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(57) Sang ché dé cap dén mot phan qua trinh nhén glong ciy va ciy chéng chiu véi thuoc
diét co. Sang ché ciing dé cap dén bién thé gen bién nap AAD-1 méi & cdy ngd bao gdm
trinh tu polynucleotit, nhu dugc dé cap trong ban mo ta nay, duoc cai xen vao vi tri ddc
hi¢u trong h¢ gen cua té bao ngd. Theo mot s6 phuong 4n, gen/trinh ty polynucleotit nay
c6 thé “két hop” véi tinh trang khac bao gbm, vi du, cac gen chong chiu thudc diét co khac
va/hodc cac protein trc ché con trung. Ngoai ra, sang ché d¢ cap dén thir nghiém phat hién
su c6 mit cua gen theo sang ché trong mau (cua hat ngo chang han). Phuong phéap nay c6
thé dya vao trinh ty ADN cua cau trac tai t6 hop, duoc cai xen vao hé gen ngd, va trén
trinh ty hé gen nim & sudn bén vi tri cai xen. Sang ché ciing dé cap dén kit va cac diéu
kién c6 thé dung dé thuc hién thir nghiém nay.
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Linh vuc ky thuat duoc dé cap

Séng ché& dé cap dén mot phin qué trinh nhan giéng cay va cay chong chiu véi
thudc diét cd. Sang ché ciing dé cap dén bién thé gen bién nap AAD-1 méi & cay ngod bao
gdm trinh tu polynucleotit, nhu dugc d€ cap trong ban mo ta nay, dugc cai xen vao vi tri
dac hiéu trong hé gen clia t& bao ngo. Ngoai ra, séng ch& dé cap dén thir nghiém phat hién
sur c6 mit clia gen theo sdng ché trong mau (cua hat ngod chéng han). Phuong phdp nay c6
thé dua vao trinh tu ADN clia céu tric téi t6 hgp, dugc cai xen vao hé gen ngo, va trén
trinh tw hé gen nim & sudn bén vi trf cii xen. Kit va céc diéu kién c6 thé dung dé thuc hién

thir nghiém nay ciing dugc dé cap.

Tinh trang ky thuat ctia sing ché

Gen AAD-1 (c6 ngudn goc tit Sphingobium herbicidovorans) ma héa protein
aryloxyalkanoat dioxygenaza (AAD-1). N6 c6 tinh trang chong chiu thudc diét c6 axit 2,4-
diclophenoxyaxetic va thudc diét cd aryloxyphenoxypropionat (thudng dugc goi 1a thuse
diét cb “fop” nhu quizalofop) va c6 thé dugc st dung 1am gen danh dau chon loc trong qua
trinh bién nap cay va trong nhéan giéng vudn uom. Ban than gen AAD-1, lién quan dén tinh
chong chiu thudc diét co & cay, da dugc dé cap déu tién trong Cong bs don qudc &€ s6 WO
2005/107437 (va ca US 2009-0093366).

Su biéu hién clia c4c gen di tuong dong hodc gen ngoai lai & cay bi anh hudng boi vi
trf gen ngoai lai dugc cii xen trong nhiém séc thé. Diéu nay c6 thé 1a do cau tric chat
nhiém sic (vi du, di nhiém sic) hodc mitc 6 gan giii clia cdc y&u t6 diéu hoa phién ma (vi
du, c4c gen tang cudng) gin vdi vi tri xam nhap (Weising va cdc dong tac gid, Ann. Rev.
Genet 22:421-477, 1988), chéng han. Ciing mot gen & cing mot loai thyc vat chuyén gen
(hodc sinh vat khac) c6 thé c6 bién déi 16n vé& mitc d6 biéu hién trong s6 cdc bién thé gen
khdc nhau. Ciing c6 thé c6 su khac nhau vé kiéu biéu hién theo khong gian hoac thoi gian.
Vi du, su khdc nhau vé su biéu hién tuong d6i clia gen chuyén & cdc mo cay khac nhau cé
thé khong tuong tng véi cac kiéu mong doi tir céc yé&u t6 diéu hoa phién ma c6 mat trong
cau tric gen dugc dua vao.

Do d6, mot lugng 16n bién thé gen thudng duoc tao ra va sang loc dé nhan dién mot

bién thé gen bi€u hién gen quan tam dugc dua vao dén muic do thoa dang cho muc dich
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dinh truéc. Nham muc dich thuong mai, ngudi ta thudng tao ra tir hang trim dén hang
nghin bién thé gen khéc nhau va sang loc cic bién thé gen nay dé thu duoc mot bién thé
gen c6 miic va kiéu biéu hién gen chuyén mong muén. Mot bién thé gen c6 mitc va/hoic
kiéu biéu hién gen chuyén mong mudn c6 thé dung dé du nhap gen chuyén vio nén gen
khéac bang cich lai chéo hitu tinh st dung cac phuong phép nhan giong thong thudng. Thé
hé con ctia cdc phép lai nhu vay van giit dugc céc dic diém biéu hién gen chuyén clia thé
bién nap géc. Cach thiic nay dugc st dung dé ddm béo su biéu hién gen chic chin & mot
s6 bién thé gen thich nghi t6t véi cdc diéu kién sinh truéng clia dia phuong.

Cong bo don yéu cau cép patent My s6 20020120964 A1 va 20040009504 A1 dé
cap dén bién thé gen ngd PV-GHGT07(1445) va ch€ phdm va phuong phap phat hién
chiing. Cong b6 don qudc t&€ s6 WO 02/100163 dé cap dén bién thé gen bong MONI5985
va ché phdm va phuong phap phét hién ching. Cong bd don quéc t€ s6 WO 2004/011601
dé cap dén bién thé gen ngd MONS863 va ché phdm va phuong phép phat hién ching. Cong
bo don qudc t&€ s6 WO 2004/072235 dé cap dén bién thé gen bong MON 88913 va ché
phdm va phuong phép phat hién ching.

Cong bo don qudc t&€ s6 WO 2006/098952 dé cap dén bién thé gen ngo6 3272. Cong
bd don qudc t&€ s6 WO 2007/142840 dé cap dén bién thé gen ngo MIR162.

Patent M§ s6 7,179,965 d€ cap dén bién thé gen bong mang gen cry1F va crylAc.

Séng ché dé cap dén bién thé gen ngd AAD-1 dic biét chua tiing duoc boc 10.

Ban chat ky thuat cta sang ché

Sang ché dé xu4t bién thé gen ngd AAD-1 dugc dat tén DAS-40278-9 cé hat dugc
luu gitt trong Bo suu tap giong chudn ctia My (American Type Culture Collection - ATCC)
Vi s0 truy nhap PTA-10244, va th€ hé con ¢6 ngudn gée tit chiing. Theo cac khia canh
khéc, sang ch€ dé xuat th& he cay con, hat hodc céc bo phan cé thé t4i sinh clia cay va hat
va thé hé con clia bién thé gen ng6 DAS-40278-9, cling nhu thuc phdm va thiic 4n gia stc
dugc ché bién tir chiing. Sang ché ciing d¢ xudt cdc bo phan clia cay tlr bién thé gen ngd
DAS-40278-9 bao gébm, nhung khong chi gidi han &, phan hoa, noan, hoa, chéi, r&, va 14,
vanhén cla t€ bao sinh dudng, t&€ bao phan hoa, va t& bao triing. Sdng ché ciing dé xuat cay
ng6 c6 tinh chong chiu thudc diét cd phenoxy auxinic va/hodc aryloxyalkanoat, thanh phan
gen méi clia bién thé gen ng6 DAS-40278-9, va cdc khia canh vé dic tinh nong hoc clia
cay ngo bao gém bién thé gen ngd DAS-40278-9.
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Sdng ch& dé xuit mot phan qud trinh nhan gidng cay va cay c6 tinh chéng chiu
thudc diét cd. Sng ché dé xuat bién thé gen bién nap aad-1 & cay ng6 bao gém trinh tu
polynucleotit, nhu dugc dé cap trong ban mo ta nay, dugc cai xen vao vi tri dac hiéu trong
hé gen clia t€ bao ngo.

Theo mot s6 phuong 4n, gen/trinh tu polynucleotit nay c6 thé dugc “két hop” véi
tinh trang khac bao gém, vi du, cdc gen chdng chiu cac thudc diét co khic va/hodc protein
tic ché sau bo. Tuy nhién, sdng ché con dé xuét cay c6 mot gen, nhu dugc dé cap trong ban
mo ta nay.

Tinh trang bS sung c6 thé dugc két hop vao hé gen cay nho qua trinh nhan giéng
cy, bién nap lai thuc vat chuyén gen chita bién thé gen ngé DAS-40278-9, hoidc bd sung
tinh trang méi thong qua qué trinh xam nhap huéng dich nho téi t6 hop tuong dong.

Cac phuong 4n khéc gém qud trinh ct trinh ty polynucleotit bao gém bién thé gen
ngo DAS-40278-9 bao gom, vi du, catxet biéu hién gen pat. Khi cat trinh tu polynucleotit,
bién thé gen da dugc ci bién c6 thé dugc hudng dich lai & vi trf nhiém séic thé dac hiéu
trong d6 trinh tu polynucleotit bd sung dugc két hop véi bién thé gen ngd DAS-40278-9.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xu4t vi tri nhiém séc thé huéng dich cia ngd nim
trén nhiém séc thé 2 & khoang 20cM giita cac gen danh ddu SSR UMC1265 (xem SEQ ID
NO:30 va SEQ ID NO:31) va MMCO111 (xem SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33) &
khoang 20cM trén ban do lién két ciia ng6 2008 DAS, trong d6 vi tri dich bao goém axit
nucleic di tuong ddng. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xudt vi tri nhiém sic thé huéng
dich clia ngd bao gém vi tri dugc xac dinh trong hodc bsi SEQ ID NO:29 va phéan con lai
ctia chiing 13 nhu dugc dé cap trong ban mo ta nay, la da biét d6i véi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phap tao ra cy ngd chuyén gen bao
gdm budc cai xen axit nucleic di tvong dong & vi tri trén nhiém séc thé 2 & khoang 20cM
gifta cdc gen danh dau SSR UMCI1265 (xem SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:31) va
MMCO0111 (xem SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33) & khoéhg 20cM trén ban d6 lién két
ctia ngd 2008 DAS. Theo phuong dn khéac nita, axit nucleic di tuong dong da dugc cai xen
12 d4u 5' bi ndm & sudn bén bdi toan bd hodc mot phan trinh tu ndm & sudn bén 5' nhu duoc
xéc dinh trong ban mo ta nay lién quan d&€n SEQ ID NO:29, va d4u 3’ bi ndm & sudn bén
boi toan b hodc mot phén trinh ty ndm & sudn bén 5' nhu dugc xac dinh trong ban mo ta
nay lién quan dén SEQ ID NO:29.
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Ngoai ra, séng ché dé xut cic thir nghiém dé phat hién su c6 mat clia gen theo séng
ché trong mAu (ctia hat ngo chéng han). Céc thit nghiém nay c6 thé dua vao trinh tw ADN
clia c4u trdc ti t6 hop, dugc cai xen vao hé gen clia ngo, va trén trinh ty hé gen nam &
sudn bén vi tri cai xen. Sdng ché cling dé xust kit va c4c diéu kién c6 thé ding dé thuc hién
cac thir nghiém nay.

