phuong
phép dé st dung WUS, BBM, va/hodc ODP, cling nhu céc k§ thuét khac ma co thé dugc
lam thich Uing dé thuc hién chinh stra bo gen & thuc vat hodc céc nguén gen khéc, dugc
néu trong cac tai liéu US 20030082813, US 20080134353, US 20090328252, US
20100100981, US 20110165679, US 20140157453, US 20140173775, va US
20170240911, ma mdi tai lieu duoc két hop toan bo ¢ day bang cach vién dan. Theo cac
phuong an nhét dinh, nhiing su chinh stra b gen c6 thé dugc thuc hién & cac bo phan
ctia thuc vat c6 thé tai sinh dugc (vi du; phdi thyc vat) cua cay trdng bing su cung cip
nhét thoi cac phan tir chinh stra gen hodc polynucleotit ma héa ching va khong nhét
thiét yéu céu viéc két hop gen chi thi chon loc vao trong b gen thuc vat (vi du, US
20160208271 va US 20180273960, c4 hai tai lidu nay dwoc két hop toan b & day bang
cach vién dan; Svitashev et al. Nat Commun. 2016; 7:13274).

[0046] Yéu t5 ting cudng su bidu hién bao gdm SEQ ID NO:3 c6 thé dugc lién két hoat
dong véi cac gen ma hoa ban phién ma ngoai sinh (fitc [a, gen chuyén duoc mi héa)
hodc noi sinh ma bao gébm céc gen truyén céc tinh trang nhu nang suit duoc cai thién,
cac dac tinh thuc phém va/hodc thire an duoc cai thién (vi du, chét lugng hodc s6 luong
dau, tinh bét, protein, hodc axit amin dugc cai thién), hiéu qua st dung nito duoc cai
thién (vi du, gen glutamin synthetaza), cac déc tinh st dung nhién liéu sinh hoc duoc cai
thién (vi dy, su san sinh etanol dugc cai thién), sy ra hoa duoc tri hoén, khdng ra hoa,
khang 4p luc sinh hoc tang (vi dy, khang sy hu hong do con trung, tuyén trung, vi khudn,
hoac ném), khéng 4p luc phi sinh hoc tang (vi du, khang han, lanh, nhiét, kim loai; hodc
mudi), tinh chdng d6 duge ting cudng, tbc do sinh trudng duge ting cudng, sinh khoi
tang, su dam chdi tang, dé nhanh ting, thoi gian ra hoa duoc tri hodn, sy gia hoa bi tri
hodn, sd luong hoa ting, kién trac ting dbi voi trong cdy mat do cao; kha ndng quang
hop dugc cai thién, khéi lwong ré ting, sé lugng té bao ting, stc sdng cdy con dugc cai
thién, kich thugc cdy con dugc cai thién, tbc d6 phan chia té bao ting, hidu qua chuyén
hoa duoc cai thién, va/hoic kich thude mo phén sinh tang) khi so sanh véi cay dbi chung
thiéu su thay dbi di truyén duge huéng dich nay. Céc polynucleotit bao gdm SEQ ID
NO:3 ¢6 thé dugc lién két hoat dong véi cdc gen nhu vay bang su chén céc polynucleotit
trong bo gen thuc vat ma din dén su chén hodc su tao thanh SEQ ID NO:3 & gen thuc

vat ndi sinh. Cac vi tri & gen thuc vat noi sinh thich hgp cho su chén hodc su tao thanh
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ciia SEQ ID NO:3 bao gdm cac vung khoi dong, ma héa, va khong ma hoa (vi du, cac
5' UTR, intron, va 3' UTR). Céc thuc vt dich thich hgp cho su chén hodc su tao thanh
SEQ ID NO: 3 bao g0m céc thuc vat va té bao thuc vat thudc céc loai quan tAm bét ky,
bao gém thuc vat hai la mam va thuc vat mot 14 mém. Thuc vat quan tm bao gém cay
trdng theo hang, cdy va cdy thin g6 1ay qua, cdy rau, ciy than g0, va cdy trang tri bao
gbm hoa trang tri, cdy bui, cdy than g0, cay che phu mit dét, va cdy co tham. Céc vi du
vé cac cay trong, ciy thén gd, va cy canh tac quan trong vé& mit thuong mai bao gdm:
¢é linh ling (Medicago sativa), ciy hanh nhén (Prunus dulcis), cdy tao (Malus x
domestica), cdy mo (Prunus armeniaca, P. brigantine, P. mandshurica, P. mume, P.
sibirica), mang tay (Asparagus officinalis), chubi (Musa spp.), lta mach (Hordeum
vulgare), cdy déu (Phaseolus spp.), cdy Viét quat va nam viét quat (Vaccinium spp.), cdy
cacao (Theobroma cacao), céy cdi dau va cly hat cai dau hodc cdy hat cai léy dau,
(Brassica napus), ciy cAm chuéng (Dianthus caryophyllus), cdy ca r6t (Daucus carota
sativus), cdy san (Manihot esculentum), cdy anh dao (Prunus avium), cdy dau ga (Cider
arietinum), rau diép xodn (Cichorium intybus), cdy 6t va cay 6t chudng khac (Capsicum
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. pubescens, C. baccatum), cdy hoa cuc
(Chrysanthemum spp.), cdy dira (Cocos nucifera), cdy ca phé (Coffea spp. bao gom
Coffea arabica va Coffea canephora), cay bong (Gossypium hirsutum L.), cay dau dai
(Vigna unguiculata), cy dua chudt (Cucumis sativus), cdy ly chua va cay ly gai (Ribes
spp.), cdy ca tim hodc cdy ca qua tim (Solanum melongena), cdy khuynh diép
(Eucalyptus spp.), cdy lanh (Linum usitatissumum L.), cy phong 1&t (Pelargonium spp.),
cdy budi chum (Citrus x paradisi), cdy nho (Vitus spp.) bao gdm nho lam ruou (Vitus
vinifera), cy 0i (Psidium guajava), cdy hoa bia (Humulus lupulus), cay gai ddu va cay
cAn sa (Cannabis sativa va Cannabis spp.), ¢y irit (Iris spp.), cdy chanh (Citrus limon),
cdy rau diép (Lactuca sativa), chanh 1a cam (Citrus spp.), cdy ngo (Zea mays L.), cay
x0di (Mangifera indica), cAy mang cut (Garcinia mangostana), cdy dua ludi (Cucumis
melo), ciy ké (Setaria spp, Echinochloa spp, Eleusine spp, Panicum spp., Pennisetum
spp.), cay yén mach (4vena sativa), cdy co dau (Ellis quineensis), cdy oliu (Olea
europaea), cdy hanh (4llium cepa), cdy cam (Citrus sinensis), cay du du (Carica
papaya), ciy ddo va cdy xuan dao (Prunus persica), cdy 1& (Pyrus spp.), cay dau Ha Lan
(Pisa sativum), cdy lac (Arachis hypogaea), c&y mau don (Paeonia spp.), cay thude 1a

canh (Petunia spp.), cdy dia (Adnanas comosus), cdy ma dé (Musa spp.), cdy mén
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(Prunus domestica), cdy trang nguyén (Euphorbia pulcherrima), cdy cai dau Ba Lan
(Brassica rapa), cdy bach duong (Populus spp.), cdy khoai tay (Solanum tuberosum),
ciy bi d6 (Cucurbita pepo), cy lta nuéc (Oryza sativa L.), cdy hoa hdng (Rosa spp.),
ciy cao su (Hevea brasiliensis), cay lua mach den (Secale cereale), cay rum (Carthamus
tinctorius L), hat vimg (Sesame indium), cdy cao luong (Sorghum bicolor), cay dau
twong (Glycine max L.), cAy bi xanh (Cucurbita pepo), cay dau tdy (Fragaria spp.,
Fragaria x ananassa), cu cai duong (Beta vulgaris), cay mia duong (Saccharum spp.),
cay hoa huéng duong (Helianthus annus), cdy khoai lang (Ipomoea batatas), cdy quyt
(Citrus tangerina), cdy che (Camellia sinensis), cay thubc 14 (Nicotiana tabacum L.),
cy ca chua (Lycopersicon esculentum), cdy hoa tulip (Tulipa spp.), cdy cu cai (Brassica
rapa rapa), cdy oc ché (Juglans spp. L.), cdy dua hau (Citrulus lanatus), cdy lua my

(Tritium aestivum), va cdy khoai m& (Discorea spp.).

[0047] C4c loai gen no6i chung dugc quan tdm bao gdm, nhung khong bi gi¢i han 6, cac
gen li€n quan dén thong tin, nhu cac yéu t6 phién ma bao gOm céc yéu t6 phién ma chua
ngon tay k&m, céc loai gen lién quan dén su truyén thong, nhu céc kinaza va/hodc céc
yéu t6 tai nap tin hiéu khéc, va cac gen lién quan dén viéc giit nha, nhu céc protein sbc
nhiét. Cac loai cu thé hon, vi du, bao gém, nhung khong bi gidi han 6, cac gen méa hoa
cac tinh trang quan trong dbi v6i ndong hoc (vi dy, nang suit tang, hiéu qua st dung nito
duoc cai thién), chdng chiu ap lyc vo hoc (vi du, hi¢u qua st dung nudc tang, chéng
chiu néng, lanh, va han), chéng chiu &p luc sinh hoc (vi dy, khang con trung, khang bénh
nAm hoic vi khudn, va khang tuyén trung), khang thudc trir co, cac dic tinh bét duc, hot
hodc hat, va c4c san pham thuong mai. Cac gen quan tdm bao gdm, noi chung 13, cac
gen lién quan dén su chuyén hoa dau, tinh bdt, carbohydrat, hodc dinh dudng cling nhu
cac gen anh huong dén kich thudc hat, sy phat trién cla cay, su diéu hoa sinh trudng
cda cdy, va su cdi thién nidng suét. Sy phét trién va su diéu hoa sinh trudng cta cdy cling
dé chi su phat trién va su diéu hoa sinh trudng ctia cac bo phén khac nhau cua céy, nhu

hoa, hat, ré, 14 va choi.

[0048] C4c gen khdng bénh va /hodc con trung co thé ma hoa tinh khang sinh vét gdy
hai ma c6 su gidm nang suét 1én nhu, vi du, Bénh chay 14 ngd mién Béc, bénh den dau,
bénh than thu, virut khdm dau tuong, tuyén tring nang dau tuong, tuyén tring gay budu
r&, bénh dbm 14 nau, Bénh suong mai, bénh hat tim, bénh thdi hat va cac bénh cay con

gy ra thong thuong boi céc loai nim - Pythium sp., Phytophthora sp., Rhizoctonia sp.,
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Diaporthe sp.. Bénh bac 14 vi khuin gdy ra boi vi khudn Pseudomonas syringae pv.
Glycinea. Cac gen truyén tinh khang con tring bao g6m, vi du, cdc gen protein ddc
Bacillus thuringiensis (Béng sang ché M§ s6 5,366,892; 5,747,450; 5,737,514,
5,723,756; 5,593,881; va Geiser et al (1986) Gene 48:109); cac lectin (Van Damme et
al. (1994) Plant Mol. Biol. 24:825); va cac loai tuong tu.

