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doan mdi dic hiéu dé nhan biét su kién C4-52-1 nay.
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Linh vue k§ thuit dwge dé cap
Giai phap hitu ich dé xuit phan tor ADN tai td hop c6 ngudn goc tir su kién

chuyén gen C4-52-1 va ciy ngd chuyén gen chiu han chtra phan tir nay.
Tinh trang ky thuat cta giai phap hiru ich

Ngb la cdy trong quan trong & nhidu vung trén thé gisi, da c6 nhiéu phuong phéap
cai tao gibng ngd nham tao ra ciy ngd c6 cac tinh trang dugc cai thién. Mot tinh trang
dwoc cai thién do 1a kha ning chiu duoc han dé dam bao cay ngd co thé thich nghi
duoc voi cac diéu kién moi trudong khac nghiét. Pa co nhiéu nghién ctru lién quan dén
viéc chuyén gen vao cdy ngd dé tang tinh chiu han, vi du, don ding ky giai phéap hitu
ich s6 2-2015-391 ctia Vién Nghién ctru Ngo di mo tad gen ModiCspB tix vi khudn
Bacillus subtilis dé tang cuong tinh chiu han cho cay, trong d6 gen nay dugc thiét ké
va chuyén vao cdy ngd boi vecto tach dong pPCAMBIA1300 dé chuyén vao cdy ngd.
Tai liéu nay ciing dé cap dén quy trinh chuyén gen vao cdy ngd nhim ting tinh chiu

han.

Biéu hién ctia gen chuyén chiu han trong cay la hitu ich dé tao ra cay c6 dac tinh
mong mubn, nhung ching c6 thé bi anh hudng bdi vi tri nhiém sic thé cia gen
chuyén, c6 thé béi cdu trac chét nhidm sic (vi du, chét di nhiém séc), hodc vi tri xung
quanh céc yéu tb diéu hoa phién ma (vi du, cac chét ting cudng) gan vai vi tri tich
hop. Vi Iy do nay, thudng can phai sang loc rét nhidu su kién bién nap dbi voi ting ca
thé dé co thé thu duoc su kién ¢ biéu hién tbi vu cua gen chuyén va do do ¢ tinh dac
hiéu mong mudn. Vi du, di quan sat thdy rang ddi véi cac su kién khac nhau, ciy c6
thé ¢6 nhiéu thay d6i trong muc biéu hién gen. Ngoai ra, co thé ciing c¢6 nhing khac
biét trong md hinh khong gian hodc thot gian biéu hién, vi du, co su khac biét trong
cac mure biéu hién cua gen chuyén lién quan trong cac mo thuc vat khac nhau, ma diéu
nay c6 thé khong tuong tmg véi cac md hinh dugc mong doi tr cac yéu td diéu hoa
phién ma c6 mat trong chu trac gen duoc dua vao. Vi 1y do nay, co6 thé phai tao ra hang
tram dén hang nghin su kién chuyén gen khac nhau va sang loc cac su kién nay dé thu
duoc su kién co cac muc biéu hién gen chuyén mong mubn va cac mo hinh c6 thé su

dung cho muc dich thwong mai. Nhu vdy, sy kién c6 cadc mirc hodc m6 hinh bi€u hi¢n
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gen chuyén mong mudn sau d6 c6 thé dugc sir dung dé tham nhép gen chuyén vao cac
nén di truyén thong qua lai hitu tinh bang cac phwong phap nhan giéng cay. Thé hé
con lai ctia cac gidng lai d6 s& ¢ cac dic tinh biéu hién gen chuyén cta thé bién nap
gbc. Didu nay c6 thé duoc sir dung @& dam bao biéu hién gen dang tin cay trong nhiéu
gidng khac nhau ma duoc lam cho thich nghi v6i cac diéu kién sinh trudng & dia
phuong cu thé.
Ban chit ky thuat ciia giai phap hiru ich

Dé giai quyét cac van dé néu trén, giai phap hitu ich dé xut phan tir ADN tai to
hop c6 ngudn gde tir sy kién C4-52-1 va cly ngd chuyén gen chira su kién nay thé hién
kha nang chiu dugc han co thé chép nhin dugc vé mit thuong mai, c6 hat giéng dai
dién dugc ndp Iuu tai Vién Nghién ctru Ngo, thi trin Phung, Pan Phuong, Ha Noi,
Viét Nam v6i s6 ndp luu NL-C4-52-1. Giai phap hitu ich ciing dé xuét hat gidng, thé
hé con lai, phan cia cdy, t& bao va cac san phdm hang hoa cia cay ngd chira sy kién
C4-52-1. Giai phép hitu ich cling dé xuit phwong phap san xuit su kién ngd chuyén

gen C4-52-1 chiu dugc han.

Giai phap hitu ich dé& xuit cdc phan tir ADN lién quan dén su kién cdy ngd C4-
52-1. Cac phan tir ADN nay c6 thé bao gdm cic trinh tu nucleotit 1a két qua cua hoac
c¢6 ngudn gdc tir: sy tiép hop gitra doan chén gen chuyén va ADN hé gen kep suon cua
su kién cay ngd C4-52-1, va/hoac mién ctia ADN hé gen kep suon ADN duoc chen.
va/hodc mién cia ADN chuyén gen dugc tich hop kep sudn vi tri chén, va/hodc mién
clia caxét biéu hién gen chuyén duoc tich hop, va/hodc trinh tu lién ké v&i mién bét ky
trong s& cac mién nay. Giai phap hiru ich cling dé xuit cac phan t ADN hitu ich lam
doan moi va diu do dé chin doan su kién cay ngo C4-52-1. Cay ngo, té bao cay, phén
clia cdy, cac san pham hang hoa, thé hé con lai va hat gidng tir cdy ngd bao chira cac

phan tir ndy ciing dugc dé cap.

Giai phép hiru ich ciing d& xuit phuong phap, ché phdm va kit hitu ich dé phat
hién su c6 mit cia ADN c6 ngudn gbce tir su kién cdy ngd C4-52-1. Giai phép hitu ich
cling dé xudt phuong phap phat hién su kién C4-52-1 bang cach cho méu chira ADN
tiép xuc voi tap hop doan moi ma khi dugc sir dung trong phan tng khuéch dai axit
nucleic voi ADN hé gen tlr su kién cAy ngd C4-52-1, s& thu duoc ADN duoc khuéch
dai dé phat hién su kién cay ngd C4-52-1, thuc hién phan Gng khuéch dai axit nucleic.

br?mg cach do6 tao ra ADN duoc khuéch dai va phét hién ADN duogc khuéch dai nay.
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Giai phap hitu ich cling dé& xuit phuong phép phat hién su kién C4-52-1 bang cach cho
méu chira ADN tiép xtic v6i ddu do ma khi st dung trong phan tng lai véi ADN hé
gen tir su kién C4-52-1 v6i phan tr ADN dac hiéu cho su kién cdy ngd C4-52-1, dé
thyc hién phan tng lai va phat hién su lai ctia dau do nay véi phan tr ADN. Kit bao
gdém phuong phép va ché phim theo giai phap hiru ich dé phat hién su c¢6 mat cua

ADN c¢6 ngudn gbc tir su kién cay ngd C4-52-1 ciing dugc dé xuit.

Gidi phép hitu ich dé xut cay ngd, hat gidng, té bao cay, cay thé hé con lai, phan
clia cdy, hodc san pham hang héa co ngudn gdc tir cdy, té bao cdy, hodc hat gidng cua
cdy ngd chtra sy kién C4-52-1 c6 kha nang chiu han. Giai phap hitu ich ciing dé xuét
cay ngd, hat gibéng, té bao cay, cay thé hé con lai, phin cta cdy, hodc san pham hang
héa chira phén tit nucleotit ¢6 trinh tu nucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1, va
cac phan bd sung va cac doan ciia né hoic phén tt ADN ¢6 mirc d6 gidng nhau vé
trinh ty it nhat 1a 90% so vdi trinh tw néu trong SEQ ID NO. 1. Giai phap hitu ich cling
dé xuét ciy ngd, hat gidng, té bao cay, cay thé hé con lai, phan cua cdy, hodc san pham
hang héa c6 nguén gbc tir cdy hodc hat gidng cua cay ngo6 chua sy kién C4-52-1 va
phén tr ADN ma tao ra phan tir ADN dugc khuéch dai c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO. 1.