Do d6, sang ch& dé€ xuat mot phan qué trinh tdch dong vo tinh va phan tich trinh tu
ADN cutia doan cai xen AAD-I nguyén ven, va cdc ving bién clia ching (& cdc dong ngo
chuyén gen). Trinh tu nay 12 duy nh4t. Dya vao trinh tu cai xen va trinh tu bién nay tao ra
doan méi dac hiéu bién thé gen. Phan tich PCR da chiing minh dugc ring cdc bién thé gen
nay c6 thé duoc nhan dién nhd phan tich sén phdm khuéch dai PCR dugc tao ra bang céc
doan méi dac hiéu bién thé gen nay. Do d6, cdc qué trinh lién quan nay hoac cic qua trinh
lién quan khac c6 thé dugc st dung dé nhan dién duy nhat cdc dong ngo6 bao gém bién thé

gen ngo theo sang ché.

Mo ta vat tat cac hinh vé

Fig. 1 thé hién ban d6 plasmit cia pDAS1740.

Fig. 2 thé hién cdc thanh phén clia doan cai xen v6i DAS-40278-9 (pDAS1740).

Fig. 3 thé hién ban d6 gi6i han va cdc thanh phan clia doan cai xen véi DAS-40278-
9 (pDAS1740).

Fig. 4 thé hién san phdm khuéch dai, doan mdi, va qua trinh tdch dong vo tinh véi
doan cai xen ADN va viing bién v6i DAS-40278-9.

Fig. 5 minh hoa cdc vi tri doan m6i d6i véi doan cai xen va vung bién véi DAS-
40278-9.

Fig. 6 minh hoa viing n6i va qud trinh cai xen véi DAS-40278-9.

Fig. 7 1a so d6 nhan gidng trong vi du 7.
Mo ta vat tat trinh t |

Trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-28 12 cic doan m6i nhu dugce dé cap trong ban mo
ta nay.

SEQ ID NO:29 thé hién trinh tu cai xen va trinh tu ndm & sudn bén d6i véi gen theo
sang ch&€ DAS-40278-9.

Trinh tu néu trong SEQ ID NO:30-33 1a doan m6i cho cac gen ddnh d4u nim &

suon bén nhu duoc mo ta trong vi du 4.
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Mo ta chi tiét sing ché

Séng ché dé xuat mot phan qud trinh nhan giong cay va cay c6 tinh chong chiu
thudc diét cd. Sang ché dé xuit dang bién nap mdi cla cay ngd bao gom trinh tu
polynucleotit aad-1 theo sang ché, nhu dugc dé cap trong ban mo ta nay, dugc cai xen vao
vi trf d4c hiéu trong hé gen ctia t& bao ngo6. Theo mot s6 phuong 4n, trinh ty polynucleotit
nay c6 thé dugc “két hop” vdi tinh trang khdc (nhu cdc gen chong chiu thudc diét ¢ khac
va/hodc cdc gen ma héa protein tic ché sau bo, ching han. Theo mot s6 phuong én, trinh tu
polynucleotit nay c6 thé duoc cat va dugc hudng dich lai sau d6 véi trinh tu polynucleotit
bd sung. Tuy nhién, séng ché cling dé xudt cay c6 mot gen, nhu dugc dé cap trong ban mo
ta nay.

Ngoai ra, sang ché dé xuat c4c thlt nghiém dé phat hién su c6 mat clia gen theo sdng
ché trong miu. C4c khia canh ctia sdng ché dé xuét phuong phép thiét k& va/hodc tao ra
c4c phan tir axit nucleic chdn doan bat ky dugc dua ra 1am vi du hoac d€ xuat trong ban mo
ta ndy, cu thé 13 cic phuong phdp dua hoan toan hodc mot phéan vao trinh ty nam & suon
bén theo sang ché.

Cu thé hon, sang ché dé xust mot phan bién thé gen ngo chuyén gen DAS-40278-9
(con goi 12 pDAS1740-278), c4c dong cay bao gébm cdc bién thé gen nay, va qua trinh tich
dong vo tinh va phan tich trinh ty ADN ctia doan cai xen nay, va/hodc céc ving bién clia
ching. C4c dong cay trong theo sdng ché c6 thé dugc phét hién bang cach sit dung trinh tu
duoc dé cap va dé xuét trong ban mo ta nay.

Theo mot s6 phuong 4n, sdng ché dé xuét cdc dong ngod cé tinh chong chiu thude
diét co, va viéc nhan dién ching. Sang ché€ dé xuat mot phan phuong phap phat hién sy cé
mit ctia bién thé gen theo sang ché dé x4c dinh thé hé con clia qua trinh lai hitu tinh ¢6
chita gen quan tAm hay khong. Ngoai ra, phuong phéap phat hién gen trong th€ hé con vala
hitu ich, vi du, dé ddp ting cdc quy dinh doi vé6i chiing nhan truéc khi dua ra thi trudng va
déng ddu kiém dinh thuc phdm c6 nguén goc tix cay tai té hop, chang han. C6 thé phat hién
su c¢6 mat cla gen theo séang ché bang phuong phéap phat hién axit nucleic da biét bat ky
nhu phuong phdp phan tng chudi polymeraza (polymerase chain reaction - PCR) hodc
phuong phap lai héa ADN (DNA hybridization) bang céch st dung doan méi axit nucleic.
Mot thir nghiém RCR dac hiéu gen duge mo ta, vi du, bdi Windels va céc dong tac gia
(Med. Fac. Landbouww, Univ. Gent 64/5b:459462, 1999). Tai liéu nay dé cap dén viéc
nhan dién dau tuong c6 tinh chéng chiu glyphosat 40-3-2 biang PCR st dung bo doan méi
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kéo dai phan néi gitta ADN cai xen va ADN ndm & sudn bén. Cu thé hon, mot doan méi
chifa trinh tir doan cii xen va doan méi thit hai chia trinh tu tit ADN ndm & sudn bén.

Ngo dugc cadi bién nhd quéd trinh cai xen gen aad-I cua Sphingobium
herbicidovorans ma héa protein aryloxyalkanoat dioxygenaza (AAD-1). Tinh trang mang
tinh chong chiu axit 2,4-diclophenoxyaxetic va thudc diét cd aryloxyphenoxypropionat
(thong thudng diing dé néi dén thusc diét o “fop” nhu quizalofop) va c6 thé dugc sit dung
13m gen d4nh dau c6 thé chon loc trong qué trinh bién nap cay va trong nhan giéng vuon
wom. Qud trinh bién nap ngo v6i doan ADN tir plasmit pDAS1740 duoc thyc hién thuan,
qua nhén giéng, dé thu dugc bién thé gen DAS-40278-9.

Céc miu ADN ciia hé gen dugc chiét tit hai muoi cay ngo riéng r& c6 ngudn goc tir
nam thé hé va bon cay cho mdi thé hé chia bién thé gen DAS-40278-9 dugc chon loc dé
xé4c dinh dac diém phan tlt clia bién thé gen ngd AAD-1 dugc dat tén 1a DAS-40278-9. Sy
biéu hién ctia protein AAD-1 dugc thir nghiém bang cich sir dung kit thir nghiém nhanh
dac hieu AAD-1. Chi c6 cay da thir nghiém duong tinh v6i sy biéu hién clia protein AAD-1
duoc chon loc dé xdc dinh dic diém phan tir sau d6. Phép lai Southern da khang dinh duoc
réng gen aad-I c6 mit trong cdy ngod da thir nghiém duong tinh véi su biéu hién ctia
protein AAD-1, va gen aad-I dugc cai xen & dang mot ban sao nguyén ven & cdc cay nay
khi duoc lai v6i dau phat hién gen aad-1.

Viéc xdc dinh dic diém phan ti ciia ADN da dugc cai xen & bién thé gen ngo
AAD-1 dugc dat tén 12 DAS-40278-9 ciing dugc dé cap trong ban mo ta ndy. Bién thé gen
nay dugc tao ra nhd bién nap Whiskers v6i doan Fsp I ctia plasmit pDAS1740. Phan tich
th&m tach Southern duoc st dung dé thiét 1ap kiéu xam nhap ctia doan ADN da dugc cai
xen va x4c dinh s6 luong doan cii xen/s6 lugng ban sao clia gen aad-I & bién thé gen
DAS-40278-9. Dit liéu thu duoc ching minh qu4 trinh xAm nhép va tinh nguyén ven cia
gen chuyén aad-I dugc cai xen vao hé gen clia ngd. Viéc x4c dinh dic diém clia qué trinh
xam nhap clia cdc ving khong ghi ma (dugc thiét k& dé diéu hoa cac ving ghi ma), nhu
trinh tw khéi dau va trinh ty ket thiic, cdc ving dinh v6i chét nén RB7 Mar v3 va RB7 Mar
v4, ciing nhu d6 6n dinh ctia doan cai xen gen chuyén qua céc thé he, dugc danh gid. Do
6n dinh cia ADN da dugc cai xen dugc ching minh qua nam thé& hé cay riéng biét. Hon
nita, viéc khong c6 mat cla trinh tu khung chinh plasmit bi€n nap gém viing gen chong

chiu Ampixilin (Ap") dugc chiing minh bang c4c dau phat hién phli gin nhu nguyén ven
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viing khung chinh ndm & sudn bén céc vi tri gidi han (Fsp I) clia plasmit pDAS1740. Ban
dé vat 1y chi tiét vé viéc cai xen duoc vé dua vao cdc phan tich tham tdch Southern vé bién
thé gen DAS-40278-9 nay.

Muc protein AAD-1 dugc xac dinh trong mo cua ngo. Ngoai ra, viéc phan tich
thanh phin dugc thuc hién trén vo bip va hat ng6 dé kiém tra tinh tuong duong giita dong
ngd khong duogc bién nap cling dong va dong ngo chuyén gen DAS-40278-9 (khong duge
phun, dugc phun bang 2,4-D, duoc phun bang quizalofop, va dugc phun bang 2,4-D va
quizalofop). C4c dic diém nong hoc ctia dong ngo khong duoc bién nap cling dong ciing
dugc so sanh véi ngd DAS-40278-9.