[0049] Tinh trang khang thudc diét cd c6 thé bao gdm céc gen ma hoa cho tinh khang
thubc diét c6 ma tic dong dé tic ché hoat dong cua axetolactat synthaza (ALS), cu thé
1a c4c thude diét co loai sulfonylure (vi du, gen axetolactat synthaza ALS chira cac dot
bién din dén tinh khang nay, cu thé 1a céc dot bién S4 va/hodc HRA). Céc thé dot bién
gen ALS ma hdéa tinh khéang dbi v&i thube diét cd clorsulfuron. Glyphosat axetyl
transferaza (GAT) 1a N-axetyltransferaza tir Bacillus licheniformis ma dugc t61 wu hoa
bang su x4o tron gen cho sy axetyl hoa cla thudc diét c¢o phd rong, glyphosat, tao thanh
co & cla co ché dung nap glyphosat méi & thuc vt chuyén gen (Castle et al. (2004)
Science 304, 1 151 -1 154).

[0050] Cac gen lién quan dén su sinh truong va phat trién cia thuc vat da duoc xéac dinh
& thuc vat. Mot gen nhu vay, ma lién quan dén su sinh téng hop xytokinin, 1a isopentenyl
transferaza (IPT). Xytokinin déng vai trd quan trong & sy sinh truéng va phat trién cla
thuc vat boi su kich thich phan chia té bao va su biét hda té bao (Sun et al. (2003), Plant
Physiol. 131 : 167-176).

[0051] Theo cac phuong éan nhit dinh, sang ché du tinh sy chén trinh tu yéu tb ting

cudng vao trong t€ bao nhan tai nhiéu hon mot locut ¢6 1.

[0052] San phdm thuc vét hang hoa thu dugc tir cdy hodc cdc bo phan cua cdy bao gbm
SEQ ID NO:3 ciing nhu cac phuong phap d8 tao ra cac san pham nhu vy duoc d& xuét.
Theo cac phuong an nhét dinh, cac san phém hang hoa la cac san phém duogc xu ly dugce
tao ra tir cAy hodc hat ciia nd, bao gém: (a) bot tho ngd, ddu tuong, bdng, hodc hat cai
dau (dugc khir béo hodc khong duge khir béo); (b) cac protein, dau, duong, sird, va tinh
bot duoce tach chiét; (c) cac san pham 1én men; (d) c4c san pham thire dn chan nudi hodc
thanh phan cho ngudi (vi dy, thirc dn chan nudi va thuc phim bao gdm bot tho ngd, dau
twong, bong, hodc hat cai dau (duge khir béo hodc khong duoce khir béo) va cac thanh
phén khac (vi dy, cac hat ngli cde khac, bot tho hat khac, bot tho protein khac, dau khac,

tinh bot khac, duong khéc, chat gan két, chat bao quan, chat hat am, vitamin, va/hodc
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khoang chat); (e) san phdm duge 1y; (f) sinh khéi tho hodc da duge xir Iy (vi dy, vat liéu
xenluloza va/hoidc lignoxenluloza; thirc an U xil6); va (g) cac san phém cdng nghiép

khac.

[0053] Séng ché cling dé xuét cac phuong phép dé phat hién SEQ ID NO:3 & loai bét ky
trong s6 cdc mau sinh hoc va céc san pham hang héa da néu trén. Sy phat hién cdc phan
tt ADN bao gdm SEQ ID NO:3 ¢6 thé dat dugc bing t6 hop bat ky trong s6 cac ky thuat
dua trén su khuéch dai axit nucleic (v dy, su khuéch dai PCR), su lai hoa, gii trinh tu,
va/hodc do phd khéi. Cac phuong phap dé néu dé phat hién cac axit nucleic ngoai lai &
cac locut gen chuyén duoc néu trong tai liéu US 20190136331 va US 9,738,904, ca hai
tai lidu nay duge két hop toan bd & ddy bang cach vién dén, c6 thé dugc lam thich tng
d8 str dung trong viéc phét hién céc axit nucleic dugc dua ra & déy. Theo cac phuong an
nhét dinh, su phét hién nay dat dugc bé“mg cac phuong phéap phat hién dua trén sy khuéch
dai va/hodc sur lai hoa st dung phuong phap (vi duy, céac mdi khuéch dai chon loc) va/hodc
mau do (vi du, c6 kha ndng lai hoa hodc sdn sinh mdt cach chon loc san phém kéo dai
mdi dic hidu) ma nhan biét mot cach ddc hiéu phan td ADN dich (vi dy, vi tri cét locut
gen chuyén) nhung khong nhan biét ADN tir locut gen chuyén khong dugc cai bién.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, céc mau do su lai hoa (v dy, cac polynucleotit bao gdm
it nhét tir 15 dén 36 nucleotit caa SEQ ID NO:3) c6 thé bao gdm cac chat dénh déu phat
hién duoc (vi du, cac chat danh dAu phat huynh quang, phong xa, epitop, va phat Quang
hoa hoc). Theo cac phuong an nhét dinh, thtr nghiém phat hién sy da hinh nucleotit don
¢6 thé duge 1am thich tng dé phat hién phéan t&¢ ADN dich (vi du, vi tri chén hodc tao
thanh SEQ ID NO:3 ¢ bd gen thuc vat).

[0054] Céc cy va hat lai ciing dong va lai bao gdm SEQ ID NO:3 duoc lién két hoat
dong v6i polynucleotit ma hoa ban phién ma dugce dua ra & day cung véi céc phuong
phép tao ra va sit dung hat lai va hat lai cing dong nay. Cac phuong phap san xuét hat
lai cung dong bao gom cay lai cing dong cing méu va han ché thu phan chéo béi cay
bét ky khong phai cay lai cung dong. Cac phuong phép san xuét hat lai nhu vay c6 thé
bao gdm budc lai cac dong cay trong wu th ma it nhit mot trong s6 thé cho hodc thé
nhan phén bao gdm SEQ ID NO:3 dugc lién két hoat dong voi polynucleotit ma hoa ban
phién mé. Theo cac phuong an nhét dinh, thé cho va nhan phan sé& bao gdm ngudn gen
clia cac nhom wu thé lai khac biét va cung cép hat va cay lai thé hién uvu thé lai. Theo

cac phuong 4n nhét dinh, cdy lai cing dong, céy lai, thé cho phén va/hoic thé nhan phéan
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mdi loai ¢6 thé bao gdbm locut chuyén gen khéc biét ma truyén tinh trang khac biét (vi
duy, dung nap thudc diét ¢ hodc khang con trung), loai tinh trang khéc (vi du, dung nap
véi cac thube diét co khac biét hodc chéng chiu con trung khac biét nhu con tring canh
cing hodc con trung canh vay), hodc ché d6 hoat dong khac nhau d6i voi cuﬁg mot tinh
trang (vi du, khang con tring canh cting bdi hai co ché hoat dong khac biét hoac khang
cOn trung canh vay boi hai co ché hoat dong khac biét). Cac gen chuyén ma c6 thé duge
dua vao trong dong thuc vat bao gébm SEQ ID NO:3 dugc lién két hoat dong véi
polynucleotit ma hoéa ban phién mé bang cach chon tao gidng hoic béng su bién nap
truc tiép bao gbm: (i) cac gen chuyén ma truyén tinh khang con tring (vi dy, cic gen
chuyén ma san xuét cac protein Bacillus thuringiensis bao gém CrylAb, CrylAc,
CrylF, Cry2Ab, Cry2Ae, Cry3A, Cry3Bb, Cry9c, Cry34, Cry35, VIP3A, va cac bién
thé ctia ching; cac gen chuyén ma cam g su ddp tng ARNi Grc ché con tring bao gdbm
dvsnf7); va (ii) cac gen chuyén ma truyén kha nang dung nap thude trir ¢é (vi du, CP4-
EPSPS hodc cac gen EPSPS khac ma truyén kha ning dung nap glyphosat; cac gen PAT
hoic BAR ma truyén tinh khang véi thudc diét co glufosinat; cac gen aad-1 ma truyén
tinh khang véi thude diét ¢ 2,4-D va aryloxyphenoxypropionat; cac geﬁ DMO ma
truyén tinh khang voi thube diét cé dicamba). Céc vi du vé cac su kién cdy ngd, ddu
tuong, bong, va cai diu chuyén gen ma truyén tinh trang nhu dung nap thudc diét co
va/hodc chdng chiu sinh vat gdy hai duge boc 16 trong Bang sang ché My s6 7323556,
8575434, 6040497, 10316330; 8618358, 8212113, 9428765, 8455720, 7897748,
8273959, 8093453, 8901378, 8466346, RE44962, 9540655, 9738904, 8680363,
8049071, 9447428, 9944945, 8592650, 10184134, 7179965, 7371940, 9133473,
8735661, 7381861, 8048632, va 9738903, duoc két hop toan bo & day bang cach vién
dan. C4c gen chuyén ma c6 thé duoc st dung dé truyén tinh khédng con tring & ngd bao
gdm céc gen dugc boc 16 trong Cong b6 don sang ché My sd 20150361446 va
20200190533, duge két hop toan b & day bang cach vién dan, cling nhu cdc gen duoc
boc 16 trong Bing sang ché My sb 6342660, 6852915, 7323556, 7695914, 7705216,
7897748, 8212113, 8455720, 8466346, 8575434, 8901378, 9428765, va ‘10316330,
duoc két hop toan bd & day bang cach vién dan. Céac gen chuyén ma c6 thé dugc sir dung
dé truyén kha ning dung nap thudc diét cé & ngd bao gdm cac gen duge bdc 19 trong
Cong bb don sang ché My s 20120244533 va 20200190533, dwoc két hop toan b &

day bang cach vién dan, cling nhu cdc gen dugce boc 1§ trong Bang sang ché My sd
. C g
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6040497, 6852915, 8273959, 8618358, 8759618, va 9994863, dugc két hop toan bo &
day béng cach vién dan. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, thé nhin phén s& 1a bat duc duogc
tao ra hodc bit duc duc co diéu kién. Cac phuong phap dé cam ung tinh bt duc duc
hoéc tinh bét duc duc c6 diéu kién bao gé)m khtr duc (vi dy, khit co), tinh bt duc duc té
bao chét, cac tac nhan hodc cic hé thdng lai héa hoc, cic gen chuyén hozc cac hé gen
chuyén, va/hodc (céc) dot bién & mot hodc nhidu gen thuc vét ndi sinh. Nhitng mo ta vé
cac hé théng bat duc duc khac nhau ma co th8 duge 1am thich tng dé sir dung voi cy
tré)ng duoc dua ra & day dugc mo ta trong tai liéu Wan et al. Molecular Plant; 12, 3,

(2019):321-342 ciing nhu trong US 8,618,358; US 20130031674; va US 2003188347.