Mo ta vin tit cac hinh vé

Hinh. 1 14 so @b gen chuyén cua sy kién C4-52-1 trong do tuong Gng véi vi tri
lién quan ctia mién tiép hop cta vé6i hé gen cua ciy ngd (duge dé cdp nhu SEQ ID NO.
1), trong d6 gen ModiCspB kich thugc 261bp duogc chén giita doan pro35S kich thudc
456bp va doan 35S kich thudc 256bp, dau 3° doan LB duogc tiép hop véi dau 5° cia hé
gen clia ciy ngo, tiép dén 1a trinh tu 35S kich thudc 175bp va doan Hyg kich thudc
678bp. Theo thir tu, tir trdi sang phai, sy kién C4-52-1 bao gdm doan LB, 35S (175bp),
Hyg (1026bp), pro 358 (678bp), 35S (256bp), ModiCspB (261 bp) va pro35S (456bp)
duoc tiép hop voi hé gen cay ngd tao ra ciu tric bao gbm trinh tu néu trong SEQ ID
NO.1 v6i 145 bp va 563 bp ciia hé gen cdy ngd o dau tiép hop 3> va 5° tuong ung,
trinh tu nay dai dién cho céc trinh tu tiép hop ctia su kién C4-52-1. Phan gach chan chi

cac nucleotit ctia h¢ gen cdy ngd lién ké.

Hinh 2 1a két qua PCR chimg minh két hop ctia gen modiCspB cia su kién C4-
52-1 vao h¢ gen cua cdy ngd dugce di truyén 6n dinh qua ba thé hé khao nghiém. Trong

do thé hién danh gia khao nghiém dbi voi 20 miu trong 3 thé hé lién tiép (tir T3 dén
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TS) voi 1 1a thang chuan, 2 1a d6i chung duong, 3 la dbi chimg am, 1a ciy khong
chuyén gen (dong nén), 5-20, gdm 15 miu dai dién cho su kién C4-52-1. (A) la két
qué thir nghiém dénh gia cho thé he T3, (B) la két qua thir nghiém dénh gia cho thé hé
T4 va (C) 1a két qua thir nghiém danh gia cho thé hé T5.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Céc dinh nghia va phuong phap duoc dé cip sau ddy nhdm xac dinh giai phap
hiru ich rd rang va hudng dan cho ngudi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat
nay thuc hién dugc giai phap hitu ich. Tru khi c6 quy dinh khéc, cac thudt nglr duoc
hiéu theo cach sir dung thong thuong bdi ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc

k¥ thuat lién quan.

Giai phap hiru ich d& xuit phan tir ADN ti to hop c6 ngudn gde tir su kién C4-
52-1 va cdy ngd chuyén gen chta sy kién C4-52-1 ma biéu hién chiu dwoc han. Su
kién nay chira doan ADN duogc chén vao trong nhiém sic t_hé/hé gen cda gen nguyén
sinh cta cdy ngd. Cay chira su kién nay c6 thé dugc tao ra bang cach: a) bién nap té
bao cdy c6 cdu truc axit nucleic chira gen chuyén quan tdm, b) tai sinh quén thé cdy tao
ra tir viéc chén gen chuyén vao trong hé gen cua cdy, va c) lua chon cy cu thé duoc
dac trung boi doan chén cua gen chuyén vao trong vi tri dac hiéu trong hé gen ciia cdy.
Thuat nglt "su kién" chi doan gen chuyén dac hiéu duogc chén vao vi tri ddc hiéu trong
hé gen. Cay chua sy kién nay bao gdm ca thé hé con lai ctia thé bién nap chira gen
chuyén dugc chén vao trong vi tri ddc hiéu trong hé gen cuia cay. Thé hé con lai d6 ma
¢6 thé duogc tao ra béng cach lai hitu tinh gifta cac thé bién nap, hodc thé hé con lai cua
no6 véi cdy khac. Céy khac d6 c6 thé 14 cay chuyén gen chira cung gen chuyén hoic
chira gen chuyén khac nhau va/hodc ciy khong chuyén gen nhu cy tir giéng khac
nhau. Thé hé con lai c6 thé duoc tao ra béng cach nguoc duoc lap lai véi cay bd me,
trong d6 ADN duogc chén va ADN kep suon tir bd me dugc bién ddi gen cO mat trong

thé hé con lai cua cay lai & cung vi tri trong hé gen.

Theo giai phap hitu ich, thuit ngit "cdy ngd" nghia 1a Zea mays L. va bao gdm tat
ca cac gidng cdy ma co thé dugc nhan gidng véi cdy ngd, bao gdm cdy ngd hoang dai
cling nhu cac ciy thudc giéng Zea mays L. ma cho phép nhan gidng gitra cac loai.

Thuét ngft "su kién" chi phan tir ADN tir thé bién nap gbc chira ADN duoc chén
va ADN hé gen cdy ngd kep suon gin ké ngay véi ADN duogc chén. Phan tir ADN nay
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duoc tao ra bang tac dong chén ADN chuyén gen vao trong hé gen cua cdy ngd, nghia
1a, bang cach bién nap. Do d6, phan tit ADN nay chira trinh tu nucleotit ma ca hai déu
dac hi¢u cho su kién va su kién dé chi 1én quan dén hé gen cda cdy ngo tao ra hé gen
ma ADN chuyén gen dugc chen, trong do trinh tu nucleotit nay chtfa ca trinh tu cua
mién dic hidu cia ADN hé gen clia cdy ngd va cta doan chén ADN éhuyén gen. Do
6, su sip xép ctia ADN duogc chén trong su kién C4-52-1 lién quan dén ADN hé gen
ngd bao quanh 1a ddc hiu va chi lién quan dén su kién C4-52-1. Phan tir ADN nay
ciing 1a phan tich hop cta nhiém sdc thé cia cay ngd chua su kién C4-52-1 va nhu véy

1a On dinh trong cdy va c6 thé dugc di truyén dén thé h¢ con lai cta cay.

Su kién C4-52-1 tao cho kha nang chiu dugc han khi st dung cho cay ngo.
“Han” chi sy thiéu hut nudc do méi truomg gay nén trong sudt qua trinh hodc timg giai
doan ma anh hudng dén su phat trién cta ciy. Mirc do ton thuong cia cay trong do
kh6 han gay ra c6 nhiéu mutrc khac nhau nhu chét, cham phat trién hodc van c6 thé phat
trién twong dbi binh thuong. Nhitng cdy trong c6 kha nang duy tri su phat trién va cho
nang sudt 6n dinh trong diéu kién kho han duogc goi l1a cdy chiu han. Kha nédng cda
thuc vat c6 thé giam thiéu mirc do tén thuong do thiéu hut nuéc gay nén goi la tinh

chiu han

Theo gi4i phap hitu ich, thuat ngit "ti td hop" chi dang ADN va/hodc protein
va/hodc sinh vat ma thuong khong tim thiy duoc trong tu nhién va chang han dwoc tao
ra boi su can thi€p cida con nguodi. Su can thi€p cia con nguoi co thé tao ra phan tu
ADN t4i td hop va/hodc cdy tai to hop. Theo giai phap hiru ich, “phan tir ADN tai t6
hop” 1a phan tir ADN chita cac phan tir ADN két hop ma thuong khong xuat hién
trong tu nhién ma 1a két qua ciia sw can thiép ctia con ngudi, vi du, phan tt ADN chira
it nhét hai phan tt ADN khéc loai két hop v6i nhau, va’hodc phén tt ADN duoc téng
hop nhén tao va chira trinh tu polynucleotit c6 ngudn goc tir trinh tuw polynucleotit
thuong xudt hién trong ty nhién, va/hodc phéan tir ADN chira gen chuyén duoc sat nhap
mdt cach nhan tao vao ADN h¢ gen cua té bao chu va ADN kep suon duogc két hop
ctia hé gen cua té€ bao chu. Vi du vé phan tir ADN tai to hop la phan tir ADN theo giai
phép hitu ich dugc tao ra bang cach chén gen chuyén vao trong hé gen cia cdy ngd, dé
cudi cing tao ra biéu hién ARN va/hodc phan tir protein tai to hop trong sinh vét do.
Theo giai phap hitu ich, "cay tai t6 hop" 1a ciy ma khong xuat hién trong tu nhién, ma

la két qua cta sy can thi€p ctia con nguodi va chira gen chuyén va/hodc phan tr ADN
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khéc loai dugc sat nhap vao trong hé gen cia cua cay. K&t qua cia sy bién doi boi con
nguoi la cay tai to hgp khac biét mdt cach rd rét véi cdy kiéu dai lién quan. Vi du vé

cy tai t6 hop 1a cdy ngd chira sy kién C4-52-1 theo giai phap hitu ich.