Biéu hién cdnh déng, thanh phan dinh dudng, va c4c thit nghiém nong hoc ctia dong
ngd lai vd d6i ching khong chuyén gen va dong ngd lai chita aryloxyalkanoat
dioxygenaza-1 (AAD-1) dugc thuc hién trong cing mot nam & sdu vi trf dugc dat 6 Iowa,
Tlinois (2 vi trf), Indiana, Nebraska va Ontario, Canada. Miic do biéu hién dugc tém tat
trong ban mo ta nay vé muc protein AAD-1 §14, phén hoa, &, vo bap, cay nguyén ven, va
hat, két qua ctia c4c x4c dinh nong hoc, va phan tich thanh phan ctia céc méu vo bip va hat
tlr ngod doi chiing va ngé DAS-40278-9 AAD-1.

Protein AAD-1 cé thé chiét, hoa tan dugc do bang cich st dung phuong phap thix
nghiém hép thu mién dich lién két véi enzym (enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA) dinh luong & 14, phén hoa, r&, vo bép, cAy nguyén ven, va hat ngo. Quan sat dugc
céc gid tri biéu hién trung binh t6t & ré va mo6 phan hoa, nhu dugc d€ cap chi tiét hon trong
ban mo ta nay. Céc gid tri biéu hién 12 tuong tu & tit ca cdc XU Iy da duge phun cling nhu
d6i véi cac khu vuc dugc phun va khong duge phun thudce diét cd 2,4-D va quizalofop.

Céc phan tich thanh phin, gom mic gin giii, chit khoang, axit amin, axit béo,
vitamin, chit khang dinh dudng, va cdc chét chuyén héa thit cap duoc thuc hién dé kiém
tra muc do tuong duong clia ngd DAS-40278-9 AAD-1 (c6 hodc khong c6 xit 1y bing
thudc diét co) v6i mau d6i chiing. Cac két qua doi v6i mau ché pham DAS-40278-9 AAD-
1 déu t6t nhu nhau, hoac t6t hon (v€ mat sinh hoc va nong nghiép), so véi cac dong doi
chiing va/hodc ngd thong thudng, phan tich dit liéu ndong nghiép thu dugc tir so d6 déi
ching va so d6 ng6 DAS-40278-9 AAD-I.

Nhu dugc dé cap trén day trong phan Ban chat k§ thuat clia sdng ché, viéc dua vio
va xam nhap gen chuyén vao hé gen cay lién quan dén mot s6 gen ngiu nhién (do d6

“gen” diing cho doan cai xen dugc biéu hién da chon). Nghia 13, v6i nhiéu k§ thuat bién
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nap nhu bién nap Agrobacterium, “sing gen”, va WHISKERS, khong thé du doan dugc dia
diém nao trong hé gen ma gen chuyén s& dugc cai xen vao. Do vay, viéc nhan dién ADN
hé gen ciy ndm & sudn bén & ca hai phia clia doan cai xen c6 thé 1a quan trong dé nhan
dién cay c6 gen cai xen da chon. Vi du, cidc doan mdi PCR c6 thé dugc thiét k& dé tao ra
san phdm khuéch dai PCR qua viing néi clia doan cai xen va hé gen vat chil. Sin phidm
khuéch dai PCR nay cé thé dugc slt dung dé x4c dinh dang duy nhat va riéng biét clia gen
cai xen.

“Bién thé gen” 1a cdc bién thé gen ngiu nhién ban d4u, 14 mot phan clia sdng ché, 1a
{t nhat 2500 hat ctia dong ngo bao gém bién thé gen da dugc luu giit va c6 thé boc 10 cong
khai khong gi6i han (trix d6i tugng ¢6 quyén st dung sing ché), trong Bo suu tap giong
chuén ctia M§ (American Type Culture Collection - ATCC), 10801 University Boulevard,
Manassas, VA, 20110. Mau luu git nay da dugc dinh danh véi s6 hiéu luu gitt ATCC La
PTA-10244 (Hat ng6 lai ¢c6 d6m vang (Zea mays L.):DAS-40278-9; dugc luu giit dai dién
cho Dow AgroSciences LLC; Ngay ATTC ti€p nhan hat/ching: 10 thdng 07 nam 2009;
kha ning s6ng duoc xdc nhan ngay 17 thang 08 nam 2009). Viéc luu gilt nay dugc thuc
hién v s& dugc duy tri pht hop v6i va theo cdc di€u khoan cua Hiép uéc Budapest vé luu
giit hat giong nham tién hanh céc thu tuc vé patent. Viéc luu giit 1a cong khai, s&€ dugc duy
tri ma khong chi giéi han & viéc luu gitt tai ATCC, trong khoang thoi gian 30 nam, hoédc
nim nam tinh tir thoi gian yéu cu gan nhét, hoac trong thoi gian hiéu luc cla patent, ty
theo cdi nao 1au hon, va s& dugc thay thé néu n6 khong con séng trong khoang thoi gian
do.

Hat da duoc luu giit 12 mot phan clia sang ché. Rd rang 12, cay ngd c6 thé dugc sinh
trudng tir cic hat ndy, va cdc cay nay 1a mot phan ciia sdng ché. Sang ché ciling dé xuat
trinh tu ADN chifa trong céc cAy ngo nay c6 thé diing dé€ phat hién cdc cay nay va thé hé
con clia ching. Phuong phap phét hién va kit theo sdng ché c6 thé dung dé x4c dinh mot,
hai, hozc tham chi tit ca ba bién thé gen trong s6 c4c bién thé gen nay, tly thudc vao muc
dich cudi ciing cia thit nghiém.

Dinh nghia va c4c vi du dugc néu trong ban mé ta nay nham giip mo ta sang ché va
hudng d&n ngudi ¢4 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc k§ thuat nay ing dung thuc t&€ séng
ché. Trir khi c6 quy dinh khic, cdc thuat ngit duge hiéu theo c4ch sit dung thong thudng
bdi ngudi 6 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc lién quan. Danh phép ctia cic bazo ADN
nhu dugc néu trong 37 CFR D1.822 dugce st dung.
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Trong ban mo ta nay, thuat ngit "thé hé con" dé chi con ctia thé hé bét ky cia cay
b6 me bao gébm AAD-1 bién thé gen ngd DAS-40278-9.

"Bién thé gen" chuyén gen duoc tao ra nhd bién nap céc t€ bao cay véi ADN di
tuong ddng, tiic 13, c4u tric axit nucleic gém gen chuyén dang quan tam, tdi sinh quan thé
cay thu dugc tir viéc cai xen gen chuyén vao hé gen clia cdy, va chon loc cay cu thé khic
biét & chd c6 cai xen vao vi tri hé gen cu thé. Thuat ngit “bién thé gen” ding d€ chi thé
bién nap goc va thé hé con clia thé bién nap nay gém ADN di tuong d6ng. Thuét ngit “bién
thé gen” ciing diing dé chi thé hé con dugc tao ra bing cdch lai chéo hitu tinh giita thé bién
nap nay va bién thé gen khdc gém ADN hé gen/ADN gen chuyén. Tham chi sau khi 1ap lai
viéc lai nguoc véi b6 me t4i dién theo dinh ky, ADN gen chuyén da dugc cai xen va ADN
hé gen nim & sudn bén (ADN hé gen/ADN gen chuyén) tit b6 me da dugc bién nap c6 mat
trong thé hé con lai & cling vi tri nhiém sic thé. Thuat ngit “bién thé gen” ciing dung d€ chi
ADN tir thé bién nap goc va th€ hé con ciia ching bao gdom ADN da dugc cai xen va trinh
tu hé gen ndm & sudn bén ngay sat véi ADN da duoc cai xen ma du dinh duge chuyén vao
thé hé con tiép nhan ADN d3 dugc cai xen gébm gen chuyén dang quan tam thu dugc tir
phép lai hitu tinh mot dong bé me gom ADN da duge cai xen (vi dy, thé bién nap goc va
th& hé con thu duoc tix qua trinh ty phdi) va dong b6 me khong chita ADN da dugc cai xen.

“Trinh tu néi” kéo dai diém ma tai d6 ADN dugc cai xen vao hé gen dugc lién két
v6i ADN tir hé gen tu nhién clia ngd nim & sudn bén diém cai xen, viéc nhan dién hoac
phat hién mot hodc trinh ty n6i khéc trong vat liéu di truyén cua cay 1a da dé chin doén
gen. Trinh tu ADN kéo dai céc doan cai xen & bién thé gen ngo da dugc dé cap trong ban
moO tA ndy va c6 chiéu dai tuong tu véi ADN nim & sudn bén. Cac vi du cu thé vé trinh tu
ch4n doan nhu vay dugc dé xuit trong ban mo ta nay; tuy nhién, trinh tu khac chéng lgp
1én céc phan n6i ctia cac doan cai xen, hodc cac phin ndi ciia cac doan cai xen va trinh tu
hé gen, cling chdn dodn va c6 thé dugc st dung theo séng ché.

Sadng ché& dé xuét viéc nhan dién trinh ty ndm & sudn bén, trinh tu néi, va trinh tu cai
xen ndy. C4c doan méi PCR va san phdm khuéch dai lién quan ndm trong pham vi clia
sdng ché. Theo sang ché, cdc phuong phap phan tich PCR sir dung san phdm khuéch dai
kéo dai ADN lai da dugc cai xen va céc bién clia n6 c6 thé dugc sit dung dé phat hién va
nhén dién bién thé gen ngod chuyén gen ban trén thi trudng hodc dong ngod c6 ngudn goc tir

cac dong ngo6 chuyén gen da duge ding ky doc quyén.
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Toan bo cdc trinh tu clia mdi doan cai xen ndy, cing véi cdc phén trinh ty nAm &
sudn bén tuong tng, duoc dé xudt trong ban mo ta nay 1a trinh tw néu trong SEQ ID
NO:29. Viéc ph6i hop trinh tu cai xen va trinh tu ndm & sudn bén cho gen nay lién quan
dén trinh t néu trong SEQ ID NO:29 (téng s6 8557 cap bazo) dugc in dudi day. Viéc phoi

hop nay dugc mo ta mot cach chi tiét hon trong vi du 3.8 chang han.

Nim & sudon bén Doan cai xen Nam & sudn bén
dau 5’ dau 3’

Goc #s (SEQ:29): 1-1873 1874-6689 6690-8557

Chiéu dai (bp): 1873 bp 4816 bp 1868 bp

Doan ci xen ndy, va cc thanh phan khéc nita clia ching, dugc minh hoa ti€p trén
céc Fig. 1 va 2. Trinh ty nay (cu thé 1a trinh tu nam & sudn bén) 1a duy nhat. Dya vao trinh
tu cai xen va trinh ty bién nay, doan méi dic hiéu gen dugc taora. Phan tich PCR da ching
minh dugc ring céc dong ngo nay c6 thé duge nhan dién & cc ki€u gen ngo khéc nhau
nhd phan tich san phdm khuéch dai PCR dugc tao ra bang nhém doan moi dac hiéu gen
nay. Do vay, cac phuong phép nay va cdc phuong phép lién quan khdc c6 thé dugc s dung
dé nhan dién duy nhét cc dong ngo nay. Trinh tu dugc nhén dién trong ban mo ta nay la
duy nhat. Vi du, BLAST tra cifu trén co sd dit licu GENBANK d3 khong phat hién ra su
tuong déng déng ké bt ky gitfa trinh tu bién da dugc tédch dong vo tinh va trinh tu trong co
sG dit liéu.