[0055] Theo cac phuong 4n nhét dinh, céc thuc vat duoc duara & ddy ma bao g6m SEQ
ID NO: 3 ¢6 thé con bao gdm mét hodc nhiéu sy thay ddi di truyén duogc huéng dich
duoc dua vao bang mot hodc nhiéu phan tir hozc hé thdng chinh stra gen. Su thay ddi di
truyén duoc huéng dich nhu vay bao gbm céc thay d6i mang lai c4c tinh trang nhu ndng
suét duoc cai thién, cic dic tinh thuc phém va/hodc thic an duogc cai thién (vi dy, chét
lugng hodc s6 lugng dau, tinh bot, protein, hodc axit amin dugc cai thién), hiéu qua su
dung nito dugc cai thién, cac dic tinh sit dung nhién li¢u sinh hoc dugc cai thién (vi du,
su san xudt etanol duoc cai thién), cac hé théng bat duc duc/bat duc duc c6 didu kién (vi
dy, bang cach hudng dich cac gen MS26, MS45 va MSCAL noi sinh), kha néng dung
nap thube diét co (vi du, béng cach hudng dich cac gen ALS, EPSPS, HPPD, hodc céc
gen dich thudc diét co khéc), su ra hoa duge tri hodn, khong ra hoa, tinh khang ap luc
sinh hoc tang (vi du, tinh khang hu hai do con trung, tuyén tring, vi khudn, hodc nim),
tinh khang 4p luc phi sinh hoc tang (vi dy, khang han, lanh, nhiét, kim loai, hodc muéi),
tinh khang d6 dugc ting cudng, tbc do sinh truéng duoc ting cuong, sinh khéi duoc
tang cuong, kha nang dam chdi duoc ting cuong, kha nang dé nhanh dugc tang cuong,
thoi gian ra hoa dugc tri hodn, sy gia hoa dugc tri hoan, sb lugng hoa tang, kién trtc
duoc cai thién dé trdng mat do cao, kha nang quang hop duge cai thién, khéi lugng ré
tang, sd luong té bao ting, strc sébng cdy con dugce cai thién, kich thude cdy con duge
cai thién, tdc d6 phan chia té bao tang, hiéu qua chuyén héa dugc cai thién, va kich thude
mo phén sinh tang khi so sanh véi cay ddi chimg thiéu su thay ddi di truyén duoc huc’mg
dich. Céc loai thay ddi di truyén duoc huéng dich ma c6 thé duge dua vao bao gdm céc
su cheén, lam khuyét, va thé mot hoidc nhiéu nucleotit & bd gen cdy trong. Céc vi tri & céc

gen thyuc vat ndi sinh cho su thay dbi di truyén dugc hudng dich bao gbm cac vung trinh
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tu khoi dong, ma hoa, va khong mé hoa (vi dy, cac 5' UTR, intron, cac vi tri cho va nhan
ghép ndi va 3' UTR). Theo céc phwong 4n nhét dinh, su thay dbi di truyén duoc huéng
dich bao g@)m su chen trinh tu diéu hoa hodc trinh tu ADN khdc trong gen thyc vt ndi
sinh. C4c vi du khong giéi han vé cac trinh tw diéu hoa ma c6 thé duge chén vao trong
cac gen thuc vt ndi sinh voi cdc phan tir chinh stra gen dé thuc hién cac thay dbi di
truyén duogc hudng dich ma dem lai céc kiéu hinh hiru dung bao gém cac trinh tu duoc
néu trong Coéng bd don séng ché M¥ 20190352655, ma dugc két hop toan bo & day bing
cach vién din, nhu: () trinh tu yéu t6 dap ng auxin (AuxRE); (b) it nhét mot trinh tu
D1-4 (Ulmasov et al. (1997) Plant Cell, 9:1963-1971), (c) it nh4t mot trinh tu DRS
(Ulmasov et al. (1997) Plant Cell, 9:1963-1971); (d) it nhit mét trinh ty m5-DR5
(Ulmasov et al. (1997) Plant Cell, 9:1963-1971); (e) it nhét mot trinh tu P3; (f) trinh tu
vi tri nhan biét ARN nho duoc lién két bodi ARN nho tuwong tng (vi du, siARN,
microARN (miARN), siARN hoat ddng trans nhu dugc md ta trong Bing sang ché My
sb 8,030,473, hoic SARN dugc chia pha nhu duge mo ta trong Béng sang ché My sb
8,404,928; ca hai béng sang ché duoc trich dan nay dugc két hop ¢ day béng cach vién
dan); (g) trinh tu vi tri nhan biét microARN (miARN); (h) trinh ty nhén biét microARN
(miARN) dbi véi miARN dugc thiét ké di truyén trong d6 tic nhan lién két dac hiéu 1a
miARN truéng thanh dugc thiét ké twong tmg; (i) trinh tu nhén biét gen nhay; (j) trinh
tu duoc nhén biét boi motip e ché ludng tinh lién quan dén yéu t6 lien két yéu t6 dap
tmg etylen (EAR); (k) trinh tu vi tri cat nbi (vi dy, vi tri cho, vi tri phan nhéanh, hodc vi
tri nhén; xem, vi du, cac vi tri cit ndi va cac tin hiéu cit ndi dugc néu trén trang web
lemur[dot]amu[dot]edu[dot]pl/share/ERISdb/home.html); (1) trinh tu vi tri nhan biét
recombinaza ma dugc nhan biét bai recombinaza dic hiéu vi tri; (m) trinh ty ma hoa
aptame ARN hodgc axit amin hodc cong tac ribo ARN, tac nhan lién két dac hiéu 1a phéi
tur trong Gng, va thay dbi & su biéu hién 1a sy diéu hoa ting hodc didu hoa giam; (n) yéu
t§ dap tmg hormon dwoc nhan biét boi thu thé nhan hodc mién lién két hormon cua
ching; (o) trinh tu lién két yéu t6 phién ma; va (p) yéu t6 dap ing dang da lugc (xem
Xiao et al. (2017) Nature Genetics, 49:1546-1552, doi: 10.1038/ng.3937). Céc vi du
khong gidi han vé cac gen ngd dich ma c6 thé duoc cho tién hanh chinh stta gen hudng
dich dé mang lai c4c tinh trang hiru dung bao gbm: (a) ZmIPK1 (ngd dung nap thude trir
¢ va khir phytat; Shukla et al., Nature. 2009;459:437-41); (b) ZmGL2 (sap tam mo

simg ngoai giam & 14; Char et al. Plant Biotechnol J. 2015;13:1002); (¢) ZmMTL (cam
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tmg cach cay don boi; Kelliher et al. Nature. 2017;542:105); (d) Wx1 (ham lugng
amylopectin cao; US 20190032070; duoc két hop toan bd & day bang cach vién din);
(e) TMS5 (bét duc duc man cam nhiét; Li et al. J Genet Genomics. 2017;44:465-8); (1)
ALS (dung nap thude trir cd; Svitashev et al.; Plant Physiol. 2015;169:931-45); va (g)
ARGOS8 (chéng chiu 4p luc han; Shi et al., Plant Biotechnol J. 2017;15:207-16). Cac
vi du khong gidi han vé cac gen dau tuong dich ma c6 thé dugc cho tién hanh chinh sira
gen dugc huéng dich dé dem lai céc tinh trang hitu dung bao gom: (a) FAD2-1A, FAD2-
1B (ham luong axit oleic ting; Haun et al.; Plant Biotechnol J. 2014;12:934-40); (b)
FAD2-1A, FAD2-1B, FAD3A (ham luong axit oleic ting va ham luong linolenic giam;
Demorest et al., BMC Plant Biol. 2016;16:225); va (c) ALS (dung nap thudc trir co;
Svitashev et al.; Plant Physiol. 2015;169:931-45). Céc vi du khong gi6i han vé céac gen
Brassica dich ma ¢6 thé dugc cho tién hanh su chinh stra gen dugce hudng dich dé dem
lai céc tinh trang hitu dung bao gdm: (a) gen FRIGIDA dé dem lai su ra hoa sém (Sun
Z, et al. J Integr Plant Biol. 2013;55:1092-103); va (b) ALS (dung nap thude trir co; US
20160138040, dugc két hop toan bo & day bang cach vién dan). Cac vi du khong gidi
han vé céc gen dich & cdy trdng bao gdm ngd va ddu trong ma co thé duge cho tién
hanh cac thay ddi di truyén dugc hudng dich ma dem lai cac kiéu hinh hitu dung bao
2dm céc gen dugc néu trong Cong bd don sang ché My s6 20190352655, 20200199609,
20200157554, va 20200231982, ma duge két hop toan bd & day bang cach vién din; va
Zhang et al. (Genome Biol. 2018; 19: 210). Theo céc phuong an nhét dinh, cac thay doi
di truyén dugc huéng dich c6 thé dugc két hop véi cac cdy ma chira SEQ ID NO: 3 bang
cac k¥ thudt tao gidng. Céc k¥ thuét tao gidng nhu vay bao gbm lai va/hodc su nhap ndi
gen bang céch lai lai v6i cAy me hdi quy. Trong céc phép lai nay, cac cdy ma chira SEQ
ID NO: 3 ¢6 thé 1a thé cho hodc thé nhan phén. Theo cac phuong an nhét dinh, cac cay
ma chira SEQ ID NO: 3 ¢6 thé dugc sit dung lam ciy me hdi quy & céc phép lai lai nay
dé nhap ndi su thay ddi di truyén dugce huéng dich vao trong ngudn gen thuc vat bao
gdm SEQ ID NO: 3. Theo cé4c phuong 4n nhét dinh, cdc cy ma bao gdm (céc) thay doi
di truyén dich c6 thé duoc st dung 1am cdy me hoi quy trong céc phép lai lai dé nhap
ndi vung bo gen bao gébm SEQ ID NO: 3 vao trong ngudn gen thuc vt bao gdm (cac)

thay dbi di truyén dich.

[0056] Theo cac phuong an nhét dinh, cac thuc vat dugce dua ra & ddy ma bao gém SEQ