Theo giai phép hitu ich, thudt ngit "gen chuyén" chi phan tir polynucleotit duoc
hop nhit nhan tao vao hé gen cia té bao chi. Gen chuyén c6 thé khac loai vai té bao

chu. Thuat ngit "cdy chuyén gen" chi cdy chira gen chuyén do.

Theo giai phap hiru ich, thuat ngit "khac loai" chi phén tir thir nhat thuong khong
két hop vai phan tir thtr hai trong tu nhién. Vi du, phan ttr nay c6 thé c6 ngudn gbc tur
loai thir nhit va duge chén véao trong hé gen ciia loai thir hai. Do d6 phan tir nay sé

khéc loai v6i vat chu va duge hop nhat nhan tao vao hé gen cua té bao chu.

Theo giai phap hitu ich, thudt nglt “kham” chi phan tt ADN don dugc tao ra
bang cach dung hop phan tir ADN thtr nhat véi phan tir ADN thit hai, trong d6 thuong
phan tr ADN thtr nhit hodc phan tt ADN nay khong xuét hién trong cdu tric do,
nghia 13, dugc dung hgp véi nhau. Do do, phan tr ADN kham 1a phén tdt ADN ma

thuong khong xuét hién trong tu nhién.

Giai phap hitu ich d& xuét phan tir ADN va céc trinh tu nucleotit tuong img ctia
chung. Theo giai phdp hftu ich, thuat ngtr “ADN”, “phan t&¢ ADN”, “phéan tu
polynucleotit” chi phan tir ADN soi kép ctia hé gen hodc c6 ngudn gbc téng hop, nghia
1a, polyme cua cac bazo deoxyribonucleotit hodc ctia phan tir polynucleotit, doc tir ddu
5° (nguoc chiéu) dén ddu 3” (xudi chiu). Theo giai phap hitu ich, thuat ngfr “trinh tu
ADN”, “trinh tu nucleotit” hodc “trinh tu polynucleotit™ chi trinh tw nucleotit cia phén
td ADN. Danh phép theo giai phdp hitu ich la danh phap duoc quy dinh bdi cac bang 1
va 3, phu luc 2 cua tiéu chudn WIPO ST.25 (1998). Giai phap hitu ich dugc boe 1 véi
su tham chiéu t6i mot trong hai trinh tu nucleotit c6 trong h€ gen cua su kién chuyén
gen C4-52-1 tai vi tri cuia ADN chuyén gen dugc chen, dac biét c¢6 tham chiéu t6i trinh
tu néu trong SEQ ID NO. 1. Do d6, theo y nghia va ngudn gdc, céc trinh tu bd sung,
cling dugc dé cap trong linh vuc k¥ thuat nay 1a trinh tu bd sung déy du hoac cac trinh
tu bd sung nguge, déu thude pham vi cua giai phap hiru ich va do do ciing duge du

kién thudoc pham vi ctda doi tugng dugc yéu cau bao ho.

Giai phép hitu ich cling dé xuat cac phan tir ADN mau ma c6 thé dugc sir dung

nhu cac doan moi hodc cac dau do dé chan doan sy c6 méat cia ADN c6 ngudn goc tir
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su kién C4-52-1 trong mau. Cac doan moi hodc dau do do dac trung cho trinh ty axit
nucleic dich va nhu vay 1a hitu ich cho viéc nhan dang su kién cdy ngo C4-52-1 béng

cac phuong phép dugc md ta theo giai phap hitu ich.

Do d6, cac phan tt ADN va céc trinh tu nucleotit tuong Ung theo giai phap hiu
ich 1a hiru ich dé nhan biét sy kién cdy ngd C4-52-1, chon cac gidng cdy hodc cic cdy
lai chira sy kién C4-52-1, phét hién su c6 mit cia ADN c¢6 ngudn gbc tir su kién cdy
ngd C4-52-1 trong mau, va kiém tra su c6 mat va/hodc khong c6 su kién cdy ngd C4-

52-1 hodc cdy va phan cta cy chua sy kién cdy ngd C4-52-1 trong mau.

Giai phéap hitu ich dé cap dén cdy ngo, thé hé con lai, hat giéng, té bao cay, phéan
ctia cdy chang han nhu phin hoa, nodn, qua, hoa, r& hodc mé cua thin va l4 c6 ngudn
gdc tir cdy ngd chuyén gen chira sy kién C4-52-1. Mau dai dién cta hat gidng chira su
kién C4-52-1 da dugc ndp ndp luu tai Vién Nghién ctru Ngo, thi tran Phung, Pan
Phuong, Ha Noi, Viét Nam voi sb ndp luu NL-C4-52-1.

Cay theo giai phap hitu ich c¢6 thé xac dinh theo su kién ADN, bao gdm tir gen
chuyén, dén thé hé con lai. Theo giai phap hitu ich, "thé hé con lai" bao gdm céy, hat
gidng, té bao cdy, va/hodc phan cua ciy bat ky co thé tai sinh chtra su kién ADN c6
ngudn gde tir cdy va/hodc polynucleotit ban dau co trinh tu néu trong SEQ ID NO.1.
Cay, thé hé con lai, va hat giéng co thé 1a déng hop tir hodc di hop tir véi gen chuyén.
Thé hé con lai c6 thé dugc sinh trudng tir hat gidng duoc tao ra boi cdy chira sy kién

C4-52-1.

Giai phép hiru ich dé xuét phan ctia cAdy ma c6 ngudn gdc tir cdy ngd chira sy kién
C4-52-1 ¢6 kha ning chiu han. Theo giai phap hitu ich, "phdn ctia cdy" chi phan bét ky
ctia cdy chira vat liéu c6 ngudn gbc tir cay ngd chira su kién C4-52-1. Phén cia cdy
bao gdm, nhung khong chi giéi han &, phn hoa, hoa, r& hodc md cua than va la. Cac
phin ciia cdy c6 thé phat trién va ton tai doc 1ap, khong phat trién va ton tai doc lap, co

thé tai sinh va/hodc khong thé tai sinh.

Cay, thé hé con lai, hat giéng, té bao cay, phan cua cdy theo giai phap hitu ich o
thé dugc danh gia boi thanh phan ADN, biéu hién gen, va/hoac biéu hién protein. Su
danh gia nay c6 thé dugc thuc hién bang cich s dung cac phuong phap chuén nhu

PCR, thdm tach Northern, tham tach Southern, thAm tach Western, mién dich-két tua,
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va ELISA hodc bang cach sir dung cac phuong phap phat hién va/hodc céc kit phat
hién theo giai phap hitu ich.

Phuong phép khéac la k§ thuat giai trinh tw Pyro nhu dugc mo ta boi Winge
(Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). Trong phuong phap nay, oligonucleotit dugc
thiét ké ma chong 14n 1én ADN hé gen lién ké va tiép hop ADN cheén. Oligonucleotit
duoc lai voi san phém khuéch dai nhiét soi don (ban sao soi1 don) tir mién quan tam
(mot doan mdi trong sb cac trinh tu duoc chén véi mot doan mdi trong trinh tu hé gen
kep suom) va duogc u trong didu kién c6 polymeraza, ATP, sulfurylaza, luciferaza,
apyraza, adenosin 5° phosphosulfat va luciferin. Cac ddNTP duoc gan véo timg phan
tir mot va viée gin két thanh cong tao ra tin hiéu quang, tin hi¢u quang nay dugc do.
Tin hiéu quang ndy chi ra sw c6 mit clia doan chén gen chuyén/trinh tu kep suon nho

su khuéch dai, lai, va kéo dai tirng bazo thanh cong.