K§ thuat phat hién theo séng ché dac biét hitu ich két hop v6i qua trinh nhan giong
cy, dé x4c dinh thé hé cay con bao gobm gen da chon, sau khi cay b6 me bao gom mot gen
quan tam duoc lai v6i dong cay khac d€ nhim tao ra mot hodc nhiéu tinh trang b6 sung
quan tam & th€ hé con. Céc phuong phép phan tich PCR nay lam 10i cho chuong trinh nhan
gi6ng ngo cling nhu kiém soét chat luong, dac biét 1a d6i v6i hat ngo chuyén gen ban trén
thi trudng. Kit phat hién PCR cho cdc dong ngo chuyén gen nay ciing c6 thé dugc taora va
sit dung. Diéu ndy ciing c6 thé 1am 1gi cho viéc dang k¢ san phim va quan 1y san phdm.

Hon nita, trinh tu ngd nim & sudn bén/trinh tu hé gen c6 thé dugc sit dung dé nhan
dién mot cach dac hiéu vi tri hé gen clia mdi doan cai xen. Thong tin nay c6 thé dugc st
dung dé tao ra hé gen danh d&u phan ti dac hiéu véi méi gen. Cac he gen nay c6 thé dugc
stt dung dé ddy nhanh qué trinh nhan gi6ng va thiét 1ap dit liéu lién két.

Ngoai ra, thong tin vé trinh tu niim & sudn bén c6 thé dugc sit dung dé nghién ctu

va x4c dinh dac diém céc qué trinh xAm nhap gen chuyén, céc dac tinh vi trf xam nhép he
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gen, sang loc gen, do dn dinh cha cdc gen chuyén va trinh ty nim & sudn bén clia ching,
va su biéu hién gen (nh4t 1 lién quan dén bat hoat gen, kiéu metyl héa gen chuyén, hiéu
ting vi tri, va cdc y&u t6 lién quan dén kha nang biéu hién nhu MARS [céc ving dinh véi
chdt nén], va c4c dic diém tuong tu).

Tur toan bo phan mo ta theo sdng ché thdy 16 rang sdng ché dé xuit hat dugc luu giit
v6i s6 hiéu luu gitt ATCC 1a PTA-10244. Sang ché ciing dé xudt ngo c6 tinh chdng chiu
thudc diét co sinh trudng tir hat duoc luu giit tai ATCC véi s6 truy nhap 1a PTA-10244.
Séng ché con dé xudt cac bo phan clia cay nay nhu 14, mau mo, hat dugc tao ra tlr cay nay,
phén hoa, va cdc bd phan tuong tu.

Ngoai ra, sang ché dé xust th€ hé con va/hodc th& hé ciy con clia cdy sinh trudng tlr
hat da dugc luu gitt, t6t hon 1a ngo c6 tinh chong chiu thudc diét c6 trong d6 cay nay co he
gen bao gém ADN hé gen kiéu dai c6 thé phat hién dugc/trinh ty n6i ADN cai xen nhu
duoc dé cap trong ban mo ta nay. Trong ban mo ta nay, thuit ngit “ngd” nghia 12 ngo hat
(Zea mays) va bao gdm t4t ca c4c bién thé gen clia ching c6 thé duge nhan giéng véi ngo.

Sang ché con dé xudt quy trinh lai chéo bang cch sir dung cay trong theo sang ché
1am {t nh4t mot bd me. Vi du, séng ché dé xudt cay lai F; c6 mot hoac ca hai bo me bat ky
trong s6 cic cay dugc 14y 1am vi du trong ban mo ta nay. Sdng ché cling bao gém hat dugc
tao ra bdi cdc the hé lai F; ndy theo séng ché. Sdng ché& d€ xuit phuong phép tao hat lai F,
bing c4ch lai chéo cay dugc 14y 1am vi du véi cay khac nhau (vi dy, b6 me trong nhéan
giéng) va thu hoach hat lai thu dugc. Sing ché dé xudt cay dugc 14y 1am vi du 12 bién thé
gen céi hoac bién thé gen duc. Céc dic tinh cay thu dugc ¢ thé dugc cai thién nhd xem
xét mot cdch cin than cay bs me.

Cay ngo c6 tinh chéng chiu thudc diét ¢6 c¢6 thé dugc nhan gidng bang céch lai
chéo hitu tinh trudc tién cay ngod bd me thit nhat gobm cay ngo sinh trudng tir hat clia dong
bat ky trong s6 cdc dong duoc dé cap trong ban mo ta nay, va cay ngd bo me thit hai, nhd
d6 tao ra vo sO th€ hé cay con thit nhat; va ti€p theo chon loc thé hé cay con thit nhat cé
chéng chiu thudc diét cd (hoac c6 it nhat mot trong s6 tinh trang theo sang ché); va tu phoi
thé& hé cay con thit nhat, nho d6 tao ra vo s6 thé hé cay con thit hai; va ti€p theo chon loc tix
th& hé cay con thit hai cic cay cé chong chiu thudc diét c6 (hoac cd it nhat mot trong s
cdc gen theo sang ché€). Cac budc ndy c6 thé con bao gom viéc lai nguoc thé hé ciy con
thit nhat hoac th€ hé cay con thit hai véi cy ngo bd me thit hai hoic cay ngd bé me thi ba.

Ngo bao gébm ngo6 hat theo sang ché, hodc thé hé con cha chiing, ti€p d6 cé thé dugc trong.
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Ciing c4n hiéu ring hai thuc vat chuyén gen khdc nhau ciing c6 thé dugc giao phdi
dé tao ra thé hé con chita hai gen ngoai sinh dugc b6 sung céch ly mot cach doc 1ap. Qué
trinh tu phoi thé hé con thich hop c6 thé tao ra cay 1a déng hop tlt cho ca hai gen ngoai
sinh bd sung. Lai nguoc véi cay bo me va lai chéo véi cay khong chuyén gen ciing dugc du
tinh, 14 sinh san sinh dudng. Cdc phuong phdp nhan giong khac thudng dugc st dung cho
tinh trang khéc nhau va cay trong da biét trong linh vuc nay. Qua trinh nhan giong lai chéo
ngugc da dugc st dung dé truyén céc gen cho tinh trang dugc ké thira hoan toan, tinh trang
c6 thé ké thira & muc cao vao cay trong dong hop tr mong mudén hoac dong lai ciing dong,
12 b6 me t4i dién theo dinh ky. Nguén tinh trang dugc truyén duge goi 12 bd me thé cho.
Cay thu dugc du dinh c6 déc tinh chia b6 me tdi dién theo dinh ky (vi du, cay tréng) va tinh
trang mong mudn dugc truyén tir b6 me thé cho. Sau khi lai ban déu, cc cé thé c6
phenotyp clia bd me thé cho duge chon va dugc lai 1ap lai (lai chéo nguoc) v6i bo me tdi
dién theo dinh ky. B6 me thu dugc du dinh c6 déc tinh clia b6 me téi dién theo dinh ky (vi
dy, cay tréng) va tinh trang mong mudn dugc truyén tir b6 me thé cho.

Phan t ADN theo sing ché& c6 thé duoc st dung lam gen danh d4u phén tir trong
phuong phép nhan gidng dua vao gen danh ddu (MAB). Phan tit ADN theo sdng ché& c6 thé
duoc st dung trong cdc phuong phap (nhu gen danh dau AFLP, gen ddnh dau RFLP, gen
déanh ddu RAPD, SNP, va SSR) nhan dién tinh trang hitu ich trong nong nghiép c6 lién két
vé mat di truyén, nhu da biét trong linh vuc nay. Tinh trang chéng chiu thudc diét co ¢ thé
dugc Iua chon & thé hé con clia dong lai vé6i cay ngo theo sdng ché (hoac thé hé con ciia
chiing va cay trong hodc bién thé gen ngo khéc bat ky) bang cach sit dung MAB. Phan tir
ADN Ia gen ddnh dau cho tinh trang nay, va phuong phap MAB da biét trong linh vuc nay
cé thé dugc sir dung dé lua chon tinh trang chéng chiu thude diét co & cay ng6 trong d6 it
nhat mot dong ngo theo sang ché, hodc thé hé con ctia chiing, 1a b6 me hoac 6ng ba. Cic
phuong phap theo sdng ché c6 thé dugc sit dung dé x4c dinh bién thé gen ngo bat ky c6
gen theo sang ché.

Cac phuong phép theo sang ché dé xuét phuong phdp tao ra cay ngo cé tinh chong
chiu thudc diét o, trong d6 phuong phap nay bao gébm viéc nhan giong véi cay trong theo
sang ché. Pic biét hon, cdc phuwong phdp nay cé thé bao gém lai hai cay trong theo siang
ché, hodc mot cay trong theo sang ché va cay trong khac bat ky. Phuong phép dugc wu tién
con bao gdm viéc chon loc thé hé con ctia qua trinh lai ndy bang cach phan tich thé hé con

ndy vé mot gen c6 thé phat hién theo sang ché. Vi du, phuong phap theo sang ché c6 thé
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duoc st dung d€ Iva chon gen theo séng ché qua chu trinh nhan gidng véi cdc cay cé tinh
trang mong mudn khac nhu tinh trang hitu ich trong nong nghiép nhu tinh trang duoc thit
nghiém trong ban mo ta nay trong cac vi du khac nhau. Cc cay bao gdbm céc gen va tinh
trang mong muén c6 thé duoc phat hién, nhan dién, duoc chon, va dugc st dung nhanh
trong céc vong nhan giéng tiép theo ching han. Gen theo sdng ché/tinh trang theo sang ché
cling c6 thé duge két hgp qua qué trinh nhan giéng, va dugc Iua chon theo sdng ché, véi
tinh trang c6 tinh khdng con tring va/hoac véi tinh trang chdng chiu thudc diét co khac
nita. Mot phuong 4n dugc uu tién véi tinh trang chong chiu thudc diét co khac nita 1a cay
trong chia gen theo sdng ché két hop véi gen ma héa tinh chéng chiu thudc diét cod
dicamba.