ID NO: 3 ¢6 thé con bao g6m mot hodc nhiéu locut di truyén dem lai céc tinh trang nhu
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nang suét duoc cai thién, cac dic tinh thuc phém va/hoic thic dn dugc cai thién (vi du,
chét lugng hodc ) lugng dAu, tinh bot, protein hodc axit amin dugc cai thién), hi€u qua
sir dung nito duoc cai thién, cdc déc tinh st dung nhién liéu st dung dugc cai thién (vi
du, su san xudt etanol duoc cai thién), cac hé théng bét duc duc/bét duc duc co diéu kién
(vi du, bang cach huéng dich cac gen MS26, MS45 va MSCA1 ndi sinh), kha nang dung
nap thudc trir co (vi du, béng cach hudng dich cac gen ALS, EPSPS, HPPD ndi sinh,
hodc cac gen dich thudc diét co khac), su ra hoa dugc tri hodn, khong ra hoa, tinh khang
4p luc sinh hoc tang (vi dy, tinh khéng hu hai do con trung, tuyén tring, vi khudn, hozc
nim), tinh khang ap luc phi sinh hoc ting (vi du, khang han, lanh, nhiét, kim loai; hodc
mudi), tinh khang dd duoc tang cudng, toc do sinh truéng dugc tang cuong, sinh khéi
dugc tang cuong, kha ndng dam chdi duge tang cuong, kha nang dé nhanh dugc ting
cudng, thoi gian ra hoa dugc tri hoan, su gia hoa dugc tri hodn, sb lugng hoa ting, kién
truc duogc cai thién dé tréng mat dd cao, kha ning quang hgp duoc cai thién, khéi lugng
r& tang, s& luong té bao ting, sirc séng cay con dugc cai thién, kich thude cdy con duge
cai thién, tbe do phan chia té bao ting, hiéu qua chuyén héa dugc cai thién, va kich thude
mo phén sinh tdng khi so sdnh vdi cay d6i chung thiéu su thay dbi di truyén duge huéng
dich. Cac ngudn ctia céc locut di truyén nay bao gdm cic gidng canh tac uu ta, cac ho
hang hoang hai tuong thich sinh duc (vi du, Glycine soja), ngudn gen thuc vat ma da
dugc tién hanh gay dot bién ngdu nhién (vi dy, v6i tac nhan gay dot bién hoa hoc nhu
EMS hodc voi sy gdy dot bién bang tia gamma), va loai twong tu. Theo cdc phuong én
nhét dinh, cac locut di truyén nhu vay c6 thé duoc két hop véi cac ciy ma bao gdm SEQ
ID NO: 3 bing cic k¥ thuét tao gibng. Cac k§ thuét tao gibng nhu vay bao gdm lai
va/hogc sy nhap nodi gen bang cach lai lai v6i cdy me hdi quy. Trong cac phép lai nay,
cac cdy ma chira SEQ ID NO: 3 ¢6 thé 14 thé cho hodc thé nhan phén. Theo cdc phuong
4n nhét dinh, cdc cdy ma chita SEQ ID NO: 3 ¢6 thé dugc sir dung lam cay me hoi quy
trong cac phép lai lai nay dé nhap noi locut di truyén vao trong ngudn gen thuc vat chira
SEQ ID NO: 3. Theo céc phuong an nhét dinh, céc cdy ma bao gdm locut hodc cac locut
di truyén c6 thé duge st dung lam cdy me hdi quy & cac phép lai lai nhu véy dé nhap
ndi ving bd gen chira SEQ ID NO: 3 vao trong ngudn gen thuc vat bao gdm locut hodc

cac locut di truyén.

[0057] Sang ché ciing dé xuit phuong phap dé san xudt san pham thuc vat hang hoa hodc

vat liéu thuc vt bao gdm budc trdng ciy bat ky trong sd céc cdy da néu trén chira SEQ

29



51315 30/63

ID NO:3 hodc tré)ng céc cdy tr hat chira SEQ ID NO:3. Theo cac phuong an nhét dinh,
cac ciy va/hodc hat nhu vy dugce tudi, bon phan, va/hodce duge xir ly béng tac nhan sinh
hoc (vi dy, vi sinh vét c6 lgi cho thyc vat bao gém Bacillus sp., a Rhizobium sp., va loai
tuong tu), chit diét tuyén trung (vi du, chdt diét con trung carbamat hodc
organophosphat), chét diét con trung (vi du, chit diét con trung neonicotinoit, pyrethroit,
carbamat, hodc organophosphat) va/hodc chit diét ndm (vi duy, chat diét ndm
benzimidazol, imidazol, hodc strobilurin). C4c cdy co thé duge xtr ly béng cac phan bon,
tac nhan sinh hoc, chit diét tuyén trung, chét diét con tring, va chét diét nAm nhu vay
bing cac phuong phép bao gdm phun, x6ng khéi, va/hodc lam uét dat. Céc hat c6 thé
duoc xt 1y bang phan bon, tc nhan sinh hoc, chit diét tuyén tring, chat diét con trung,
va chit diét nAm nhu vy bang cac phuong phéap bao gdm ap dung theo ludng hodc bing
cach phit (vi dy, v6i thiét bi phu trdng, thiét bi pht quay, trong nhao tron, thiét b tang
s6i, va/hodc tang phun). Cac phuong phap va ché pham bao gbm céc chét gin két, chét
d6n, chét phi mang, va cac thanh ph?m hoat tinh nhu phéan bon, chét hoat dong bé mit,
chét diéu hoa sinh trudng, chét 1am kho cay tréng, chét diét nam, chét diét vi khuén, chét
kim ham vi khuan, chit diét con tring, va chit xua dudi con tring dé phu hat ma cé thé
duogc lam thich img dé st dung voi cac hat duge dua ra & day dugc boc 10 trong Béng

sang ché M§ s6 10745578, ma dugc két hop toan bd & day bang cach vién dan.

Cac phuong an

[0058] Cac phuong 4n khéc nhau vé cac phan tir ADN, cdy, bd phén cua cdy, bd gen,
nhidm sic thé, phuong phép, mau sinh hoc, va céc ché phém khac dugc md ta & day

dugc néu trong tip hop cac phuong an dugc danh sd sau day.
[0059] 1. Phan t& ADN bao gbm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3.

[0060]2. Phan tir ADN theo phwong an 1, trong d6 phén tit ADN nay la phan to ADN

dugc phéan lap, téng hgp, va/hodc tai tb hop.

[0061] 3. Phan tit AADN theo phuong an 1 hodc 2, trong do trinh tur polynucleotit cua
SEQ ID NO:3 dugc lién két hoat dong véi trinh tu polynucleotit bao gf”)m trinh tu khi
dong, tiy y trong d6 trinh ty khoi dong nay 1a trinh tu khéi dong ndi sinh, va fuy y trong
d6 trong d6 trinh ty khai dong ndi sinh nay dugc dinh vi ¢ trong nhiém sic thé cua thuc

vat.
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[0062]4. Phan tt AADN theo phwong 4n 1, 2, hodc 3, trong do trinh tu polynucleotit
ctia SEQ ID NO:3 va trinh ty khdi dong dugce lién két hoat dong voi don vi phién ma va
lam tang sy biéu hién clia ban phién ma hodc protein dugc ma hoa bdi don vi phién ma
nay & té bao thuc vat so v6i té bao thuc vat dbi ching bao g6m trinh tu khoi dong trong

su vang mit cla trinh tu polynucleotit ctia SEQ ID NO:3.

[0063] 5. Phan tir ADN theo phuong én bt k¥ trong s6 céc phuong 4n tir 1 dén 4, trong
d6 trinh tu polynucleotit cua SEQ ID NO:3 duge dinh vi tr khoang 10, 20, 30, 35, 40,
hodc 50 cé@p bazo (bp) dén khoang 70, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 240, 300, 400,
500, 1000, 2000, 3000, hodc 5000 bp cua vi tri bat dau phién méa cta don vi phi€n ma,
va tily ¥ trong d6 trinh ty polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc dinh vi tai dau 5' d6i véi
TSS.

[0064] 6. Phéan tr ADN theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an tur 1 dén 5, trong
d6 trinh tu khoi dong 1a trinh ty khéi dong thyc vat ndi sinh va don vi phién ma la don
vi phién ma thyc vat ndi sinh, trong d6 trinh tu khéi dong va don vi phién ma duoc dinh
vi trong nhiém sic thé thuc vat, va tly y trong d6 trinh ty khoi dong thuc vat ndi sinh
va yéu td don vi phién ma thyc vat ndi sinh 1a trinh tu khoi dong va don vi phién ma
thuc vat ciia ngd, dau tuong, bong, hodc cdy cai dau.

[0065] 7. MAu sinh hoc bao gbdm phén tt ADN theo phuong 4n bét ky trong s cac
phuong an tu 1 dén 6.

[0066] 8. Mau sinh hoc theo phwong 4n 7, trong d6 mAu nay bao gdm: (i) bét, sird, dau,
hoic tinh bdt; hodc (ii) bot thd hodc phién méng cua hat ngd, ddu tuong, bong, hodc cai
dau.

[0067]9. Nhiém sic thé thuc vat bao gdbm phén tit ADN theo phuong 4n bét ky trong sd
cac phuong éan tir 1 dén 6, tuy y trong d6 nhidm séc thé thuc vat 1a nhidm séc thé cay
ngd, dau tuong, bong, hodc cay cia dau.

[0068] 10. Nhiém séc thé thuc vét theo phuong an 9, trong doé nhiém sic thé thuc vat
nay 1a nhiém séc thé cia cay ngo.

[0069]11. Nhidm séc thé thuc vat theo phuong an 9 hodc 10, trong d6 mot hodc nhiéu
nucleotit cua SEQ ID NO:3 la nucleotit noi sinh cta nhidm séc thé thuc vat, ty y trong
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d6 it nhét 24 nucleotit ctia SEQ ID NO:3 1a cac nucleotit ngoai sinh dugc chén vao trong

nhiém sdc thé thuc vat.

[0070]12. Té bao thuc vat bao gbm phan tit ADN theo phuong 4n bét ky tfong s6 cac
phuong an tur 1 dén 6, thy y trong d6 té bao thuc vat nay 1a t& bao cdy ngd, dau twong,

bong, hodc cdy céi dau.

[0071] 13. Té bao thuc vét theo phwong 4n 12, trong d6 trinh tu polynucleotit cua SEQ
ID NO:3 duoc lién két hoat dong véi trinh tu polynucleotit bao gém trinh tu khéi dong,
trong d6 trinh ty khai dong nay la trinh tu khéi dong ndi sinh, va trong do trinh tu khoi

dong ndi sinh nay dugc dinh vi trong nhiém séc thé thuc vat.

[0072] 14. Té bao thuc vat theo phuong 4n 12 hodc 13, trong do té bao thuc vat nay 1a
té bao cay ngd. .
[0073] 15. Thé nuéi cdy mé cuia té bao c6 thé tai sinh dugc bao gém_ té bao thuc vat theo

phuong an 12.

[0074] 16. CAy chtra phan tit ADN theo phuong an bét ky trong sd cac phuong an tir 1

dén 6, tiy y trong d6 cdy nay la cdy ngd, ddu twong, bong hodc céy cai dau.

[0075]17. Cay theo phuong én 16, trong d6 cdy nay la cdy ngd, déu tuong, bong, hodc
cy cai dau.

[0076] 18. Cay theo phuong 4n 16 hodc 17, trong do trinh tu polynucleotit cua SEQ ID
NO:3 duoc lién két hoat dong voi trinh tu polynucleotit bao gém trinh tu khéi dong,
trong d6 trinh tu khoi dong nay 1a trinh ty khoi dong ndi sinh, va trong do trinh tu khéi

dodng ndi sinh nay duoc dinh vi trong nhiém sic thé thuc vat.

[0077]19. BO phén cta cay bao gdm phéan t&r ADN theo phuong an bét ky trong sb céc
phuong an tur 1 dén 6, tuy y trong d6 bd phan cta cdy la bo phan cta céy ngd, dau tuong,
bong, hodc cay cai dau.

[0078]20. Bb phan cla cay theo phuong 4n 19, trong d6 bo phén cia cay 1a b phén cua
cay ngo.

[0079]21. B phan cta cdy theo phuong 4n 19 hogc 20, trong d6 b phan cia cdy la hat,
tuy y trong d6 hat nay 1a hat ngo.
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[0080]22. BO phén cua cdy theo phuong an 19, 20, hodc 21, trong do6 hat nay 1a hat lai,
tiy v trong do hat lai nay 12 hat lai F1, va tiy y trong d6 hat lai F1 nay thé hién uu thé

lai.

[0081]23. BS phan cua cdy theo phuong an bat ky trong s cac phuong én tir 19 dén 22,
trong d6 hat nay 1a hat lai cing dong.