Céc vi du sau diy duogc dua ra nhim chimg minh cac vi du cia cdc phuong an
duoc wu tién nhét dinh theo giai phap hitu ich. Nguoi c6 hiu biét trung binh trong linh
vuce k¥ thudt nay s€ danh gia cao réng cac k¥ thuat duogc boc 16 trong cac vi du ma sau
khi trinh bay cdc phuong phap tiép can nay, c6 thé thyc hién duoc giai phép hitu ich,
va do d6 c6 thé duoc xem 1a cac vi du cdu thanh cac phuong an uu tién dé thuc hién
giai phap hitu ich
Vi du thuc hién gidi phap hiru ich
Vidu I: Bién nap cdy ngo va lwa chon sy kién

Vi du ndy mo ta cach tao ra cac su kién cay ngo chuyén gen va cach lva chon su
ki€n C4-52-1. Su kién C4-52-1 chiu han dugc tao ra béng cach bién nap truc tiép gen
modiCspB thong qua vi khudn Agrobacterium tumefaciens bdi vecto pCAMBIA 1300
theo quy trinh dugc mo ta trong don diang ky giai phap hitu ich s6 2-2015-391.

Trude tién, cic mo cdy bén ngoai tir dong ngd C436 dugc bién nap voi vecto
pCAMBIA 1300 chita gen modiCspB thong qua vi khudn Agrobacterium tumefaciens.
Tiép do, cac té bao bién nap dugc chon loc va céc té bao séng sot duoc tai sinh thanh
cdy. Quy trinh bién nap da tao ra cac cdy RO, v6i mdi cay RO la mdt su kién riéng biét,
doc lap. Céc su kién RO nay dugc sang loc béng PCR va phéan tich Southern dé loai bo
cac su kién tao ra phirc hop nhiéu phan tir va’/hodc ban sao. bé phan tich PCR, str dung

phén tich TAQMAN® d4u cudi v6i ADN dugc chiét tach. Trén co sé sang loc PCR,
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cac su kién danh s C1, C15, C4, C32, C13, C23 va C27 tuong Ung va cac l4n chon
loc dugc danh sb theo thir tu. Céc su kién RO nay sau do da dugc sang loc béng phan
tich Southern. Dé phén tich Southern, ADN tir cdy ngd, duoc phan cit bing BamHI,
va duoc lai bang cach st dung k§ thuét phan tich lai thdm tach Southern dé xac dinh sd
ban sao cta gen chuyén dugc chén vao trong hé gen ciy ngd va chon loc su kién co

cac doan cheén don.

Sau do, cac su kién nay dugc nudi ce”iy tao cay dé phan tich kiéu hinh va kha nang
sinh san dé nhan biét cac cdy khong cung loai. Tir viéc sang loc kiéu hinh va kha ning
sinh san trong buéng sinh trudng, céc su kién tdi vu duoc lya chon dé hoan thién. Cac
su kién dugc chon sau d6 dugc sang loc vé dic tinh chiu han trong cac buéng sinh
trudng. Cac ciy nay ciing da duoc phén tich bang cach phan tich Southern bac hai dé
gilt nguyén doan chén gen chuyén. Str dung dir liéu dugc thu thap tir cac phép phan
tich nay, cac su kién t8i vu duoc Ira chon dé hoan thién. Tiép theo, cac cdy chira cac
su kién t6i vu dugc d& xudt cho cac thir nghiém trén canh ddng. Dit liéu thir nghiém
trén canh ddng cho dic tinh cua cac cdy cho ting su kién trong s6 7 su kién trong mot
mua sinh trudng va cho 4 sy kién trong cac mua khac nhau. Trong nam thir nhit thu
nghiém trén canh déng, 7 su kién da dugc thi nghiém cho kha nang chiu han va su can
bang nong hoc & tbi thiéu 3 vi tri trong thiét ké thir nghiém trén canh dong lap lai

nhiéu 1an. Két qua dugc trinh bay trong bang 1.

Béang 1: Két qua thir nghiém trén canh dong mua thir nhit

Su kién
Cl [ CI5 | c4 | Cc32 | C13 | 23 | €27

Céc thong sb:

Hi¢u qua

Kha néng chiu han
trong thoi ky sinh Co Co Co Co Co Co Co

dudng
Nang suét: Co C6 Co C6 | Khong| Cb Co
Kha nédng sinh sén, A . . . . . A
Kidu hinh Khong | Co Co Co Co Co | Khong
Nong hoc
Ning suét: Co Co Co Co C6 Co Co
Khandngsinhsan, | o | o5 | co | co | o | Co | Co
kiéu hinh

Thr nghi€ém trén canh

ddng o6 dat khong? Khong| Co Co Co |Khong| Co6 |Khong
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Céac dit liéu nay sau do6 da duogc st dung dé lua chon céac su kién dan dau g6m
C15-15, C4-52, C32-17 va C23-6 dugc d& xuit cho cac thir nghiém trén canh dong
nam tht hai. Trong cac thit nghiém trén canh dong nam thir hai nay, ndm su kién dan
dau da duoc thir nghiém dbi voi kha nang chiu han va su can béng ndng hoc trong thiét
ké thir nghiém trén canh ddng lap lai nhidu 14n & 6 vi tri. Két qua dugc trinh bay trong

bang 2.

Bang 2: Két qua thir nghiém trén canh dong mua thi hai

Céc thong ) Su kién
Cl15-15 C4-52 C32-17 C23-6
Tinh hi¢u qua
Kh4 nang cl_11u hari trong thoi ky Cé Co Co Co
sinh dudng
Ning suit: Co Co co | Co
Kha nang sinh san, kiéu hinh Co Co Co Khong
Nong hoc -
Ning suét: C6 Co Co Co
Kha ning sinh san, kiéu hinh C6 Co Céo Co
Tht nghwézttlii% g;lh dong c6 Ch Cé Co Cé

Tur thtr nghiém néu trén, chon ra duoc ba su kién 1a C15-15-2, C4-12-5 va C32-
17-5 twong tng ma dép Gng cac chi tiéu thir nghiém trén dong rudng. Cac su kién nay
duoc lya chon, phat trién thanh cac dong ngd chuyén gen dé danh gi4 cac dic tinh tiép

theo.
Vi du 2: Ddnh gid dic diém nong hoc

Trong thir nghiém dénh gia hiéu vé dic diém néng hoc déi véi cac su kién (duoc
phat trién thanh cic dong ngd) thu dwoc tir Vi du 1, tién hanh danh gia trén dong rudng
v6i cac dong nén. Cac su kién C15-15-2, C4-52-1 va C32-17-5 duoc lua chon bd tri
danh gid so v6i cac dong véi nén twong tng khong chtta gen chuyén. Thir nghiém
dugc danh gia ngau nhién theo khoi nhéc lai ba 1in, mdi dong gieo 4 hang, mdi hang
dai 5 mét, khoang céch gieo 65x25x1 cm/cay/hdc va duge cham soéc theo quy trinh
chuin. Déi chtng 14 cac cay cung dong khong chuyén gen (dong nén). Dé thdng nhat,
ky higu cac dong chuyén gen 1a C15-15-2, C4-52-1 va C32-17-5, con dong khong
chuyén gen (dong nén) la C7N, C436(MB) va V152 tuong tmg.
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Phwong phép dénh gia theo huéng dan quy trinh khéo nghiém DUS vé khao
nghiém giéng ngd QCVN 01-56:2011/BNNPTNT. Két qua danh gia vé thoi gian sinh
trudng, hinh thai, kha nang chdng 6, chi tiéu ning sudt, trong lugng hat duge thé hién
trong c4c bang tir bang 3 dén bang 7. Két qua dugc xir ly théng ké trén phan mém

IRRISTAT 5.0.