Do vay, sang ché c6 thé duoc két hop véi, vi du, tinh trang ma héa tinh chéng chiu
glyphosat (vi du, cdy c6 tinh chéng chiu hodc vi khuidn EPSPS, GOX, GAT), tinh chéng
chiu glufosinat (vi du, Pat, bar), tinh chéng chiu thudc diét cd tic ché acetolactat syntaza
(ALS) (vi du, imidazolinon [nhu imazetapyr], sulfonylure, triazolopyrimidin sulfonanilit,
pyrmidinylthiobenzoat, va cic héa chat khac [Csr1, SurA, va cac dong tac gial), tinh chong
chiu bromxynil (vi du, Bxn), tinh chong chiu chét tic ché¢ HPPD (4-hydroxIphenyl-pyruvat-
dioxyaza) enzym, tinh chong chiu chat tc ch€ phytoen desaturaza (PDS), tinh chéng chiu
thudc diét co tc ché quang hé II (vi dy, psbA), tinh chong chiu thudc diét co e ché quang
hé I, tinh chong chiu thudc diét co tc ché protoporphyrinogen oxidaza IX (PPO) (vi du,
PPO-1), tinh ch6ng chiu thu6c diét c6 do phenylure (vi du, CYP76BI1), enzym gay suy
bién dicamba (xem, vi du, US 20030135879), va tinh trang khac c6 thé duoc két hop mot
minh hoac & nhiéu dang két hop d€ tao ra kha nang dé kiém soét hoic ngan ngira mot céch
hiéu qua su luan phién ctia c6 dai va/hodc tinh chéng chiu thudc diét cb bat ky thuoc cac
nhém trén day.

Lién quan dén cic thudc diét co b8 sung, mot s6 chdt tc ché ALS (con goi 12
AHAS) b6 sung dugc wu tién bao gém triazolopyrimidin sulfonanilit (nhu cloransulam-
metyl, diclosulam, florasulam, flumetsulam, metosulam, vi penoxsulam),
pyrimidinylthiobenzoats (nhu bispyribac va pyrithiobac), va flucarbazon. Mot sG chét tic
ch€ HPPD dugc wu tién bao gém mesotrion, isoxaflutol, va sulcotrion. Mot s6 chét tc ché

PPO dugc uu tién bao gom flumiclorac, flumioxazin, flufenpyr, pyraflufen, fluthiaxet,
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butafenaxil, carfentrazon, sulfentrazon, va diphenylete (nhu axiflofen, fomesafen, lactofen,
va oxyfluorfen).

Ngoai ra, AAD-I mot minh hoic két hgp véi mot hodc nhiéu tinh trang HTC b6
sung c6 thé dugc két hop véi mot hodc nhiéu tinh trang ddu vao bé sung (vi du, tinh chéng
chiu con tring, tinh chdng chiu ndm, hoac tinh chong chiu tng suat, v.v) hoic tinh trang
dau ra (vi du, hiéu sut tang, profin ddu dugc cai thién, chat lugng soi dugc cai thién, v.v).
Do vay, phuong phdp sang ché c6 thé duoc str dung dé thu dugc nhém céc dic tinh nong
hoc c6 chat lugng cay ting v6i kha nang phong trix mot cach linh hoat va hiéu qua vé chi
phi cac loai gay hai bat ky trong nong nghiép.

Phuong phép xam nhap trinh ty polynucleotit vao trong vi tri nhiém sic thé dac hiéu
clia t& bao cay qua t4i t6 hgp tuong dong da dugc mo ta trong Iinh vuc k§ thuat nay. Viduy,
qué trinh xam nhap dic hiéu vi tri nhu dugec mo ta trong Cong b6 don patent My s6
2009/0111188 A1 mo ta viéc st dung recombinaza hodc integraza dé 1am trung gian viéc
dua thé cho trinh tu polynucleotit vao nhiém sic thé dich. Ngoai ra, Cong b6 don qudc t&
s6 WO 2008/021207 m6 ta qua trinh t4i t6 hop tuong dong qua trung gian protein ngén tay
kém dé xam nhap mot hodc nhiéu trinh ty polynucleotit thé cho trong céc vi tri dac hiéu
ctia hé gen. Viéc st dung cdc recombinaza nhu FLP/FRT nhu dugc mo ta trong patent My
s6 6720475 hoac CRE/LOX nhu duoc mo ta trong patent My s6 5658772 c6 thé dugc st
dung dé xam nhép trinh tu polynucleotit vao trong vi tri nhi€m sac thé dac hiéu. Cudi cling,
viéc st dung cdc meganucleaza dé huéng céc polynucleotit thé cho vao trong vi tri nhiém
séc thé dic hiéu dugc mo ta trong Puchta va cdc dong tac gia, PNAS USA 93 (1996), cic
trang 5055-5060.

Céc phuong phdp xAm nhap dac hiéu vi tri khac nhau vao trong cac t&€ bao cay la da
bi€t va cé thé tng dung thong thudng (Kumar va cac dong tac gia, Trands in Plant Sci. 6(4)
(2001) trang 155-159).Hon nita, hé t4i t6 hop ddc hiéu vi tri da dugc nhan dién & mot vai
sinh vat chua c6 nhan dién hinh va sinh vat ¢6 nhan dién hinh bac thdp c6 thé dugc 4p
dung d€ sir dung & cay. Vi du vé cac hé nhu vay bao gédm, nhung khong chi gi6i han &: hé
R/RS recombinaza tlr plasmit pSR1 clia ndm Zygosaccharomyces rouxii (Araki va céc
dong tac gia (1985) J. Mol. Biol. 182: 191-203), va hé Gin/gix clia thé thuc khuidn Mu
(Maeser va Kahlmann (1991) Mol. Gen. Genet. 230: 170-176).

Theo mot s6 phuong 4n theo sdng ché, ¢6 thé mong muén xAm nhap hoic két hop

cdc gen chuyén méi gan véi gen chuyén dang ton tai. Gen chuyén c6 thé duoc xem 12 locut
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hé gen duoc wu tién da dugc chon dua vao cdc dac tinh duy nhat nhu mot vi trf cai xen, sy
phan ly Menden binh thudng va su biéu hién mot cich 6n dinh, va sy két hop cuc hiéu qua,
bao gém dic tinh chong chiu thudc diét ¢b va cdc dac tinh nong hoc trong va qua nhicu vi
trf trong moi trudng. Cdc gen chuyén da dugc xam nhap m&i phéi duy tri cdc déc tinh biéu
hién gen chuyén clia thé bién nap dang ton tai. Ngoai ra, viéc phat trién c4c thit nghiém dé
phat hién va xdc nhan vé gen da dugc xam nh&p méi s& thuc hién dugc vi trinh tw nam &
sudn bén hé gen va vi tri nhiém sic thé clia gen da dugc xAm nhap mdi da dugc nhan dién.
Cu6i ciing, qud trinh xam nhap clia gen chuyén méi vao trong vi tri nhiém sac thé dac hiéu
duoc lien két v6i gen chuyén dang ton tai s€ thuc hién lai nhap gen ctia gen chuyén vao céc
nén di truyén khac bang lai chéo hitu tinh bang cach st dung cdc phuong phép nhéan giong
thong thuong.

Theo mot s6 phuong 4n theo sdng ché, ¢6 thé mong mudn cit trinh tu polynucleotit
tr gen chuyén. Vi du, qué trinh cit gen chuyén nhu dugc mo ta trong don patent My s6
61/297,628 dé cap dén viéc sl dung cdc nucleaza protein ngén tay k&m dé loai bo trinh ty
polynucleotit, chifa cat-xét biéu hién gen, tit gen chuyén da dugc xam nhap nhiém sic thé.
Trinh tu polynucleotit dugc loai bd c6 thé 1a gen ddnh dau c6 thé chon loc. Khi cét va loai
bd trinh tu polynucleotit gen chuyén da dugc céi bién c6 thé dugc huéng dich lai nhd doan
cai xen clia trinh tu polynucleotit. Qu4 trinh cét trinh tu polynucleotit va huéng dich lai sau
d6 gen chuyén da duoc cai bién thu dugc céc 1oi ich nhu st dung lai gen dénh dau c6 thé
chon loc hodc kh4 ning khic phuc céc thay d6i ngoai dy kién véi hé san phdm phién ma

cay tao ra tr sy bi€u hién ctia cdc gen dac hiéu.

Séang ché dé xut trong ban mo t nay vi tri dic hiéu trén nhiém séc thé 2 3 hé gen
clia ngd 12 m§ man cho qua trinh cai xen clia cic axit nucleic di twong dong. Sang ché
cling dé xu4t gen ddnh du phan tir 5', gen ddnh ddu phan tlt 3', trinh ty nam & sudn bén 5',
va trinh tu ndm & sudn bén 3' c6 thé ding dé nhan dién sy dinh vi clia vi tri dich trén nhiém
séc thé 2. Do vay, sang ché& dé xuét phuong phdp dua cdc axit nucleic di tuong dong quan
tam vao vi trf dich da dugc thiét 1ap trude nay hoac & viing 1an can ctia vi tri dich nay. Sang
ché ciing dé xudt hat ngo va/hodc cay ngo bao gém trinh tu nucleotit di tuong dong bat ky
dugc cai xen & vi tri dich da duoc dé cap hoac & viing 1an can chung ctia vi trf nay. Mot lua
chon dé dat duoc viéc xAm nhap huéng dich nay 12 cét va/hodc thay th€ doan cai xen khéc

nhau thay vao chd cat-xét biéu hién pat dugc 1dy 1am vi du trong ban mo ta nay. Thong
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thuong, vé mit nay, tai t6 hop tuong déng hudng dich, vi du va khong gi6i han pham vi
clia sdng ché, c6 thé duge sir dung theo sang ché.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta ndy, viéc "két hop" gen, bién thé gen hoic tinh
trang 12 viéc két hop tinh trang mong muén vao mot dong chuyén gen. Cdc nha nhén giéng
cay két hop tinh trang chuyén gen bang cach thuc hién lai chéo gifta cic b6 me c6 tinh
trang mong mudn va ti€p theo nhan dién thé€ hé con c6 ca tinh trang mong mudn cta bo
me. Mot cdch khdc dé két hop gen 12 nhd bién nap hai hoac nhi€u gen vao nhan t€ bao ciia
cay déng thoi trong sudt qué trinh bién nap. Mot cach khdc dé két hop gen 1a nhd bién nap
lai thuc vat chuyén gen véi gen khéc quan tam. Vi du, két hop gen c6 thé dugc st dung dé
két hop hai hodc nhiéu tinh trang khdc nhau bao gom, vi du, hai hoac nhiéu khdc nhau tinh
trang con trling, tinh trang chong chiu véi con trung va tinh trang chong chiu véi bénh, hai
hodc nhiéu tinh trang chéng chiu thudc diét cd, va/hoac tinh trang choéng chiu véi con
tring va tinh trang chong chiu thudc diét co. Viéc sit dung gen dénh ddu c6 thé chon loc
ngoai gen quan tam ciing c6 thé 1a viéc két hop gen dang xem xét.