[0082]24. Phuong phap san xuét hat thuc vat, phuong phap nay bao gOm budec lai cay
theo phuong an bét k¥ trong s6 cac phuong én tix 16 dén 18 v6i cay thit hai d’é tao ra hat

thyc vat va tuy y thu hoach hat nay.

[0083]25. Phuong phép theo phuong 4n 24, trong d6 kiéu gen clia cay ndy va kiu gen

clia cay th hai 13 céc kiéu gen khac nhau va hat 12 hat lai.

[0084]26. Phwong phép theo phuwong 4n 24 hodc 25, trong d6 cdy nay hodc cdy thir hai
con bao gdm gen chuyén, su thay dbi di truyén dugc hudng dich, hodc locut di truyén
mang lai tinh trang mong mudn va hat dugc thu hoach bao gém gen chuyén, su thay dbi

di truyén duge huéng dich, hodc locut di truyén nay.

[0085]27. Phuong phéap san xudt hat thuc vat, phuong phéap nay bao gbm budc tu phdi
cdy theo phuong an bat ky trong sb cac phuong an tir 16 dén 18 dé san xudt hat thuc vat

va tuy y thu hoach hat nay.
[0086] 28. Phuong phap theo phuong 4n 27, trong d6 cdy va hat nay dugc lai cuing dong.

[0087]29. Phuong phap san Xuét cdy bao gdm tinh trang mong mudn duoc bo sung,
phuong phép nay bao gdm budc dua gen chuyén, su thay ddi di truyén duge huéng dich,
hoic locut di truyén mang lai tinh trang mong mubn vao trong cdy theo phuong an 16,
17, hodc 18.

[0088]30. Phuong phap san xuét san phdm thuc vat hang hoa, phuong phap nay bao
gdm budce xtt ly cdy hodc hat bao g6m phan tit ADN theo phuong an bét ky trong sb cac
phuong 4n tir 1 dén 6 va thu hdi san phdm thyc vat hang hoa tir cay hogc hat da duge xit
ly.

[0089]31. Phuong phap theo phuong an 30, san pham thuc vat hang hoa 1a bot tho hat,

tinh bot, sird, thirc an u xild, dau, hodc protein.

[0090]32. Phuong phap theo phuong 4n 30 hodc 31, trong do6 san pham thuc vat hang

hoa bao gém luong co thé phat hién dugc cia phan tir ADN.
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[0091]33. Phuong phéap san xudt vat liéu thuc vat, phuong phap nay bao gdm buéc trong
cly c6 yéu t6 1am ting su biéu hién bao gdm SEQ ID NO:3 dugc lién két hoat dong véi
polynucleotit md héa ban phién ma, trong do su biéu hién cia polynucleotit ma hoa ban
phién ma & cdy dd néu dugc tang khi so sénh vdi cay ddi chung thiéu yéu t6 lam ting

su biéu hién.

[0092] 34. Phuong phép theo phuong 4n 33, trong d6 viée trdng cdy bao gom it nhét mot
trong s6 cac budc gieo hat ma nay mam va tao thanh ciy, tudi nude cho hat hodc cay,
va/hodc xir Iy ciy hodc hat bé‘lng tac nhan sinh hoc, chét diét co, chit diét con trung, hodc

chét diét nim.
[0093]35. Phuong phép san xuét vat liéu thuc vat, phuong phéap nay bao gbm budc:

(a) cung cap cdy co yéu t6 lam ting su biéu hién bao gdm SEQ ID NO:3 dugc lién két
hoat ddng véi polynucleotit md hoéa ban phién ma, trong do su biéu hién cua
polynucleotit m& hoa ban phién ma dugc ting & cdy da néu khi so sanh v6i cdy dbi ching

thiéu yéu td lam tdng su biéu hién; va,

(b) tréng cy dudi cac diéu kién ma cho phép su biéu hién ctia polynucleotit thiic day
ban phién ma.

[0094]36. Phuong phép theo phuong an bat ky trong sb cac phuong an tr 33 dén 35,
trong d6 vat li¢u thuc vat bao gbm hat, tiy y trong d6 phuong phéap nay bao gbm budc

thu hoach hat tir ciy nay.

[0095]37. Phuong phép theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 33 dén 36,
trong do yéu t6 1am ting su biéu hién 12 trong trinh tu khoi dong ndi sinh ma dugc lién
két hoat dong vdi polynucleotit m& hoa ban phién ma hogc trong 5' UTR, intron, hodc 3
UTR cta polynucleotit ma hoa ban phién mé va trong d6 trinh tw khéi dong noi sinh, 5'

UTR, intron, hoic 3' UTR d4 néu dugc dinh vi & nhiém sic thé thuc vat.

[0096] 38. Phuong phép theo phuong an bat ky trong sd cac phuong an tir 33 dén 37,
trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc dinh vi ti khoang 10, 20, 30, 40,
hoic 50 cdp bazo (bp) dén khoang 70, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 240, 300, 400,
500, 1000, 2000, 3000, hodc 5000 bp tir vi tri bat diu phién ma cta don vi phién ma, va
fuy ¥ trong d6 trinh ty polynucleotit ciia SEQ ID NO:3 dugc dinh vi tai dau 5' d6i voi
TSS.
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[0097]39. Phuong phép theo phuong én bat ky trong s6 cac phuong 4n tir 33 dén 38,
trong d6 polynucleotit ma hoa ban phién ma la don vi phién mé thuc vat ndi sinh, trong
d6 trinh tu khoi dong va don vi phién ma dugc dinh vi & nhidm sic thé thuc vat, thy y
trong dé polynucleotit ma hoa ban phién ma la polynucleotit ma hoa ban phién ma cua

ciy ngd, ddu tuong, bong, hodc cdy cai dau.

[0098] 40. Phuong phép theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n tir 33 dén 39,

trong d6 cdy nay 1a cdy ngd va/hodc trong do hat la hat cua cay ngo.

[0099]41. Phuong phép xac dinh mAu sinh hoc bao gdm polynucleotit bao gdm gen thuc
vat duoc cai bién, bao gém budc phat hién sy biéu hién ctia SEQ ID NO:3 ¢ mau sinh

hoc.

[00100] 42. Phuong phép theo phuong an 41, trong do mau sinh hoc nay thu dugc
tir t& bao thuc vat, cdy, hodc bo phén cla cdy, thy y trong d6 bd phan cua cay 1a hat,

va/hodc ty v trong d6 cdy nay la ciy ngd, ddu twong, bong, hodc cly cai dau.

[00101] 43. Phuong phap san xuét cac axit nucleic bao gém trinh tu polynucleotit
cia SEQ ID NO:3, phuong phap nay bao gdm budc tach céc axit nucleic tir cdy theo
phuong 4n 16, 17, hodc 18 hodc tir b phén cta cy theo phuong an bét ky trong sb céc

phuong an tir 19 dén 23.

[00102] 44. Phuong phap san xuét hat thyuc vét duge xit 1y bao gdm bude cho hat
bao gdm phén t& ADN theo phuong 4n bét k¥ trong s cac phuong an tir 1 dén 6 tiép
xtc véi ché phém chia tic nhan sinh hoc, chét diét tuyén trung, chét diét con trung, hodc

chat diét nam.

[00103] 45. Phuong phap theo phuong 4n 44, trong d6 hat 1a hat ctia cdy ngd, dau

twong, bong, hodc cay cai dau.

[00104] 46. Phuong phép lam tang sy biéu hién cua trinh tu polynucleotit ¢ thuc vat,
phuong phép nay bao gdm bude cho biéu hién trinh tu polynucleotit ma lién kéf hoat
dong vai yéu t6 tang cuong su bidu hién bao gdm SEQ ID NO:3 va véi trinh tu khdi
dong, trong do su biéu hién cua polynucleotit dwoc tang khi so sanh véi cay dbi ching

thiéu yéu td 1am tang su biéu hién.

[00105] 47. Phuong phép theo phuong an 46, trong d6 cdy nay la cay ngo, dau tuong,

bong, hodc cay cai dau, tiy ¥ trong do trinh tu polynucleotit bao gdm gen ma mang lai
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nang suét duoc cai thién, cac dic tinh thyc phém va/hodc thirc dn dugc cai thién (v du,
chét lugng hodc s6 lugng dau, tinh bét, protein, hodc axit amin dugc cai thién), hi€u qua
st dung nito dugc cai thién, cac ddc tinh st dung nhién li€u sinh hoc dugc cai thién (vi
dy, su san sinh etanol dugc cai thién), sy ra hoa dugc tri hodn, khong ra hoa, khang ap
luc sinh hoc tang (v du, khang sy hu héng do con trung, tuyén trung, vi khudn, hoic
ném), khang ap luc phi sinh hoc ting (vi du, khang han, lanh, nhiét, kim loai, hodc muéi),
tinh chéng db dugc ting cudng, tdc do sinh trudng duge ting cudng, sinh khdi tang, su
dam chdi ting, dé nhanh ting, thoi gian ra hoa duoc tri hodn, sy gia hoa bi tri hoan, )
lwong hoa tang, kién tric ting d6i v6i trong cdy mat do cao, kha ning quang hop duogc
cai thién, khoi lugng ré ting, sb luong té bao tang, stc séng cdy con dugc cai thién, kich
thudce cdy con dugce cdi thién, tdc do phén chia té bao tang, hiéu qua chuyéh héa duogc

cai thién, va/hodc kich thuéc mo phan sinh ting

[00106] 48. Phuong phap theo phuong dn 46 hodc 47, trong do su biéu hién duge ting

& bd phan cta cdy, tuy y trong d6 bd phén nay 1a hat, la, thén, hoa, ré, than, hodc té bao.

[00107] 49. St dung phan t& ADN theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong én tir 1
dén 6 dé: (i) lam tang su biéu hién ctia mot hodc nhiéu yéu td dugc ma hoa bdi don vi
phién ma ma dugc lién két hoat dong vai trinh ty khoi dong & thuc vat; (i1) truyén tinh
trang hitu dung cho céy bao gbm phan tir ADN hodc phén tir ADN téi td hop, trong d6
tinh trang hitu dung nay tuy y lanang suét duoc cai thién, cac dic tinh thuc phém va/hodc
thtre an dugc cai thién (vi dy, chét luong hodc s6 lugng dau, tinh bot, protein hodc axit
amin duoc cai thién), hiu qua st dung nito dugc cai thién, cdc déc tinh sir dung nhién
liéu st dung duogc cai thién (vi du, sy san xuét etanol duoc cai thién), su ra hoa dugc tri
hoan, khéng ra hoa, khéng ap luc sinh hoc tang (vi dy, khing su hu hong do con trung,
tuyén tring, vi khuan, hodc nidm), khang 4p luc phi sinh hoc tang (vi dy, khang han,
lanh, nhiét, kim loai, hodc muéi), tinh khang db duoc tdng cuong, tdc do sinh trudng
duoc tdng cuong, sinh khdi duoc tang cuong, kha nang dam chdi duoc tang cuong, kha
ning dé nhanh dugc ting cudng, thoi gian ra hoa dugc tri hodn, sy gia hoa dugc tri hoan,
s6 luong hoa tang, kién tric duge cai thién dé trbng mat do cao, kha ning quang hop
duoc cai thién, khbi luong ré ting, ) lugng té bao ting, strc séng cdy con dugc cai thién,
kich thudc cdy con dugc cai thién, tbc d6 phan chia té bao tang, hiéu qua chuyén hoa
duoc cai thién, va/hodc kich thude mo phén sinh tdng so voi cdy d6i chung thiéu phén

t&r ADN téi t& hop; (iii) thu ciy hodc hat tir d6 thé hién tinh trang hitu dung cta (ii); hodc
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(iv) dé trong quan thé thuc vat thé hién tinh trang hitu dung cua (ii); tiy y trong do cay
cua (i), (ii), (iii), hodc (iv) 1a cdy ngd, ddu twong, bong, hodc cdy cai dau; hodc tuy y

trong d6 hat cta (iii) 1a cAy ngd, ddu twong, bong, hodc ciy cai dau.
Vi du thwe hién sang ché
[00108] Vidu 1.