Bang 3. Bdc diém hinh thai cua céc su kién chuyén gen va cac dong nén

STT | Tén dong Tung phén Phunrau | Chinsinhly | Chénh léch TP-
(ngay) (ngay) (ngay) PR (ngay)
1 C15-15-2 63 65 115 2
2 C7N 65 67 117 2 B
3 C4-52-1 63 64 117 1
4 C436 64 66 119 2
5 C32-17-5 68 69 122 1
6 V152 68 69 124 1

Bang 4. Kha ning chéng d6 va mirc do chdng chiu mot sé bénh chinh

STT | Téndong | Chéngdd | Bénhkho vin | Bénh gisit | Sau duc thian
1 C15-15-2 2 1 1 2
2 C7N 2 1 1 2
3 C4-52-1 2 2 1 2
4 C436 2 2 1 2
5 C32-17-5 1 1 1 2
6 V152 1 1 1 2
Bang 5. Mot sé ddc diém hinh thai ctia cac dong ngd thir nghiém
STT | Tén dong Chidu cao | Cao dong bép Dai co S6 nhanh co
cay
Cm |Cv% cm Cv% | Cm |[CV% | Cm CV%
1 C15-15-2 | 1443 | 79 | 71,5 | 6,5 | 53,2 | 7,6 | 14,5 7,6
2 C7N 1402 | 7,6 | 674 | 6,6 | 46,4 | 7.8 | 132 | 72
3 C4-52-1 | 164,5| 69 | 803 | 7.1 | 325 | 73 | 114 | 6.8
4 C436 166,3 | 6,5 | 782 | 6,7 | 31,5 | 73 | 113 6,9
5 C32-17-5 | 143,6 | 6,4 | 613 | 7.6 | 37,0 | 53 | 158 | 6.1
6 V152 148,5 | 6,2 | 63,5 | 7.4 | 386 | 56 | 162 | 64
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Bang 6. Cac chi tiéu cdu thanh nang suét ciia cac dong ngd thir nghiém

STT | Téndong | Chidudaibip | Pudngkinh | S6hanghat | S6 hathang
bap

Cm Cv% cm Cv% | Cm | CV% | Hat | Cv%
1 C15-15-2 17,8 7,6 3,2 6,3 11,5 7,0 243 5,8
2 C7N 18,3 7,7 3,1 6,8 11,7 7,3 24,1 5,7
3 C4-52-1 13,3 7,2 3.8 6,6 14,6 3,6 25,7 5,1
4 C436 13,1 6,9 3.8 7,0 14,5 4,6 26,4 5,0
5 C32-17-5 16,4 6,8 4,2 5,5 13,8 5,4 33,6 5.5
6 V152 15,7 7,1 4,1 6,1 13,5 5,0 27,5 5,7

Tur két qua danh gid ddc diem nong sinh hoc trén cac sy kién chuyén gen voi cac
dong nén cho thay rang khong co6 su khac bi€t dang ké & hau hét céac chi ti€u theo doi,
hay noi cach khéc, doi véi cac chi tiéu nong hoc, cay chuyén gen van gilt dugc cac dac

tinh nhu trén cdy ban dau trong diéu kién binh thuong.
Vi du 3: Thir nghiém kha ndang chiu han cho ciy ngo

Pé danh gia dic tinh chiu han mong muén cua cac sy kién chuyén gen, cac dong
thir nghiém danh gia vé dac diém nong sinh hoc tir Vi du 2 duoc danh gia khao nghiém
vé dic tinh chiu han. Phuong phap thir nghiém duoc tién hanh theo phuong phéap cua
Camacho va Caraballo (1994).

Thir nghiém danh gia kha ning chiu han cua cdy con dugc tién hanh trong diéu
kién nha ludi v6i 3 14n nhéc lai cho 2 cong thtre: CT1 1a cay dugc tudi nude dﬁy du,
CT2 trong diéu kién gy han nhan tao, trong d6 cdy con dén giai doan 4-5 14 duoc tién
hanh thir nghiém chiu han nhan tao bang cach khong tudi nude trong 14 ngay, sau do
phuc hdi trong 7 ngay bang cach tudi nude ddy du. Dbi ching 1a cac dong ng6 tuong
ting khdéng chuyén gen nhu néu trong Vi du 2.

Céc chi tiéu theo ddi bao gdm: kha ning phuc hdi va ty 1& sdng sot, thé tich ré
(Rv), chiéu dai ré dai nhat (LRL), chiéu cao cdy, (PH), khéi luong ré tuoi (SFW), khéi
lwong ré khé (RDW), khéi lugng than kho (SDW), ty 1é r& kho/than kho, tdng sinh
khéi kho (TMD). S6 liéu duogc xtr Iy théng ké trén phdn mém IRRISTAT 5.0. Céc két

qué duoc thé hién trong cac bang tir Bang 7 dén Bang 9.
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Bang 7. Céc chi tiéu danh gia kha nang chiu han cta cac dong ngd thir nghiém

STT | Téndong | Ty lé Dai than 14 Dai than ré

song | cT1 | CT2 | Tylée | CT1 | CT2 | Tylé
(%) giam giam
(%)* (%0)*
1 C15-15-2 | 453 | 71,4 | 50,6 | 29,1 | 30,5 | 225 | 262
2 C7N 41,5 | 70,7 | 49,6 | 29,8 | 30,7 | 21,8 | 29,0
3 C4-52-1 | 523 | 685 | 53,5 | 21,9 | 31,5 | 257 | 184
4 C436 284 | 712 | 494 | 30,6 | 28,7 | 19,5 | 32.1
5 C32-17-5 | 53,7 | 62,4 | 44,5 | 28,7 | 323 | 264 | 183
6 V152 27,8 | 61,5 | 42,1 | 31,5 | 31,5 | 192 | 39,0

CV(%) 4,4 7,6

LSDy s 2,99 2,39

(*): Ty 1€ giam cta CT2 (thtr nghiém) so véi CT1 (d0i ching)

Bang 8. Cac chi tiéu danh gia kha nang chiu han & cac dong ngd thir nghiém ¢ giai

doan cay con

TT Dong KL than twoi (g) | Ty 1& giam | KL ré twoi (g) | Ty 1é giam
CTl | CT2 (%0)* CTl | CT2 (%)%

1 | c15-152 | 112 | 2,84 74.6 8,15 | 2,46 69,8

2 C7N 109 | 281 742 8,01 | 241 69,9

3 | C4-52-1 103 | 2,9 71,3 773 | 2,57 66,8

4 C436 10,1 | 2,42 76,0 7,71 | 2,02 73,8

5 | C32-17-5 | 108 | 291 73,1 9,02 | 2,72 69,8

6 V152 10,1 | 2,34 76,8 9,03 | 2,16 76,1
CV(%) 6,7 8,4
LSDg 05 0,53 0,528

(*): Ty 1& giam ctia CT2 (thir nghiém) so v6i CT1 (d6i ching)

Bang 9. Céc chi tiéu danh gid kha ning chiu han & cadc dong ngd thir nghiém ¢ giai

doan cdy con

STT | Téndong P than kho (g) P ré kho (g) ré/than kho | Thé tich r& cm’
cti|cr2| ) |eri|er2| ) |eri| ce [eriler2|
1 | Cl15-15-2 [ 147|046 687 | 052|024 558 035|052 745|263 | 64.7
2 C7N 1,45 10,45 | 69,0 | 0,5 | 023 | 54,0 | 034 | 0,51 | 742 | 2.61 | 64.8
3 | C4-52-1 122052 574 | 047|026 46,7 | 039 ] 05 | 645|243 | 623
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4 C436 1,18 1042 | 644 |0450,17 | 61,7 | 0,38 | 0,4 |6,43]1,96| 69,5
5 C32-17-5 1,32 10,51 | 61,4 0,550,227 | 52,8 | 0,42 | 0,53 | 7,81 | 2,83 | 63,8
6 V152 1,28 10,41 | 68,0 [ 0,53 10,19| 61,8 | 0,41 | 0,46 | 7,75 | 2,38 | 69,3
CV(%) 8 6,7 8,4 5
LSDy o5 0,084 0,036 0,044 0,16

(*): Ty 1é giam ctia CT2 (tht nghiém) so voi CT1 (ddi ching)

Nhu vy, qua két qua thir nghiém cho thdy, tat ca cac dong thir nghiém déu cho
thdy c6 su giam vé kich thudc va trong luong so voi ciy trong trong diéu kién du
nude. Tuy nhién, véi cac dong chuyén gen c6 ty 1é giam thap hon so voi dong nén.
Qua sb liéu trén cho thrfly su kién C4-52-1 thé hién kha nang chiu han vuot troi so voi
cac dong thir nghiém con lai. Do d6, su kién C4-52-1 duoc lua chon dé danh gia khao

nghiém tiép theo.