“T4i t8 hop tuong dong” dung dé chi phan ting giita cap trinh tu nucleotit batky cé
c4c vi trf tuong tng chita trinh tu nucleotit trong tu qua d6 hai trinh ty nucleotit ¢6 thé
tuong tdc (t4i t6 hop) dé tao ra trinh ty ADN t4i t6 hgp méi. Méi vi tri clia trinh tu nucleotit
tuong tu dugc dé cap trong ban mo ta nay 12 “trinh tu tuong déng”. N6i chung, tan suét téi
t8 hop tuong déng tang khi do dai clia trinh tw tuong dong tang. Do vay, mac du tai t6 hop
tuong dong c6 thé xay ra gitta hai trinh tu nucleotit c6 mic déng nhat thap hon, tdn suat tai
t8 hop (hoac hiéu su4t) gidm vi sy phan huéng gifta hai trinh ty ting. Sy tdi t6 hop c6 thé
dat duoc bang cach stt dung mot trinh tu tuong dong trén méi thé cho va phan tir dich, nho
d6 tao ra san pham téi t6 hop “lai chéo don”. Theo céch khdc, hai trinh tu tuong dong c6
thé dugc thay vao trén mdi trinh tu clia dich va trinh ty nucleotit thé cho. Sy tdi t6 hop gitta
hai trinh tu twong déng trén thé cho véi hai trinh tu tuong déng trén dich tao ra sén phdm
t4i t6 hop “lai chéo kép”. Néu trinh tu twong dong trén phan tir thé cho trinh ty ndm & sudn
bén duoc thao téc (vi du, trinh tw quan tam), su t4i t6 hop lai chéo kép véi phan tir dich s&
d4n dén san phdm t4i t6 hgp trong d6 trinh ty quan tAm thay thé trinh tw ADN ban d4u giita
trinh tv twong déng trén phan tir dich. Su trao ddi trinh tw ADN giita dich va thé cho qua t4i
t6 hop lai chéo kép dugc goi 1a “su thay thé trinh tu”.

Enzym AAD-1 theo séang ch€ c6 thé biéu hién chuyén gen din dén tinh chéng chiu

su két hop clia cdc thudc diét cb 6 thé phong trir gin nhu toan bo cay 14 rung va cd dai.
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AAD-1 c6 thé dung 1am chiing cay trong c6 tinh chdng chiu thudc diét c6 (HTC) m}"fb man
dé két hop véi tinh trang HTC khac (vi du, tinh chéng chiu glyphosat, tinh chong chiu
glufosinat, tinh chong chiu imidazolinon, tinh chéng chiu bromxynil, v.v.), va tinh trang
chong chiu v6i con trung (CrylF, CrylAb, Cry 34/45,v.v.), chang han. Ngoai ra, AAD-1
c6 thé diing 1am gen d4nh dau c6 thé chon loc dé nhim chon loc qua trinh bién nap co s&
cay duoc tao ra bang k§y thuat di truyén véi gen thit hai ciia nhém gen.

Tinh trang HTC theo sang ché& c6 thé dugc sit dung trong t6 hop mdi véi tinh trang
HTC khéc (bao gém, nhung khong chi gi6i han &, tinh chéng chiu glyphosat). Cac t6 hop
tinh trang nay tao ra phuong phdp phong trix cdc loai cd dai (va cdc loai tuong tu) mdi, do
tinh chéng chiu mdi thu dugc hodc tinh chong chiu vén c6 véi céc thude diét co (vi dy,
glyphosat). Do véy, ngoai tinh trang HTC, phuong phdp phong trir c6 dai méi bang cach st
dung c4c thudc diét cd, ma tinh chong chiu thudc diét co duge taora bbi enzym nay trong
cay trong chuyén gen, nim trong pham vi ctia séng ché.

Ngoai ra, cdc cdy trong c6 tinh chéng chiu glyphosat sinh trudng khép noi 1a phd
bién. V6i céc cay trong cé tinh chéng chiu glyphosat khéc, viéc phong trir cac loai moc tu
nhién c6 tinh chéng chiu glyphosat c¢6 thé khé hon gép nhiéu 14n so véi cay trong luén
canh. Do vay, viéc st dung tinh trang chuyén gen theo sang ch€, két hop hoac bién nap
riéng biét vao cdy trong, tao ra cong cu dé phong trir cdc cay trong moc ty nhién HTC
khéc.

Cay hoic hat dugc uu tién theo sang ché dé xuat trong hé gen clia ching trinh ty cai
xen, nhu dugc nhan dién trong ban mo6 ta ndy, cling véi it nhét 20-500 hoac nhi€u hon
nucleotit ndm & sudn bén ké tiép & ca hai mit clia doan cai xen, nhu dugc nhan dién trong
ban mo tA nay. Trix khi c6 quy dinh khéc, trinh ty ndm & sudn bén ding dé chi trinh ty
duoc nhan dién dsi véi SEQ ID NO:29 (xem bang trén day). Ngoai ra, SEQ ID NO:29 bao
gém ADN di tuong déng dugc cai xen trong thé bién nap gdc va trinh ty hé gen nim &
sudn bén minh hoa ngay st v6i ADN da dugc cai xen. Toan bo hoac mot phan trinh ty
ndm & sudn bén nay cé thé dugc du dinh chuyén vao thé€ hé con tiép nhan ADN da duoc
cai xen do két qua ctia lai hitu tinh ddong b6 me bao gém gen nay.

Sang ché& dé xust viéc nuodi cdy mo céc t€ bao cay c6 thé téi sinh theo séng ché.
Sang ché ciing bao gém cay duoc t4i sinh ti viéc nuoi c&y mo nay, cu thé 12 tai noi cay nay
¢6 kha nang biéu hién toan bo cic dic tinh sinh 1y hoc va hinh thai hoc ctia bién thé gen

duoc 14y 1am vi du. Cay dugc uu tién theo sdng ché cé toan bo cdc dac tinh sinh 1y hoc va
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hinh théi hoc ca cy sinh trudng tir hat da duoc Iuu gilt. Sing ché con d€ xut thé hé con
cta hat nay va hat cé tinh trang chét lugng quan tam.

Céc thao tac (nhu dot bién, chuyén nhiém ti€p, va nhan giong tiép) véi cay hoac hat,
hoic céc bo phan chia ching, c6 thé d4n dén tao ra cdi c6 thé dugc goi 1a cac bién thé gen
“vé& co ban c6 ngudn goc”. Lién doan quéc t& vé bdo vé cdc bién thé gen cay méi (The
International Union for the Protection of New Varieties of Plants - UPOV) da duara céc
nguyén tic sau dé x4c dinh bién thé gen vé co bén c6 ngudn gdc tix bién thé gen da duogc
bao ho:

[A] bién thé gen s& dugc cho 12 vé co ban c6 nguén gdc tir bién thé gen khac (“bién
thé gen ban dau”) khi

(i)  bién thé gen chii y&u cé ngudn géc tit bién thé gen ban ddu, hoac tir ban than
bién thé gen chii y&u c6 ngudn goc tir bién thé gen ban dau, trong khi van giit dugc sy bi¢u
hién ca cic dic tinh can thiét thu dugc tir hé gen hodc t6 hop cdc hé gen clia bién thé gen
ban dau;

(i)  khdc biét rd rét v6i bién thé gen ban dau; va

(iii) ngoai trir nhitng khdc nhau thu dugc tix su tdc dong ctia ngudn goc, né thich
nghi véi bién thé gen ban ddu vé su bi€u hién cia céc dac tinh can thi€t thu dugc tirhé gen
hoic t8 hop c4c hé gen clia bién thé gen ban dau.

UPOV, Hoi nghi l4n thi sdu vdi céc t6 chic qudc t&, Geneva, Oct. 30, 1992; tai liéu
duoc chuén bi boi Van phong cla Lién doan.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, “dong” 1a nhém cay cé rat it hoac khong c6
bién di di truyén giita cdc c4 thé vé it nh4t mot tinh trang. Cdc dong nhu vay c6 thé dugc
tao ra nhd mot s6 thé hé tu thu phan hodc chon loc, hodc sinh san sinh dudng tr mot bé me
bing céach st dung k¥ thuat nuoi cdy mo hoac t€ bao.

Trong ban mo ta ndy, c4c thuat ngit “cay tréng” va “bién thé gen” 1a d6ng nghia va
dé chi dong dugc sir dung cho san xudt thuong mai.

“Po 6n dinh” hodc “6n dinh” c6 nghia 14 d6i véi thanh phan da chon, thanh phan
nay dugc duy tri tir thé hé nay dén thé hé khéc va, t6t hon 13, it nhat ba thé hé vé co ban 1a
cling mifc, vi du, t6t hon 12 £15%, t6t hon nita 12 £10%, t6t nhit 12 +5%. D6 6n dinh c6 thé
chiu 4nh hudng boi nhiét do, vi tri, tng suat va thoi gian gieo tréng. So sdnh vé cac thé hé

sau d6 trong céc di€u kién hién trudng phai tao ra thanh phan nay theo céch tuong tu.
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“Ung dung thuong mai” dugc x4c dinh 12 c6 siic song tot va kha nang sinh san cao,
sao cho cay trong c6 thé duoc tao ra boi nguoi nong dan bang céch st dung cong cu canh
tac thong thudng, va diu véi cdc thanh phan dugc mo ta 6 thé dugc chiét tirhat bang cach
st dung phuong tién nghién va chiét thong thudng. D€ c6 thé st dung trén thi truong, hiéu
sudt, dugc do bing khai Iugng hat, ham lugng ddu, va téng lugng ddu thu dugc trén mbi
mAu, phai dat trong vong 15% hiéu suét trung binh cia bién thé gen canolo thuong phdm
so sanh kh4c ma khong ¢4 tinh trang c6 gia tri cao sinh truéng & cung khu vuc.

“Tinh wu nong nghiép” c6 nghia 12 ddng c6 céc dac tinh nong hoc mong muén nhu
hiéu suét, tinh thudn thuc, tinh chéng chiu bénh, va cdc dic tinh twong tu, ngoai tinh chong
chiu con tring do c4c gen theo sang ché. Tinh trang hitu ich trong nong nghiép , khong ké
& dang riéng r& hay két hop bat ky, nhu néu trong phén vi du thuc hién sdng ché, dudi day,
& cay bao gdm mot gen theo sang ché, nm trong pham vi clia sing ch€. Céc déc tinh nong
hoc bt ky va toan bo cac dic tinh nong hoc va cc diém dit liéu c6 thé duoc st dung dé
xéc dinh c4c cy nhu vay, & dang diém hodc & mot bién hozc & ca hai bién clia khoang déc
tinh duoc st dung dé xéc dinh céc cay nhu vay.