[00109] Su chén yéu t6 ting cudng phién ma vao trong dich don & té bao trdn ctia ngd
bang NHEJ dugc minh hoa trong vi du nay. Céc té bao tran cta ngd dugc tao ra bang
cach st dung cac phuong phép da dugce thiét 1ap (xem US20190352655, ma dugc két

hop toan bo & day bing cach vién dan).

[00110] Céc té bao tran ctia ngd duoc tach tir vat liéu 14 tir cac cdy con B104, va
dugc chuyén nap véi cic oligo soi kép va cac RNP gdm protein Cas9 dugc tao phirc voi
bd ddi tractARN:crARN huéng dich trinh tu khoi dong ZmGlnl-3 (trinh tu crARN:
UACACGUACGAUUACAACCAGUUUUAGAGCUAUGCU; SEQ ID NO:5) va céc
oligo soi kép dugc mo ta dudi day. Phuc hop Cas9/tractARN/crARN dan dén su dut
gy soi kép & ADN 66 bp nguoc dong cua vi tri bét ddu phién ma cla ZmGlnl-3 (tire
16, gen Zm00001d017958 theo bd gen ngd B73v4 ma hoa polypeptit cia SEQ ID NO:6).
Ba loai oligo s¢i kép dugc thir nghiém: cAu hinh 24 nt chtra hai doan 13p cua trinh tu yéu
tb ting cuong, cAu hinh 36 bp chita ba doan 13p cua trinh tu yéu tb ting cuong, va chu
hinh 48 nt chtra bdn doan ldp ctia trinh tu yéu t6 tang cuong. Céc oligo dugce phosphoryl
d4u 5°, va chtra hai lién két phosphorothioat tai ca hai dau. La dbi ching, cac té bao trin
dugc chuyén nap véi chi cdc RNP, tire 1a khong c6 céc oligo bd sung. Mdi su chuyén
nap dugc thuc hién ba lan lap. Sau khi chuyén nap, céc té bao duogc rira, dugc U trong
48 gid. Khi két thuc thoi gian U, cac té bao duoc thu hoach cho su chun bi gADN and
ARN.

[00111] Pé phan tich céc vi tri chén, gADN duoc st dung lam khudén ma trén do
PCR duoc thuc hién voi céc mdi gén sudn vi tri chén. Sau khi thu don hat, cac san phém
khuéch dai thu dugc dugc giai trinh tw bdng phuong phap giai trinh tu thé hé méi. Cac
doan doc dugc can thang hang véi locut dich, va ti 1& phén tram céc doan doc chira trinh
tu yéu tb ting cudng dugc st dung 1am dai dién cho phén té bao ma dugc tich hgp trinh
tu ting cudong. SO liéu duge tbng hop trén Hinh 1. D&i vé6i su chuyén nap vai yéu to ting

cuong kép, 7% sb té bao dugc uéc lugng la da tich hop yéu t6 tang cudng tai locut dich
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Glnl-3. Déi véi cac té bao duge chuyén nap véi yéu t6 ting cudong bo ba hodc bd bén,
1An luot 12 44% va 41% sb té bao da duge tich hop yéu td ting cudng tai locut dich. Tht
ca cac sb dugc tinh trung binh qua 3 1an 13p sinh hoc. Sé lidu nay thé hién ring yéu td

b6 ba thuc hién t6t nhét ddi v6i hiéu qua chen.

[00112] Dé danh gia tac dong cula trinh tu yéu t6 ting cuong dugce chén dbi véi
murc biéu hién cta Glnl-3, ARN khéi duoc chiét tir cac té bao trin duoc thu hoach, va
dugc chuyén ddi thanh cADN. Sir dung qRT-PCR, mérc biéu hién ctia ZmGln1-3 dugc
do so v&i murc biéu hién ctia ZmActl, gen tham chiéu da biét r, sb lidu dugc téng hop
trén Hinh 2. O céc té bao duge chuyén nap véi yéu t6 ting cudng kép, mirc biéu hién
cia ZmGln1-3 1a khoéng phén biét duge véi cac té bao ddi chimg dugc chuyén nap véi
chi RNP. Tuy nhién, ¢ cac té bao duoc chuyén nap véi yéu tb tang cudong bd ba, mirc
biéu hién ctia ZmGln1-3 1a cao hon khoang 4,5 1An so v&i cac dbi ching. Pdi véi cac té
bao dugc chuyén nap véi yéu td ting cudng bd bén, n6 chi ting bing 2,7 lan. S6 lidu
nay chi ra rang ca yéu td tang cudong bod ba va bd bén déu tang cudng su bidu hién cuia
gen dich khi dugc tich hgp vao trong trinh tu khéi dong, nhung yéu t6 tang cudng bd ba

hiéu qua hon nhiéu.
[00113] Vi du 2.

[00114] Su phién ma dugc tdng cudng ¢ cac té bao tran cla ngd tai nhidu dich gen
v6i yéu td ting cuong 36 bp duge minh hoa trong vi du nay. Cac té bao trém ciia ngd
duoc tach tir vat lidu 14 tir cAy con B104, va dugc chuyén nap voi cac RNP gém Cas9
dugc tao phirc v6i bd doi tracrARN:crARN, hodc v6i hodc khong véi céc oligo yéu tb
tang cuong 36-nt duge phosphoryl hoa dau 5' soi kép (SEQ ID NO:3) vdi hai lién két
phosphorothioat trén céa hai dAu v6i trinh tu yéu t6 tang cuong 36 nucleotit (SEQ ID
NO:3). Ba crARN dugc st dung trong thi nghiém nay crARN tha nhét
(UACACGUACGAUUACAACCAGUUUUAGAGCUAUGCU; SEQ ID NO:5 hudéng
dich trinh tu khoi dong ZmGln1-3 (tikc lo, trinh tu khoi dong cua gen Zm00001d017958
theo bd gen ngd B73v4 md hoa polypeptit ciia SEQ ID NO:6). ctARN thir hai
(UGUAUCCGUAUUUAUACGUGGUUUUAGAGCUAUGCU; SEQ ID NO:7)
hudng dich trinh tu khéi dong ZmGlnl-4 (tec la, trinh ty khoi dong cla gen
Zm00001d051804 theo bd gen ngd B73v4 ma hoa polypeptit cia SEQ ID NO:8).
crARN thtr ba (CUCCAAGUGACCGAGCAAGAGUUUUAGAGCUAUGCU; SEQ
ID NO:9) huéng dich trinh ty khai dong ZmLc (tizc o, trinh tu khoi dong cua gen
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7Zm00001d026147 theo bd gen ngd B73v4 ma hoa polypeptit ctia SEQ ID NO:10). Mbi
su chuyén nap dugc thyc hién ba 14n 1ap. Sau khi chuyén nap, cac té bao duoc rira, dugc
u trong 48 gio. Khi két thuc thoi gian 1, cac t€ bao dugc thu hoach cho su chuan bi

gADN and ARN.

[00115] Dé phan tich cac vi tri chén, gADN dugc st dung lam khuon cho PCR
dugc thuc hién voi céc mdi gén suon vi tri chén, va sau khi thu don hat, cac san phém
khuéch dai thu duoc duoc giai trinh ty bing phuong phap giai trinh tu thé hé méi. Céc
doan doc duogc can théng hang véi locut dich, ti 1€ phén tram céc doan doc chira trinh tu
yéu t ting cudng duge st dung lam dai dién cho phan té bao ma duge tich hop trinh tu
ting cuong. Trén cac doan doc ma khong c6 trinh tu yéu té tang cudng, s6 luong cac
doan doc véi cac indel do NHEJ duge xac dinh. Hiéu qua chén & cé ba truong hop 1a
khoang mdt nira ctia tdng hiéu qua chinh stra (két hop cac doan doc vai chi cac indel va
cac doan doc véi oligonucleotit dugc chén), nhung hiéu qua chen tuyét ddi khéc gitra

céc dich, va 12 31% dbi v6i ZmGlnl-3, 9% dbi voi Glnl-4, va 12% ddi véi Le.

[00116] D& dénh gid tac dong cla trinh tu yéu t6 ting cuong SEQ ID NO:3 duoc
chén ddi véi mace biéu hién cta Glnl-3, ARN khdi duoc chiét tir cac té bao tran duoc
thu hoach, va duge chuyén déi thanh cADN. Str dung qRT-PCR, mttc bicu hién clia gen
dich (ZmGlInl-3, ZmGlnl-4, hodc ZmLc) dugc do so véi mirc biéu hién ctia ZmActl,
gen tham chiéu da biét 5. Cac két qua nay dugc tdng hop trén Hinh 3, thé hién sy ting
biéu hién cuaLc béng >400 1an, cia Gln1-3 bf?lng 2,3 1an, va cia Glnl-4 béng 1,9 1an do
su cheén trinh tu yéu t ting cudng ngd trong céc trinh ty khoi dong clia cac gen nay.
Xem xét ring chi phan té bao da tich hop trinh tu yéu td tang cudong, nhu duge thao luén
& trén, su tang biéu hién gen & céc té bao v6i yéu td ting cudng thdm chi cao hon, chi

ra rang yéu t6 ting cudng hoat dong t6t d 1am ting muc biéu hién cla nhiéu dich.
[00117] Vidu 3.

[00118] Viéc chinh stra va bién nap bd gen ngd duge minh hoa trong vi du nay.
Cac phdi chua truéng thanh tir dong ngd biéu hién phd bién nucleaza CRISPR/Cas &
nén B104 dugc bén phé bing cac hat vang duoc phu ARN dan huéng dich trinh ty khoi
dong Glnl-3 & gen Glnl.3 (#c lg, trinh ty khéi dong clia gen Zm00001d017958 theo
bd gen ngd B73v4 md hoa polypeptit cia SEQ ID NO:6) va cac oligonucleotit dugc

phosphoryl hoa dau 5' 5' sgi kép voi 2 lién két phosphorothioat tai ca hai du véi trinh
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tur yéu td tang cudng 36 nucleotit (SEQ ID NO:3), va plasmit ma hoa gen khang pat va
protein phét huynh quang. Qua thuc hanh nudi céy md tiéu chudn, véi su chon loc dbi
voi tinh khang pat va su phét huynh quang, cac cay dugc tai sinh chia yéu td tang cudng
36 bp ddy di hodc mot phin (SEQ ID NO:3). Mb 14 dugc lay tir cac cdy duogc tai sinh
cho su tach chiét gADN dé kiém tra sy c6 mit cua su chén st dung céc mdi gén suon vi
tri dich gARN. Viéc tang kich thude san phém khuéch dai cho phép chon loc céc sy kién
véi su chén ¢6 mat. Giai trinh tu san phém khuéch dai khéng dinh ré’mg su chen oligo
xdy ra tai cac vi tri dich duoc du doén, ma dbi voi Glnl-3 1a 66 bp ngugc dong cla vi
tr{ bat diu phién ma (TSS), v&i tinh hiéu qua nim trong khoang tir 0,4% dén 1,1%, nhu

duoc chi ra trong Bang 1.