Vidu 4: Khdio nghi¢m ddnh gid khd ning két hop vao hé gen va di truyén ciia gen
ModiCspB

ADN hé gen cua cdy ngo dai dién cho su kién C4-52-1 dugc dung cho cac phan
tng PCR duoc phan lap. Theo d6, khoang ching 0,1 g mo 14 da duoc nghién va dong
kho duge tron v6i 600 pl (microlit) chat dém phan giai (Tris 100mM,KCI 1 M, EDTA
10mM, pH =9,5), sau d6 dugc U tai 65°C trong thoi gian tir 45 dén 60 phat. Tiép theo,
6ng duoc tron lai va bd sung 200 pl chit dém két tua (natri axetat 5 M, pH =7.0), sau
khi trén déu, phan nay duoc ly tdm. Mdi phan 600 pl cua dung dich ADN dugc
chuyén vao dng sach va 500 pl isopropanol dong lanh duogc bo sung dé két tia ADN.
Sau khi ly tdm, hat ADN dugc rira bang etanol 70%, va sdy kho ngoai khong khi, sau
d6 ADN dugc tai huyén phu trong 250 pl nude.

Poan ADN hé gen ngd gin v6i doan chén gen chuyén duoc nhan 1én dé thu duoc
su kién C4-52-1 bang k¥ thuit PCR (TAIL-PCR) ma co s& cua k¥ thuat nay da duoc
mo ta bdi Liu va cdng su (Plant Journal 8: 457-463, 1995). Dé nhan biét ADN hé¢ gen
kep suon, thiét ké hai cap mdi 1dng nhau doc theo hé gen gan véi cac tiép hop kep
suon. Mot cap dugc thiét ké dé di ra khoi dau 5' ciia caxét bidu hién dugce tich hop va
bo khac duoc thiét ké dé di ra khoi déu 3' ctia caxét biéu hién duoc tich hop. Mdi st
dung bao gdbm mdi xudi: ACGGATCCATGGTGGAGGGC va mdi nguoc cho gen
ModiCspB: ACTAGCGGCCGCTTCCTTCGTGA va gen HygR bao gdm mdi xudi:
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AAAGCCTGAACTCACCGC va mdi ngugc: GCTTTCCACTATCGGCGA. Két qua

duoc xac dinh béng k¥ thuat lai Southern va realtime-PCR dugc thé hién trén Hinh 2.

Két qua danh gi4 trén Hinh 2 thé hién danh gia khao nghiém ddi voi 20 mau
trong 3 thé hé lién tiép (tir T3 dén T5) vai 1 1a thang chuén, 2 1a d6i ching duong, 3 1a
d6i chimg am, 14 cay khong chuyén gen (dong nén), 5-20, gdm 15 mau dai dién cho su
kién C4-52-1. (A) 1a két qua thir nghiém danh gia cho thé hé T3, (B) la két qua thur
nghiém danh gia cho thé hé T4 va (C) 1a két qua thtr nghiém danh gia cho thé hé T5.
Theo d0, cho thiy rang, ty 1¢ mang gen modiCspB cua su kién C4-52-1 dat xip xi
100% trén tong s& 15 mau dai dién dbi véi ca 3 thé hé. Didu nay cho thiy ring, gen
modiCspB trong su kién C4-52-1 dugc két hop va di truyén on dinh vao hé gen cua

cay ngo.
Vi du 5. Phén tich trinh tw viing diu noi ciia gen chuyén ciia sw kién C4-52-1

Poan gen chuyén dwoc phan tich trinh tu ¢ hai ving dau ndi (flanking region).
Trong chuyén gen bang vi khudn Agrobacterium, doan T-DNA nim giita 2 trinh tu lip
RB va LB trén vecto duoc chuyén vao hé gen thuc vat. Vung dau ndi sat voi trinh tu
RB duoc goi 1a ving dau nbi 5°. Vung dau ndi sat véi trinh tu LB duoc goi la vung
ddu ndi 3°. Céc ving dau nbi nay duoc phan tich bang phuong phap Genome Walking
PCR.

Tai dau 5°, phuong phap Genome Walking PCR da nhan duoc san phim c6 kich
thuée khoang 800 bp cd trinh tu néu trong SEQ ID NO.2. Sau khi giai trinh tu va so
sanh trinh tu nay véi trinh tu.vecto pCAMBIA 1300 bang cong cu BLAST. Chung toi
nhan thiy trinh tu thu duge c6 252 nu tring khdp véi vecto pPCAMBIA1300 tir vi tri
bam mdi 35SproGSP1 dén vi tri ving bo phai RB. Phan trinh tu con lai (gach chéan)
gbm 563 bp khong c6 su tring khdp duoc du doan 1a vung trinh tu thudc hé gen cay
ngd cua su kién C4-52-1. So sanh trinh tu nay va trinh tu nay voi co so dit liéu hé gen
ngo B73 (maizegdb.org). Ké"t qua cho thiy su tuong dong trén cac NST khac nhau, v6i

ti 16 trong dong cao nhat trén NST s 1.

Phén con lai cia trinh tu dau ndi 5° (g6m 341 bp) dugc so sanh véi cac co so dir
lidu. Két qué so sanh cho théy trinh tw ddu ndi 5’ thu duoc tuong déng V01 trinh tu trén

mot sO nhiém sdc thé nhu s6 7, s6 9, s6 3, va s 6 cua hé gen ngd B73.
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Tai diu 3°, xac dinh duoc mot trinh tu vung ndi ¢6 kich thude 438 bp duoc néu
trong SEQ ID NO.3. Trinh ty nay tring lap mot phan véi trinh tu ngoai LB cta vecto
pCAMBIA1300. Phén trinh tu khong trung 1ap (145 bp, gach chan) dugc so sanh véi
hé gen ngd, nhung khong x4c dinh dugc trinh tu twong ddng. Nguyén nhén c6 thé do
doan trinh tu thu duogc qua ngén va co sO dit li€u ciia hé genome ngd B73 co su khac

biét v6i hé gen cdy ngd chuyén gen.
Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Phan tir ADN t4i t hop c¢6 ngudn gdc tir su kién chuyén gen C4-52-1 duoc
chiimg minh c6 hiéu qua trong viéc biéu hién tinh chiju han di véi su kién C4-52-1 cla
cay ngo. Béng k§ thudt sinh hoc phan tir, cac tac gid da tao ra va chon loc duoc su kién
C4-52-1 dé tir d6 tao ra dwoc dong ngd chuyén gen chiu dugc han, giai quyét duge van
d& han han trong cac khu vuc trong ngd, gitp san xuét ndng nghiép bén ving hon,
giam thiéu duoc tic dong cua yéu t6 moi trudong, dic biét 1a nan han hén & cac ving

doi nui phia Bac va mién Trung trong qua trinh canh tac cay ngo.