Tix phan mo t4 séng ché ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay s&
hiéu ring, cac phuong 4n vé kit phét hién dugc wu tién, vi du, c6 thé bao gom cic dau phat
hién v/hoic cic doan méi hudng dén va/hodc bao gém “trinh tu ndi” hodc “trinh ty dong
hoén” (tai d6 trinh tuw ndm & sudn bén hé gen ctia ngd gap trinh ty doan cai xen). Vi du,
trinh tu ndy bao gém cic ddu phat hién, cic doan méi, va/hodc san phdm khuéch dai
polynucleotit dugc thiét k& dé xac dinh mot hoac ca hai trinh tu n6i (tai d6 doan cai xen
gap trinh tu ndm & sudn bén), nhu da chi ra trong bang 1. Mot thiét k& phd bién 1 c6 mot
doan méi lai héa & viing nim & sudn bén, va mot doan mai lai héa & doan cai xen. Mbi
doan méi nhu vay thudng c6 chiéu dai it nhét ~15 gbc. V6i cach sap x€p nay, cic doan
moi c6 thé duge sir dung dé tao ra/khuéch dai sin phdm khuéch dai c6 thé phét hién da chi
ra su c6 mit clia mot gen theo sang ché. Cic doan méi ndy c6 thé dugc sl dung d¢é tao ra
san phdm khuéch dai kéo dai (va bao gém) trinh tu n6i nhu da chi ra trén day.

Céc doan méi "d4" & trinh tw nim & sudn bén thudng khong dugc thiét ké dé lai hoa
cach khoang 200 bazo hodc c4ch phén néi. Do vay, cdc doan méi nam & sudn bén thong
thudng duoc thiét k& dé bao gém it nhat 15 gbc ctia méi sgi trong vong 200 bazo vao trinh

tundm & sudn bén tir phan bat ddu clia doan cai xen. Nghia 13, cdc doan m6i bao gom trinh
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tu ¢ kich c& goc thich hop ~1674-1873 va/hoac ~6690-6890 c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO:29 nim trong pham vi cia sang ch&. Cic doan méi cai xen c6 thé cling dugc thi€t k&
bét ky chd nao trén doan cai xen, nhung céc goc ~1874-2074 va ~6489-6689, co thé dugc
stt dung, vi du, khong danh riéng cho viéc thiét k&€ doan moi nay.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cling s& hiéu ring cdc doan mdi va
d4u phét hién c6 thé dugc thiét k& dé lai héa, trong khoang diéu kién lai héa chudn va/hodc
céc diéu kién PCR, v6i doan c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:29 (hodc doan bd sung), va
céc doan bd sung clia ching, trong d6 doan méi hodc dau phét hién khong bd sung hoan
toan véi trinh tu duoc 14y 1am vi du. Nghia 13, mot s6 miic khong khdp co thé chap nhan
duoc. D61 véi doan méi khoang 20 nucleotit, vi dy, thong thudng mot hoac hai hodc nhiéu
nucleotit khong cin gén két véi soi doi dién néu bazo khong khép 1a & bén trong hodc trén
phan bién ctia doan méi 12 san phdm khuéch dai doi dién. Cac diéu kién lai héa thich hop
khac nhau dugc dé xuat dudi day. Céc chat trong tu nucleotit tong hop nhu inosin cling c6
thé duoc sit dung trong cdc dau phat hién. Cac ddu phét hién axit peptit nucleic (PNA),
cling nhu cdc ddu phét hién ADN va ARN, ciing c6 thé duoc sit dung. Diéu quan trong la
céc ddu phat hién va cic doan méi ndy c6 thé chdn dodn (c6 thé nhan dién duy nhat va sy
khac biét) vé su c6 mat clia mot gen theo sang ché.

Cén luu ¥ riing cdc sai léch trong khuéch dai PCR c6 thé xay ra c6 thé dan dén céc
sai lech sép xép trinh tu nho, ching han. Nghia 13, trir khi ¢6 quy dinh khdc, trinh tu dugc
néu trong ban mo ta nay duge x4c dinh bang cdch taora san phdm khuéch dai dai tit ADN
hé gen clia ngo, va tiép theo tach dong vo tinh va sap xép trinh ty san phdm khuéch dai.
Khong hiém dé tim thdy nhiing sai khac nho va sy khong thong nhat nho trong trinh tu
duoc tao ra va dugc xéc dinh theo cdch nay, nhiéu vong khuéch dai can thiét dé tao ra du
san phdm khuéch dai dé s&p xép trinh ty tir cic ADN hé gen. Ngudi c6 hi€u biét trung binh
trong linh vuc nay ciing hiéu va luu ¥ ring viéc diéu chinh bat ky cén thi€t do cdc sai léch
hodc khong théng nhét sép x€p trinh ty ndy nam trong pham vi clia séng ché.

Ciing c4n luu ¥ ring d6i v6i mot s6 trinh ty hé gen bi khuyét doan la diéu khong
phd bién, vi du, khi trinh ty dugc cai xen trong qud trinh tao ramot gen. Do vay, mot s0 sai
khéc ciing c6 thé xudt hién gifta trinh tu ndm & sudn bén theo sing ché va trinh ty hé gen
duoc néu trong GENBANK, chéng han.

Mot s6 sai khac niy dugc mo ta dudi day trong phan vi du thuc hién sédng ché. Céc

diéu chinh véi cdc dau phat hién va cic doan méi theo d6 c6 thé dugc thuc hién.
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Cac thanh phin clia méi “doan cai xen” dugc minh hoa trén cac Fig. 1 va 2 va dugc
mo ta mot cach chi tiét hon dudi day trong phan vi du thuc hién sang ché. Trinh tu ADN
polynucleotit clia cdc thanh phan nay, hoic cdc doan clia ching, c6 thé duoc st dung 1am
céc doan mo6i ADN hoac ddu phat hién trong cdc phuong phdp theo sdng ché.

Theo mot s& phuong an theo sang ch€, ché phdm va phuong phap duoc dé xuat dé
phét hién su c6 mat clia gen chuyén/viing cai xen hé gen, & cay va hat va c4c phén tuong
tu, tir cdy ng6. Trinh tw ADN dugc dé xust bao gdm gen chuyén theo sang ché/trinh tu ndi
ving cai xen hé gen dugc dé xudt trong ban mo ta nay (gitta cac goc 1873-1874 va 6689-
6690 clia trinh ty néu trong SEQ ID NO:29), cic doan clia ching, va doan b sung clia
trinh tu dugc 148y lam vi du va cac doan bat ky cla ching. Trinh tu n6i ving cai xen kéo
dai phén n6i gitta ADN di tuong déng duoc cai xen vao hé gen va ADN tir t€ bao ngd nam
& sudn bén vi tri cai xen. Trinh tu nhu vay cé thé chdn do4n cho gen da chon.

Dua vao trinh tu cai xen va trinh tu bién nay, doan méi dic hiéu gen cé thé dugc tao
ra. Phan tich PCR da chiing minh dugc ring cic dong ngo theo sang ché c6 thé dugc nhan
dién & céc ki€u gen ngo khac nhau nhd phan tich san phdm khuéch dai PCR duoc tao ra
bing nhém doan moéi dic hiéu gen nay. Cdc phuong phap nay va céac phuong phép lién
quan khac c6 thé dugc sir dung dé nhan dién duy nhét cdc dong ng6 nay. Do vay, san phdm
khuéch dai PCR ¢6 nguén goc tir cac cdp doan mdi nhu vay 1a duy nhét va c6 thé dugc st
dung dé xac dinh cdc dong ngo nay.

Theo mot s6 phuong 4n, trinh ty ADN bao gém doan k€ ti€p clia gen chuyén/ving
cai xen h¢ gen 1a mot khia canh theo sdng ché. Sdng ché ciing gom trinh tw ADN bao gém
polynucleotit ciia trinh tu cai xen gen chuyén c6 di do dai va polynucleotit clia trinh tu hé
gen clia ngod c6 di do dai tr mot hoac nhi€u trong s6 ba cay ngo va/hodc trinh tu trén day
ma c6 thé ding 1am trinh tu doan mdi dé tao ra sin phdm khuéch dai chdn dodn cho mot
hoéc nhiéu cay ngo nay.

Céac phuong 4n lién quan d€ xuét trinh ty ADN bao goém itnhat 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, hoac nhiéu nucleotit k€& tiép
ctia phan gen chuyén cta trinh tu ADN dugc nhan dién trong ban mo6 ta nay (nhu trinh tu
néu trong SEQ ID NO:29 va cc doan clia chiing), hoéc cic doan bd sung clia chiing, va do
dai tuong ty cta trinh ty ADN ndm & sudn bén cia ng6 tit trinh ty nay, hoic cdc doan b8
sung clia chiing. Trinh tu nhu vy c6 thé ding 1am céc doan méi ADN trong cc phuong
phép khuéch dai ADN. San phd4m khuéch dai dugc tao ra bing cach sit dung cdc doan méi
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ndy cé thé chin dodn cho gen bat ky trong s6 céc gen ngd dugc dé cap trong ban mo ta
ndy. Vi vay, séng ché ciing bao gdm san phidm khuéch dai dugc tao ra bdi cic doan moi
ADN nay va cdc doan moi tuong dong.

Séng ché ciling bao gébm phuong phép phat hién su c6 mat cia ADN, trong mau,
tuong ng véi bién thé gen ngod dugc dé cap trong ban mo ta nay. Cac phuong phip nhu
vay c6 thé bao gém: (a) cho méiu bao gém ADN tiép xiic v6i bo doan moi ma, khi dugce st
dung trong phan ting khuéch dai axit nucleic véi ADN ti it nhdt mot trong s6 céc bién thé
gen ngo, tao ra san pham khuéch dai chin dodn cho céc gen nay; (b) thuc hién phan tng
khuéch dai axit nucleic, nhd d6 tao ra san phdm khuéch dai; va (c) phat hién san phdm
khuéch dai.

Phuong phdp phat hién khdc nita theo séng ché d¢ xuét phuong phap phat hién su c6
mit ctia ADN, trong miu, tuong dng véi it nhdt mot trong s6 cic gen nay, trong d6 phuong
phép nay bao gém: (a) cho mau bao gébm ADN tiép xtic v6i dau phét hién lai hda trong cac
diéu kien lai héa nghiém ngat véi ADN tir it nhdt mot trong s6 cdc bién thé gen ngo nay va
khong lai hoéa trong cic diéu kién lai héa nghiém ngat véi cay ngo kiém ching (ADN
khong c6 gen quan tam); (b) dua mau va ddu phét hién vao cic diéu kién lai héa nghieém
ngit; va (c) phét hién lai héa ctia dau phét hién véi ADN.