[00119] Bang 1. Hiéu qua cua su chen yéu t6 ting cudng bo ba vao trong trinh tu

khoi dong ZmGlnl.3 qua sy bén pha.

Thi Phéi dwoe bin | Cac sw kién dwge | Cac su kién véisyw | %  hig¢u
nghiém pha tai sinh chén qua
ZM035 271 7 1 0,4%
ZM037 306 4 3 1,0%
ZM041 348 6 4 1,1%
ZM072 454 15 3 0,7%
ZM081 383 3 2 0,5%
[00120] ARN dugc chuén bi tir cac miu 14 duge 14y tir cac thé hé con non tir thi

nghiém bén phé don dugc hd trg dé chén yéu t6 ting cudong ngd trong trinh ty khoi dong
Glnl-3 va duoc chuyén déi thanh cADN. Sir dung qRT-PCR duya trén SYBR, mic biéu
hién ctia Gln1-3 va ZmActl ddi ching duge do. Cung céc cdy ciing duogc danh gia kiéu
gen dbi v6i su c6 mit cia yéu tb ting cuong. Cac két qua duoc tong hop trén Hinh 4,

chi ra céc cy tir cac su kién ma khong c6 yeu to ting cudng dugc chén ¢ cac mirc
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Gln1-3 thép, twong tw véi dbi chimg khong duge bién nap B104, trong khi c4c cay tur
céc su kién vdi yéu td tang cudng 36 bp (SEQ ID NO:3) ¢6 mit ¢6 cac mirc ma cao hon

4-10 14n so v6i dbi chimg.

[00121] Céac cdy chura su chén dugc tréng dén khi trurdng thanh, va duoc lai voi
cac cay B104 kidu dai. Quan thd TIBC1 dugc sinh ra theo cach nay dén tir cac di hop
tir cua cdy d6i v6i su chén yéu t6 ting cuong 36 bp chidu dai ddy du sau d6 dugc trong
cho phén tich khac. Tl cac cdy nay, mo la duoc 14y mAu dé danh gia kiéu gen déi voi
su chén bﬁmg PCR, va 14, long so khéi, va mo ré chinh duoc thu hoach cho su tach chiét
ARN, su téng hop cADN, va qRT-PCR dbi v6i GInl-3 va ZmAct1. Céc két qua clia céc
thi nghiém nay duogc thé hién trén Hinh 5. Cac ca thé voi su chén dugc so sanh véi cay
cung mau ma khong thira huong alen chén yéu t6 tang cudng, va véi cac ciy B104 kiéu
dai dugc trong ké bén céac cay T1BCI. O ca ré va long so khoi, ¢6 sy ting glp 2 1an va
dang ké (p < 0,05, kidm dinh t Student hai phia) ctia su biéu hién GIn1-3 & c4c cay co
su chén khi so sanh véi cac cAy cung mau ma khong c6 su chén va voi cac cdy B104. 0
chc 14, khong ¢6 su chénh lech dang ké & sw bidu hién c6 thé duge phat hién, c6 thé dugc
lién két voi thue té réng su biéu hién Glnl-3 3 rang rat cao & 14 khi so sanh véi r& va

long so khoi.
[00122] Vidu 4.

[00123] Vi du nay minh hoa sy tdng cuong cua su biu hién ban phién ma & té bao
dau tuong. Céc té bao trAn cta dau tuong duoc tao ra bang cach st dung cac phuong

phép da dugc thiét 1ap (xem US20190352655, ).

[00124] Hai plasmit duogc chudn bi cho sy chuyén nap té bao trin. Plasmit a6i
chung co6 cat-xet biéu hién véi trinh ty khai dong gen TIf1b dau tuong, 5' UTR, va codon
bit diu (SEQ ID NO: 11) didu khién sy biéu hién cta chi thi phat huynh quang GFP.
Plasmit thir nghiém khac véi plasmit d6i chung chi béi su chén cua yéu tb ting cuong
36bp ctia SEQ ID NO: 3, su chen nay la 484 nucleotit tr Codon bét dau dbi véi protein
Tfl1b (SEQ ID NO: 12).

[00125] Béang 2. Cac mirc biéu hién chi thi dau twong (c4c don vi dinh luong su

phét huynh quan ty y) tai cac thoi diém khac nhau sau sy chuyén nap
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Plasmit 16 gio 24 gi¢ 40 gio
ddi chimg (trung | 0,09/0,02 0,12/0,04 0,02/0,01
binh/dd 1éch chuin)
thir nghiém (trung | 0,61/0,10 0,74/0,08 0,52/0,14
binh/do 16ch chuén)
[00126] Su biéu hién ting ctia gen chi thi GFP dugc quan sét thay & té bao tran cia

dau trong dugc chuyén nap véi phuong an thir nghiém bao gbm su chén cla yéu td tang

cudng 36bp ctia SEQ ID NO: 3 ¢ trinh tyr khéi dong gen Tlf1b ddu tuong so véi cac db6i

chung dugc chuyén nap véi plasmit bao gdm trinh tur khdi dong gen TIf1b déu tuong tai

16 gio, 24 gio, va 40 gio sau chuyén nap.

[00127] Do rong va pham vi cia sang khong nén bi gi6i han boi phuong an bét ky

trong sO c4c phuong an 1am vi du dugc mod ta ¢ trén, ma chi nén dugc xac dinh theo céc

diém yéu cdu béo hd sau déy va cac twong duong cua chung.
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YEU CAU BAO HO
1. Phén t ADN bao gdm trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3.

2. Phan to ADN theo diém 1, trong d6 phan tr ADN nay 12 phan tr ADN dugc phan
lap, tong hop, va/hoic tai t6 hop.

3. Phan ttt ADN theo diém 1, trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc

dinh vi trong trinh tu polynucleotit bao gdm trinh tu khéi dong.

4. Phan tt ADN theo diém 3, trong d6 trinh tu polynucleotit ciia SEQ ID NO:3 va trinh
tu khai dong duogc lién két hoat dong v6i don vi phién ma va lam tang su biéu hién cua
ban phién ma hodc protein dugc ma hoéa bsi don vi phién mé nay ¢ té bao thuc vt so
v6i té bao thuc vat dbi chirng bao gom trinh tu khoi dong trong su vang mit cua trinh

tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3.

5. Phan tit ADN theo diém 4, trong d6 trinh tu polynucleotit ciia SEQ ID NO:3 dugc
dinh vi tir khoang 10, 20, 30, hodc 40 cdp bazo (bp) dén khoang 100, 240, 300, 400, 500,
1000, 2000, 3000, hoac 5000 bp cta vi tri bat dau phién ma cta don vi phién ma.

6. Phan tit ADN theo diém 4, trong d6 trinh ty khoi dong 1a trinh ty khoi dong thue vat
va don vi phién ma 1a don vi phién ma thyc vat, va tuy y trong do trinh tu khéi dong
thuc vat va don vi phién ma thuc vét la trinh tu khéi dong va don vi phi€én mé cua céy
ngd hodc cdy dau tuong.

7. Té bao thuc vét bao gdm phén tir ADN theo diém 3, trong d6 té bao thuc vt nay tuy
y 12 t€ bao thuc vat khong thé tai sinh duoc ma khong c6 kha ning duoc tai sinh dé tao
ra cay.

8. Té bao thuc vt theo diém 7, trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc
dinh vi trong trinh tu polynucleotit bao gdm trinh tu khoi dong, trong do trinh ty khoi
dong nay 1a trinh tw kh&i dong ndi sinh, va trong d6 trinh tu khéi dong ndi sinh nay duoc
dinh vi & vi tri tu nhién cta n6 ¢ b gen cua thuc vat.

9. Té bao thuc vat theo diém 7, trong do té bao thuc vat nay la té bao cdy ngd hodc dau

tuong.

10. Cay bao gdm phan tir ADN theo diém 3.

43



51315 44163

11. Cay theo diém 10, trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc dinh vi 6
trong trinh ty polynucleotit bao gbm trinh tw khoi dong, trong d6 trinh tu khoi dong nay
1a trinh tu khéi dong ndi sinh, va trong do trinh tu khéi dong ndi sinh nay duge dinh vi

& vi tri tu nhién ctia no6 trong b gen cua thuc vét.
12. B phan cta cdy bao gdm phén tit ADN theo diém 3.
13. B0 phén cta cay theo diém 12, trong d6 bd phén cta cdy 1a hat.

14. Phuong phép san xudt vat liéu thuc vat, phuwong php nay bao gbm budc trong cy
co yéu t6 1am tang su biéu hién bao gﬁ”)m SEQ ID NO:3 dugc dinh vi trong trinh tu khoi
dong, trong do yéu t6 1am ting su biéu hién ctia SEQ ID NO:3 va trinh tu khoi dong
duogc lién két hoat dong vé6i polynucleotit ma hoa ban phién mé, va trong do su biéu hién
cua polynucleotit ma héa ban phién ma trong cdy da néu dugc tang khi so sanh voi céy

doi ching thiéu yéu to lam tang su biéu hién.

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 viéc trdng cdy bao gdm it nhit mot trong 56
cac budc gieo hat ma nay mam va tao thanh cdy, tuéi nudc cho hat hodc cdy, va/hodc
Xt 1y cdy hodc hat bang tac nhan sinh hoc, chét diét co, chit diét con trung, hodc chét
diét ndm.

16. Phuong phép theo diém 14, trong d6 vt liéu thuc vét bao gém hat va trong do

phuong phép nay con bao gbm budc thu hoach hat tir cay nay.

17. Phuong phéap theo diém 14, trong d6 yéu tb ting cuong su biéu hién dugc dinh vi
trong trinh ty khoi dong ndi sinh ma dugce lién két hoat dong véi polynucleotit ma hoa
ban phién ma noi sinh va trong d6 trinh ty khoi dong ndi sinh va polynucleotit mé hoa
ban phién ma ndi sinh da néu dugc dinh vi & vi tri tw nhién cua ching trong bd gen cua
thuc vat.

18. Phuong phép theo diém 14, trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugce
dinh vi tir khoang 10, 20, 30, hoac 40 cdp bazo (bp) dén khoang 100, 240, 300, 400, 500,
1000, 2000, 3000, hodc 5000 bp tur vi tri bat dau phién mé cta don vi phién ma.

19. Phuong phéap theo diém 17, trong d6 thuc vat nay la cdy ngd hodc ddu tuong, trong
d6 trinh tu khoi dong noi sinh va polynucleotit ma hoa ban phién ma noi sinh 12 trinh tu

khoi dong nodi sinh cua ciy ngd hodc ddu twong va polynucleotit ma@ hoa ban phién ma
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ndi sinh dugc dinh vi & vi tri tw nhién cua ching trong bd gen cua cay ngd hodc dau

tuong.
20. Phuong phap theo diém 14, trong d6 thuc vat nay 1a cdy ngd hodc dau tuong.