Cay ngd chuyén gen thu dugce tir sy kién C4-52-1 duge ching minh c6 kha néng
chiu han va van gift dugc cac dac diém, yéu t6 nhu ciy ngd dong nén. Cay ngd chira
su kién C4-52-1 nay c6 kha nédng di truyén dn dinh qua cac thé hé. Pidu nay mo ra mot
huéng nghién ciru, lai tao cdy chuyén gen c6 kha ning chiu han, trg gitp cho k¥ thuat

lai tao giéng hién dai.
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2070

YEU CAUBAO HOQ

1. Phan tir ADN téi t6 hop ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 va trinh tu b6 sung day
du cua chung, trong d6 phan tir nay c6 ngudn goc tir su kién C4-52-1, mau dai dién cta
hat giéng ngod chuyén gen chiu han chtra sy kién C4-52-1 dugc ndp luu tai Vién
Nghién ctru Ngb, thi trin Phung, Pan Phuong, Ha No6i, Viét Nam, vai s6 ndp luu NL-
C4-52-1.

2. Céy ngd chuyén gen chiu han chira su kién C4-52-1, trong do cdy ngd nay chira
phan tir ADN t4i t hop c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va trinh ty bo sung day du
cua ching, mau dai dién cho hat giéng cay ngd nay dugc ndp luu tai Vién Nghién ciru

Ngo, thi trdn Phung, Pan Phuong, Ha N6i, Viét Nam, v6i s6 ndp luu NL-C4-52-1.
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dg9sy  dqr9z  dqgsz

. T ———.
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dq 9zo1
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dq s£1

o3u Aeo
ua3 9y |G ned
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<110>

2070

DANH MUC TRINH TU

Vién Nghién ctu Ngd

Thi trdn Phung, Pan Phuong, Ha Noi

<120> PHAN TU ADN TAI TO HOP cO NGUON GOC TU SU KIEN CHUYEN GEN C4-52-1
VA CAY NGO CHUYEN GEN CHIU HAN CHUA PHAN TU NAY

<130>
<160> 3
<170>

<210> 1

<211> 4347
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 1
GTACGGCCTC

AGGTTAAAGA

Trinh tu nhén tao

AATTTTTTAA

AATGCATAAA

AAAATTGTGC

phé&n tu ADN kham cua ADN hé gen cdy ngd va ADN gen chuyén

AATGCTTCGG

AGCTGGTTGG
ACACATTGCG
TTTTAGTACT
ATACAAATAC
CCCTAATTCC
ATCGACAGAT
CTATCGGCGA
TGTGTACGCC
CAAGCTGCAT
CGGAGCATAT
TAGCGCGTCT
TCGTATTGGG
TTGTCCGTCA
CAGTCCTCGG
TCGTCCATCA
CGCCATGTAG
CTAAGATCGG
AGTTCGGTTT
GTCAGGCTCT
GCAAAGTGCC
AGGACATATC
AGCTGCATCA
GCGGTGAGTT
GCTCGAGAGA
AAATGAACTT
CTTACGTCAG
TCTTTTTCCA
GCATCTTGAA
TTTTCTACTG
CCCGATATTA
TTGATATTCT
TGCTTTGAAG
CCATCTTTGG
TGATGGCATT
GCTGGGCAAT
GCCCTTTGGT
TCCACCATGT

TGGCAGGATA
GACGTTTTTA
GGATTTTGGT
ATACTAAGGG
CTTATCTGGG
CCGGTCGGCA
GTACTTCTAC
CGACAGTCCC
CATCGAAATT
ACGCCCGGAG
GCTGCTCCAT
AATCCCCGAA
GGACATTGTT
CCCAAAGCAT
CAGTTTGCCA
TGTATTGACC
CCGCAGCGAT
CAGGCAGGTC
CGCTAAACTC
GATAAACATA
CACGCCCTCC
GGTCGGAGAC
CAGGCTTTTT
GATAGATTTG
CCTTATATAG
TGGAGATATC
CGATGCTCCT
CGATAGCCTT
TCCTTTTGAT
CCCITTGTTG
TGGAGTAGAC
ACGTGGTTGG
GACCACTGTC
TGTAGGTGCC
GGAATCCGAG
CTTCTGAGAC
TGGCAAGCTG

TATTGTGGTG
ATGTACTGAA
TTTAGGAATT
TTTCTTATAT
AACTACTCAC
TCTACTCTAT
ACAGCCATCG
GGCTCCGGAT
GCCGTCAACC
TCGTGGCGAT
ACAAGCCAAC
CATCGCCTCG
GGAGCCGAAA
CAGCTCATCG
GTGATACACA
GATTCCTTGC
CGCATCCATA
TTGCAACGTG
CCCAATGTCA
ACGATCTTTG
TACATCGAAG
GCTGTCGAAC
CATTTCTTTG
TAGAGAGAGA
AGGAAGGTCT
ACATCAATCC
CGTGGGTGGG
TCCTTTATCG
GAAGTGACAG
AAAAGTCTCA
GAGAGTGTCG
AACGTCTTICT
GGCAGAGGCA
ACCTTCCTTT
GAGGTTTCCC
TGTATCTTTG
CTCTAGCCAA

TAAACAAATT
TTAACGCCGA
AGAAATTTTA
GCTCAACACA
ACATTATTAT
CTCGGACGAG
GTCCAGACGG
CGGACGATTG
AAGCTCTGAT
CCTGCAAGCT
CACGGCCTCC
CTCCAGTCAA
TCCGCGTGCA
AGAGCCTGCG
TGGGGATCAG
GGTCCGAATG
GCCTCCGCGA
ACACCCTGTG
AGCACTTCCG
TAGAAACCAT
CTGAAAGCAC
TTTTCGATCA
CCATCTCATT
CTGGTGATTT
TGCGAAGGAT
ACTTGCTTTG
GGTCCATCTT
CAATGATGGC
ATAGCTGGGC
ATAGCCCTTT
TGCTCCACCA
TTTTCCACGA
TCTTGAACGA
TCTACTGTCC
GATATTACCC
ATATTCTTIGG
TACGCAAACC
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GACGCTTAGA
ATTAATTCGG
TTGATAGAAG
TGAGCGAAAC
GGAGAAACTC
TGCTGGGGCG
CCGCGCTTCT
CGTCGCATCG
AGAGTTGGTC
CCGGATGCCT
AGAAGAAGAT
TGACCGCTGT
CGAGGTGCCG
CGACGGACGC
CAATCGCGCA
GGCCGAACCC
CCGGTTGTAG
CACGGCGGGA
GAATCGGGAG
CGGCGCAGCT
GAGATTCTTC
GAAACTTCTC
GCCCCCCGGCG
CAGCGTGTCC
AGTGGGATTG
AAGACGTGGT
TGGGACCACT
ATTTGTAGGT
AATGGAATCC
GGTCTTCTGA
TGTTATCACA
TGCTCCTCGT
TAGCCTTTCC
TTTTGATGAA
TTTGTTGAAA
AGTAGACGAG
GCCTCTCCCC

CAACTTAATA
GGGATCTGGA
TATTTTACAA
CCTATAGGAA
GAGCTTGTCG
TCGGTTTCCA
GCGGGCGATT
ACCCTGCGCC
AAGACCAATG
CCGCTCGAAG
GTTGGCGACC
TATGCGGCCA
GACTTCGGGG
ACTGACGGTG
TATGAAATCA
GCTCGTCTGG
AACAGCGGGC
GATGCAATAG
CGCGGCCGAT
ATTTACCCGC
GCCCTCCGAG
GACAGACGTC
ATCTGCGAAA
TCTCCAAATG
TGCGTCATCC
TGGAACGTCT
GTCGGCAGAG
GCCACCTTCC
GAGGAGGTTT
GACTGTATCT
TCAATCCACT
GGGTGGGGGET
TTTATCGCAA
GTGACAGATA
AGTCTCAATA
AGTGTCGTGC
GCGCGTTGGC

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
GCAAGCTTGC
TAGAAGTATT
CGAAACCCTA
AANATAGAGA
GATCGGGCTA
CTGCGGCCGC
CGAAGGAGAC
AGTGGACGAA
TGAACCACTT
GCAAGGAAAG
GATCCTCTAG
AGAGGAAGGG
ATCACATCAA
CCTCGTGGGT
CCTTTCCTTIT
CGATGAAGTG
GTTGAAAAGT
AGACGAGAGT
TCGTTTTACA
CACATCCCCC
AACAGTTGCG
TTTCTTGACA

ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTITGTGTGGA
CGAATTCGAG
ATGCCTGCAG
TTACAAATAC
TAAGAACCCT
GAGATAGATT
GAGTTCGTCT
TTCCTTCGTG
GGCCTGCCCC
CACATCGTCT
CACCTTGCCC
TGAAAGCAAA
AGTCGATCGA
TCTTGCGAAG
TCCACTTGCT
GGGGGTCCAT
ATCGCAATGA
ACAGATAGCT
CTCAATAGCC
GTCGTGCTCC
ACGTCGTGAC
TTTCGCCAGC
CAGCCTGAAT
GGATATCGTC

2070

CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
CTCGGTACCC
GTCACTGGAT
AAATACATAC
AATTCCCTTA
TGTAGAGAGA
TTGGAACCAT
ACGTTCGCGG
TCTTCCAGGG
TGACCCTCCA
TCCACCATGG
GATAGAAAAG
GGTCCTCTCC
GATAGTGGGA
TTGAAGACGT
CTTTGGGACC
TGGCATTTGT
GGGCAATGGA
CTCTGGTCTT
ACCATGTTGA
TGGGAAAACC
TGGCGTAATA
GGCGAATGCT
TGAAACCTTT

TTCCCGACTG
AGGCACcCcCA
GATAACAATT
GGGGATCCTC
TTTGGTTTTA
TAAGGGTTTC
TCTGGGAACT
GACTGGTGAT
TCAGATCCTC
CCTGCGGACC
TCTTGAACCC
CCTCGATGAA
ATCCTGCTAA
GTTTGGAAGC
AAATGAAACa
TTGTGCGTCA
GGTTGGAACG
ACTGTCGGTA
AGAAGCCATC
ATCCGAGGAG
CTGAGACTGT
CCTGCAGGCA
CTGGCGTTAC
GCGAAGAGGC
AGAGCAGCTIT
TGAGGTATGA

GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
TAGAGTCGAC
GGAATTAGAA
TTATATGCTC
ACTCACACAT
TTTTGCGGAC
TTCTGAGATG
GCGGTTTCCC
TTCGCCCTGG
GCCGAAGCCC
ACATGTGCTIT
CATGGTTCCC
ccatgTGAAC
TCCCTTACGT
TCTTCTTTTT
GAGGCATTCT
TTCCTTTTCT
GTTTCCCGAT
ATCTTTGATA
TGCAAGCTTG
CCAACTTAAT
CCGCACCGAT
GAGCTTGGAT
CTGAAGAGTC

AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
CTGCAGGCAT
ATTTTATTGA
AACACATGAG
TATTCTGGAG
TCTATCGACG
AGTTTTTGTT
TCGACGATCT
ATGGCGGAGA
TTCTCGGAGT
GTAAAGAGAA
GGCCGGGETCA
TTCCTTATAT
CAGTGGAGAT
CCACGATGTT
TGAACGATAG
ACTGTCCTTT
ATTACCCTIT
TTCTTGGAGT
GCACTGGCCG
CGCCTTGCAG
CGCCCTTCCC
CAGATTGTCG
TCATCCCCTC

GGCGCCTGAT

GGATTTGAGG

TCCCATGGCT

GCGCYGGCTT

GTCARAGAGA

GATTGGAAGY

TGGCGATWAA

GCGCCGACTG

AAGTCGCTCC

AGTCGTCGAT

GTAGTGTCAG

GGTAGGTGTC

CTAGCCATTG

CAGCGCATCT

TGGCCGAGGA

TGATGGGTAA

GTACGCAGTC

ATCACATCTT

CAGTTGCCCC

TGCGGCTCGG

GCAATAGTGG

TACAGACGAC

CAACCAGCCT

GGGTCCTGCT

TAGGCTCATA

CTTGTCGACG

TTGGAGACTT

TGAAGTTAGG

GGGCCACTGA

ATGGCCCCGA

GACGTGGAGT

GAGCGTCGAT

ACTCCACATG

TGTCCTSCTG

TCGATGTTGA

TGACGTCGGT

CCCGGGRAGG

GGAGTTGTCG

ATGTGGTGCC

TCGACCGTTC

CCGGGTCGTA

CCACCGGTTG

AGGCGATGGC

CGACTCAACT

CTAGTGGCCT

GACTTCGCGC

AGGGATGACG

TGATCCTGAT

CATACTCTTC

TCGGCGTCGA

ATCTCGT

<210> 2

<211> 815
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2

AGCTTGGCAC
CTTAATCGCC
ACCGATCGCC
TTGGATCAGA
TGGCGGGTAA
ATCCCCTCGG

TGGCCGTCGT
TTGCAGCACA
CTTCCCAACA
TTGTCGTTTC
ACTTGACAGG

Trinh tu nhén tao

TTTACAACGT
TCCCCCTTTC
GTTGCRCAGC
CCGCCTTCAG
ATATCGICTG

CGTGACTGGG
GCCAGCTGGC
CTGAATGGCG
TTTAAACTAT
AAACCTTTTIG

AAMNACCCTGG
GTAATAGCGA
AATGCTAGAG
CAGTGTTTGA
AGGTATGACT

phdn ta ADN kham cua ADN hé gen cdy ngd va ADN gen chuyén

CGTTACCCAA
AGAGGCCCGC
CAGCTTGAGC
CAGGAWATAT
GAAGAGTCTC

CGCCTGATGG

ATTTGAGGTC

CCATGGCTGC

GCYGGCTTGT

CARAGAGAGA

TTGGAAGYTG

GCGATWAAGC

GCCGACTGAA

GTCGCTCCAG

TCGTCGATGT

AGTGTCAGGG

TAGGTGTCCT

AGCCATTGCA

GCGCATCTTG

GCCGAGGATG

ATGGGTAAGT

ACGCAGTCAT

CACATCTTCA

GTTGCCCCTG

CGGCTCGGGC

AATAGTGGTA

CAGACGACCA

ACCAGCCTGG

GTCCTGCTTA

GGCTCATACT

TGTCGACGTT

GGAGACTTTG

AAGTTAGGGG

GCCACTGAAT

GGCCCCGAGA

CGTGGAGTGA

GCGTCGATAC

TCCACATGTG

TCCTSCTGTC

GATGTTGATG

ACGTCGGTCC

CGGGRAGGGG

AGTTGTCGAT

GTGGTGCCTC

GACCGTTCCC

GGGTCGTACC

ACCGGTTGAG

GCGATGGCCG

ACTCAACTCT

AGTGGCCTGA

CTTCGCGCAG

GGATGACGTG

ATCCTGATCA

TACTCTTCTC

GGCGTCGAAT

CTCGT

-22-

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4347

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
815



<210> 3

<211l> 438
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 3

TCTTAGCTTT
AAANCCAAAAT
ATTAAAAACG
TATATCCTGC
CGCGGTACAG
ATACTTTGGT
GAAGGAATGA
TTGTGCAATG

ACATGTTTTG
CCAGTACTAA
TCCGCAATGT
CACCAACCAG
GAAAACCATC
TTGTTACCGA
TCTCCCGTAC

2070

Trinh tu nhdn tao

TATTTGTAAA
AATCCAGATC
GTTATTAAGT
GCAACAGCTC
AATCCGGGAC
TGCTATTCGG
GGCCTCAGGT

TACTTCTATC
CCCCGAATTA
TGTCTAAGCG
CCCGACCGGC
GGCGTCAGCG
AATAACCGTT
TAAAGAAATT

AATAAAATTT
ATTCGGCGTT
TCAATTTGTT
AGCTCGGCAC
GGAGAGCGTT
GCTATTCTGG
TTTTAAAATG

phé&n tu ADN kham cua ADN hé gen cdy ngd va ADN gen chuyén

CTAATTCCTA
AATTCAGTAC
TACACCACAA
AAAGTGGCCA
GTAAGGCTAA
TGGGACAGAA
CATAAAAARAA

CTTCGGAG
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