21. Phuong phap san xuét vat liéu thuc vat, phuong phép nay bao gbm budc chen yéu
t6 1am ting sy phién ma cua SEQ ID NO: 3 trong trinh tu khoi dong cua cdy, va trong
cdy nay dé tao ra vat liéu thuc vat, trong do yéu td 1am tdng su biéu hién va trinh tu khoi
dong duogc lién két hoat dong v6i polynucleotit ma hoa ban phién ma, va trong do su
biéu hién cta polynucleotit ma hoa ban phién ma trong cdy nay dugc ting 1én khi so
sénh v6i cay dbi chung thiéu yéu t6 1am tang sy biéu hién.

22. Phuong phép theo diém 21, trong d6 viéc trong cdy bao gdm it nhit mot trong sb
cac budc gieo hat ma nay mam va tao thanh cdy, tudi nude cho hat hodc cdy, va/hoac
xi Iy cdy hodc hat bing tac nhan sinh hoc, chat diét cd, chat diét con tring, hodic chét
diét ndm.

23. Phuong phép theo diém 21, trong d6 vt liéu thuc vat bao gbm hat va trong d6

phuong phap nay con bao gdm buéc thu hoach hat tir cdy nay.

24. Phuong phap theo diém 21, trong d6 yéu td tang cuong su biéu hién duoc dinh vi
trong trinh ty khoi dong ndi sinh ma duoc lién két hoat dong vai polynucleotit ma hoa
ban phién ma ndi sinh va trong d6 trinh ty khoi dong ndi sinh va polynucleotit mi hoa
ban phién ma ndi sinh da néu dugc dinh vi & vi tri tw nhién cua ching trong bd gen cua

thuc vat.

25. Phuong phap theo diém 21, trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 duoc
dinh vi khoang 10, 20, 30, hodc 40 cdp bazo (bp) dén khoang 100, 240, 300, 400, 500,
1000, 2000, 3000, hodc 5000 bp tir vi tri bit du phién ma cta don vi phién ma.

26. Phuong phép theo diém 21, trong d6 thuc vat nay 1a cdy ngd hodc déu tuong, trong
d6 yéu té lam tang sy biéu hién duge dinh vi & trinh tw khoi dong ngd hodc déu tuong
ndi sinh ma duogc lién két hoat dong vai polynucleotit mad héa ban phién ma ndi sinh, va
trong d6 trinh tu khdi dong ndi sinh va polynucleotit ma hoa ban phién ma ndi sinh da
néu duge dinh vi trong vi tri tu nhién cua chung trong bo gen cua cdy ngd hodc dau

tuong.
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27. MAu sinh hoc bao gbm phan tit ADN theo diém 1, trong d6 mau sinh hoc nay tuy y
1a "khong tai sinh dugce" va khong co kha nang duge tai sinh thanh céy hodc bd phéan
cla cay.

28. MAu sinh hoc theo diém 27, trong d6 mau nay bao gé)m bot tho hat ngod, dau tuong,

bbng, hodc hat cai dau.

29. Phuong phép xac dinh mau sinh hoc theo diém 27 bao gdm polynucleotit bao gém
gen thuc vat dugc cai bién trong d6 trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:3 dugc dinh
vi trong trinh tu polynucleotit bao gbm trinh tu khéi dong, bao gbm budc phat hién sy
¢6 mit ctia SEQ ID NO:3 & mau sinh hoc nay.

30. Phuong phép theo diém 29, trong d6 mau sinh hoc nay thu dugc tir té bao thuc vat,
cdy, hodc bd phan cta cdy, ty y trong d6 bd phén cua céy 12 hat, va/hodc tuy y trong dé

cdy nay la cay ngo, diu tuong, bong, hodc céy cai dau.
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60

120

180

240
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gtatatttaa
taatcggcat
catgagcaac
atatccaaat
gaccaacaaa
attgaaataa
taaacggtct
ctgcttaatt
tttctggaac
ccectttttce
agagatgaag
tattggaact
ctcaaacgct
aattatgccc
gaaaatggag
gaaggttctc
tactaaagag
ccttttatgc
ggaggaccca
gagagaaaaa
aggatgggat
aattctttat
gattccaagg
ggaaaggata
caaaggcaat

cctgcacgga

aaaaattatg
cactaacttt
ttagcatttt
ttagaaatat
ttttaaaatc
tattatattt
atatattcca
aattatacgt
tagaatttgt
tccaacaaaa
agggcaaaat
tggtctgcat
tatactccat
tcttcatcag
aatcacgcac
tacgcaaggc
aatgctaaaa
ttttagttta
cacacacagg
actgggaaat
agaaataaat
tggatgagaa
gccccattct
actcgtcaca
tgttgagatg

tgcacttgat

ttgtatataa
taatcaagtt
aattataatg
gaatatcaac
atcatctcca
tcacagtgaa
ctttcaaatc
actaattaaa
gatcttttaa
gaatgcaaac
ggtttcttga
ctaagagtta
aggecgtgtct
gaatcttcca
gcacaaacag
atacaacaga
tgtggetett
ataataaaac
attacacatg
tttatatttt
2daaaaaagta
atatccatgc
gtgtttatga
tatcatgact
agccgaatta

ttatttctag

51315

taccaatatg
aaacgaagaa
atattggaag
ttataccaaa
tatgccacat
acgataccaa
ataatataaa
ctatgccacc
gcacgggatg
agaacttgaa
taaagaaggt
agtttttatt
agccttgaga
acaaaattaa
aaatttgcat
aatttctgca
caagaaacga
ggcagaagct
atgetttttt
taaatatttt
cacaataaga
atccggtgta
ccagcggaga
aatgtgattt
agagacaata

ccttttttca

10

accaacgaat
agtaggaact
tttaggaaag
ataagcaact
aattaataat
cctgcaattt
aaaatcaata
accaattagg
tgcatgtaca
taacataaaa
ccceccttect
ctgaaatgac
atttgtggtg
aagaaagact
agtgtgtgca
cgtccatggt
agcatttcct
tgacaacttg
tgacctgatc
ttacaaattt
gttgctaata
cagccaatca
gagaaagaga
cagcacaaac
tattagtagt

ttttttgttt

attccatgct
aaaagataaa
aaaacctaaa
aacagtttca
taagtctcaa
atttatgcaa
taacgaatgt
gecttttttat
cacacctcaa
tttcacatgc
cttttaccaa
ctcttaggca
gagttccttt
atggctaagg
aacaattaag
actagtagta
agaatttttg
caaaggggag
gagctgatgg
tttcagaact
gaataaaaaa
attaagaacc
gtggaaaagt
atcccagacc
agtgggagga

ttcctataga

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
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acttgtattt
aaaacacact
ctcccttcett
tccttgttcec
<210> 12
211>

<212>
<213>

ADN
<220>
223>

<400> 12
ctttttattt

taatataagg
taaattttat
atttttggta
gtatatttaa
taatcggcat
catgagcaac
atatccaaat
gaccaacaaa
attgaaataa
taaacggtct
ctgcttaatt
tttctggaac
ccectttttce
agagatgaag
tattggaact
ctcaaacgct

aattatgccc

2047

tctctagcta
cgatctacct
cctcagtaag

tcctcttaca

Nhan tao

téng hap

tttctgtatg
attttttata
acaataatta
catataaaat
aaaaattatg
cactaacttt
ttagcatttt
ttagaaatat
ttttaaaatc
tattatattt
atatattcca
aattatacgt
tagaatttgt
tccaacaaaa
agggcaaaat
tggtctgceat
tatactccat

tcttcatcag

aatctaaatt
tcaaagaaac
atcatcaact

cctgcaggat

tatgcatata
ctgttgttta
ttttaaaaaa
ttatactaac
ttgtatataa
taatcaagtt
aattataatg
gaatatcaac
atcatctcca
tcacagtgaa
ctttcaaatc
actaattaaa
gatcttttaa
gaatgcaaac
ggtttcttga
ctaagagtta
aggcgtgtct

gaatcttcca

51315

atgtattgca acatatttta aaggagggsc

ttttaagaca ttataaatat ggagcccaca

tgtattcctc acttccttag ctecctectct

g

ttatttgaaa
atcataaaac
ttatcttaaa
agtatataaa
taccaatatg
aaacgaagaa
atattggaag
ttataccaaa
tatgccacat
acgataccaa
ataatataaa
ctatgccacc
gcacgggatg
agaacttgaa
taaagaaggt
agtttttatt
agccttgaga

acaaaattaa
11

atttaattga
atcatatagt
aaattacttt
aattaagcta
accaacgaat
agtaggaact
tttaggaaag
ataagcaact
aattaataat
cctgcaattt
aaaatcaata
accaattagg
tgcatgtaca
taacataaaa
cccccttect
ctgaaatgac
atttgtggtg

aagaaagact

aatacactga
gaaaatttgt
aaaaaaatac
aatataaaaa
attccatgct
aaaagataaa
aaaacctaaa
aacagtttca
taagtctcaa
atttatgcaa
taacgaatgt
gettttttat
cacacctcaa
tttcacatgc
cttttaccaa
ctcttaggca
gagttccttt

atggctaagg

1860
1920
1980

2011

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

1020

1080
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gaaaatggag
gaaggttctc
tactaaagag
ccttttatgce
ggaggaccca
gagagaaaaa
aggatgggat
aattctttat
ccatgcatcc
ttatgaccag
atgactaatg
gaattaagag
ttctagectt
taaattatgt
agaaactttt

tcaacttgta

caggatg

aatcacgcac
tacgcaaggc
aatgctaaaa
ttttagttta
cacacacagg
actgggaaat
agaaataaat
tggatgagaa
ggtgtacagc
cggagagaga
tgatttcagc
acaatatatt
ttttcatttt
attgcaacat
aagacattat

ttcctcactt

gcacaaacag
atacaacaga
tgtgggtgtt
ataataaaac
attacacatg
tttatatttt
aaaaaaagta
atatgtaagc
caatcaatta
aagagagtgg
acaaacatcc
agtagtagtg
ttgtttttcc
attttaaagg
aaatatggag

ccttagctcc

51315

aaatttgcat
aatttctgca
caagaaacga
ggcagaagct
atgetttttt
taaatatttt
cacaataaga
gcttacgtaa
agaaccgatt
aaaagtggaa
cagacccaaa

ggaggacctg

tatagaactt

aggggcaaaa

cccacactcc

tcctcttect

12

agtgtgtgca
cgtccatggt
agcatttcct
tgacaacttg
tgacctgatc
ttacaaattt
gttgctaata
gcgcttacgt
ccaagggccc
aggataactc
ggcaattgtt
cacggatgca
gtattttctc
cacactcgat
cttcttcctc

tgttcctect

aacaattaag
actagtagta

agaatttttg

Caaaggggag
gagctgatgg
tttcagaact
gaataaaaaa
aagcgcttac
cattctgtgt
gtcacatatc
gagatgagcc
cttgatttat
tagctaaatc
ctaccttcaa
agtaagatca

cttacacctg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2047
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