Theo c4c phuong 4n khac nita, sdng ché& d¢ xuat phuong phép tao ra cay ngd bao
gém gen aad-1 theo séng ché,.trong d6 phuong phédp nay bao gom céc budc: (a) lai hitu
tinh dong ngd bo me thit nhat (bao gdm catxet bi€u hién theo sang ché, mang tinh trang
chong chiu thudc diét co véi cay clia dong nay) va dong ngod bo me thit hai (khong c6 tinh
trang chong chiu thudc diét co nay) nho d6 tao ra vo s6 thé hé cay con; va (b) chon loc the
hé cay con bang cich sit dung gen ddnh du phan tlt. Cdc phuong phép nhu vay c6 thé tuy
¥ bao gém budc lai ngugc tiép thé hé cay con véi dong ngod b me thit hai d€ tao ra cdy ngo
nhén giong thuc bao gém tinh trang chdng chiu véi con trung.

Theo khia canh khéc theo sdng ché, phuong phap xac dinh hop tir clia thé€ hé con
ctia phép lai v6i mot gen bat ky (hodc nhiéu) trong s6 ba gen duogc dé xuat. Cac phuong
phap nay c6 thé bao gébm cho miu chita ADN ngo6 tiép xtic v6i bo doan moéi theo sédng ché.
Céc doan moi nay, khi dugc sir dung trong phan ting khuéch dai axit nucleic véi ADN hé
gen tlt it nhat mot trong s6 c4c bién thé gen ngod nay, tao ra sin phdm khuéch dai thi nhat
chén dodn cho it nhat mot trong s6 cdc bién thé gen ngd nay. Cic phuong phép nhu vay

con bao gém viéc ti€n hanh phan tng khuéch dai axit nucleic, nhd d6 tao ra san phdm
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khuéch dai thit nhat; phét hién sin phdm khuéch dai thi nhat; va cho mau bao gém ADN
ngo tiép xdc v6i bd doan moi nay (bd doan mdi nay, khi duge sir dung trong phan ting
khuéch dai axit nucleic véi ADN hé gen tir cAy ngo, tao ra san phdm khuéch dai thit hai
bao gdbm ADN hé gen tu nhién clia ng6 tuong dong véi viing hé gen clia ngo; va ti€én hanh
phén tng khuéch dai axit nucleic, nhd d6 tao ra sén phdm khuéch dai thit hai. Cdc phuong
phép cdn bao gém phat hién san phdm khuéch dai thit hai, va so sanh san phdm khuéch dai
thtt nhat va san phdm khuéch dai thit hai trong miu, trong dé su c6 mit clia ca hai san
phdm khuéch dai cho thdy ring mau I di hop tlr v6i gen chuyén doan cai xen.

Kit phat hien ADN c6 thé dugc phat trién bang céch stt dung ché phdm duoc dé cap
trong ban mo ta ndy va cdc phuong phép da biét trong Iinh vuc phat hién ADN. Kit c6 thé
ding dé x4c dinh ADN gen ngo theo séng ché trong miu va cé thé dugc ding cho céc
phuong phdp nhan giéng cay ngd chita ADN nay. Kit chita trinh tw ADN tuong dong hoac
b4 sung véi san pham khuéch dai, vi du, dugc dé cap trong ban mo ta nay, hodc véi trinh tu
ADN tuong déng hodc bé sung véi ADN duoc chita trong yéu t6 di truyén gen chuyén clia
gen theo sang ché. Trinh tu nay ADN c6 thé dugc stt dung trong cdc phan ting khuéch dai
ADN hodc 1am d4u phat hién trong phuong phép lai héa ADN. Kit ¢ thé con chita céc
chdt phan Gng va vat liéu cén thiét d€ thuc hién phuong phép phat hién.

“Dau phat hién” 12 phan tl axit nucleic dugc phan 1ap dugc gin vao phan tit ddnh
d&u hodc phan tlr thong bdo c6 thé phét hién dugc thong thudng (nhu chat dong vi phéng
xa, phdi tir, chat phét quang héa hoc, hodc enzym). D4u phat hién ndy bd sung vdi soi axit
nucleic dich, trong bién thé gen theo séng ché, v6i soi ADN hé gen tir mot trong s6 cac
bién thé gen ngo nay, tir cay ngo hodc tir miu bao gdm ADN tir gen. Cdc d4u phét hién
theo sdng ch& khong nhiing bao gébm deoxyribonucleic hoic axit ribonucleic ma con bao
gom céc polyamit va cac vat liéu phat hién khéac gén két dic hiéu véi trinh tw ADN dich va
c6 thé duge st dung dé phdt hién su c6 mat clia trinh tw ADN dich nay.

“Doan moi” 12 axit nucleic dugc phan lap/dugc tdng hop dugc ghép vé6i sgi ADN
dich bd sung nhd lai héa axit nucleic dé tao ra thé lai gitta doan méi va soi ADN dich, tiép
theo m& rong doc soi ADN dich nho polymeaza, vi du, ADN polymeaza. Céc cip doan
moi theo sang ché dé chi viéc st dung chiing dé khuéch dai trinh tu axit nucleic dich, vi
du, bang phan ting chudi polymeaza (PCR) hoic cdc phuong phap khuéch dai axit nucleic
thong thuong khac.
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Cac ddu phat hién va cdc doan mdi thudng c6 chiéu dailas,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37,38, 39,40, 41,42,43,44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73, 74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89,90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107,108,109, 110,111, 112,113,114, 115,116, 117,118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125,126, 127,128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162,163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,172, 173, 174,175,176, 177, 178,
179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196,
197,198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213,214,
215,216,217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232,
233,234,235, 236, 237,238, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250,
251,252,253, 254,255,256, 257,258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268,
269,270, 271,272,273,274,275,276,277,278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286,
287,288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304,
305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322,
323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340,
341, 342,343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358,
359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370, 371, 372,373, 374, 375, 376,
377,378,379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394,
395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412,
413,414,415, 416,417, 418,419,420, 421,422,423, 424, 425, 426,427, 428, 429, 430,
431,432,433, 434, 435, 436,437,438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448,
449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466,
467,468, 469, 470,471,472,473,474,475, 476,477,478, 479, 480, 481, 482, 483, 484,
485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, hoac 500
polynucleotit hodc nhiéu hon. Céc d4u phét hién va cic doan méi ndy lai héa dic hiéu véi
trinh tir dich trong céc di€u kién lai héa nghiém ngat cao. Tét hon 13, c4c dau phat hién va
céc doan méi theo sdng ché c6 trinh tu hoan chinh tuong tu véi trinh tu dich, mac du cac
dau phét hién khic véi trinh tu dich va giit kha nang lai héa véi trinh tu dich c6 thé dugc
thiét k& bing cic phuong phép thong thudng.

-25-



271752

Céc phuong phap di€u ché va st dung dau phat hién va doan moi duge mo ta, vi du,
trong Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook va cac
déng tac gia, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. Cap
doan méi PCR c6 thé c¢6 ngudn goc ti trinh tu da biét, vi du, bang cdch sit dung chuong
trinh mdy tinh duoc du dinh cho muc dich dé.

Cac doan mdi va ddu phat hién dua vao ADN ndm & sudn bén va trinh tu cai xen
duoc dé cap trong ban mo ta nay cé thé duoc st dung dé khang dinh (va, néu cén, dé chinh
stra) trinh tu dugc dé cap bing cic phuong phép thong thudng, vi du, bing cach tai tich
dong vo tinh va sdp x€p trinh tu trinh tu nay.

Céac d4u phat hién axit nucleic va cadc doan méi theo sang ché lai héa trong céc diéu
kién nghiém ngét véi trinh tu ADN dich. Phuong phép lai héa axit nucleic hodc phuong
phép khuéch dai thong thudng bét k¥ c6 thé duoc st dung dé xdc dinh su ¢6 mat chia ADN
tlr gen chuyén trong miu. Phan tlt axit nucleic hodc cdc doan clia chiing c6 kha nang lai
héa dic hiéu véi phan tir axit nucleic khac trong mot s6 bién thé gen. Nhu dugce st dung
trong ban mo ta nay, hai phan tr axit nucleic da dé cap cé kha nang lai héa dac hiéu véi
nhau néu hai phan tir c6 kha nang tao thanh cau tric axit nucleic sgi kép khong song song.
Phan tir axit nucleic dugc dé cap 1a doan “bd sung” clia phan tir axit nucleic khdc néu
chiing c6 tinh bé sung hoan toan. Nhu dugc sit dung trong ban mo ta nay, phan tir da dé
cap c6 “tinh bd sung hoan toan” khi moi nucleotit cia mot trong s6 c4c phan tir bd sung
v6i nucleotit clia phan tlir khac. Hai phan tlr da dé cap 1a “bd sung rat nhd” néu ching cé
thé lai héa véi nhau véi dii do 6n dinh dé cho phép ching duy tri ghép véi nhau trong t6i
thiéu diéu kién “nghiém ngit thap” thong thuong. Tuong tu, phan tir di dé cap 13 “bd
sung” néu chuing c6 thé lai héa véi nhau véi dit do 6n dinh dé cho phép chiing duy tri ghép
v4i nhau trong céc di€u kién “nghiém ngit cao” thong thuong. C4c diéu kién nghiém ngit
cao thong thudng dugc mo ta bdi Sambrook va cac dong tac gia, 1989. Su léch hudng tir
tinh bé sung hoan toan vi vay c6 thé dugc cho phép, chitng nio ma su léch huéng nay
khong ngan can hoan toan kha nang phan tlr tao ra ciu tric sgi kép. Dé dung phan tir axit
nucleic lam doan méi hoac ddu phat hién chi can bé sung dli trong trinh tu dé c6 thé tao ra
céu triic soi kép 6n dinh trong dung moéi cu thé va cdc ndng do mudi duoc sir dung.

Nhu dugc sir dung trong ban mo ta nay, trinh tu vé co ban 1a dong nhét 14 trinh tu
axit nucleic s& lai héa dac hiéu véi doan bd sung cia trinh tu axit nucleic ma né duge so

sdnh trong céc diéu kién nghiém ngit cao. Thuat ngit “diéu kién nghiém ngat” da dugc x4c
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dinh vé mat chic ning lién quan dén viéc lai héa dau phat hién axit nucleic véi axit
nucleic dich (ttc 13, véi trinh tu axit nucleic cu thé quan tdm) nhd quy trinh lai héa dac
hiéu duoc thao luan trong Sambrook va cac dong tac gia, 1989, 39,52-9,55. Ngoai ra, xem
Sambrook va cdc dong tac gia, 1989 & 9,47-9,52 va 9,56-9,58. Do d6, trinh tu nucleotit
theo sang ché c6 thé dugc st dung trong kha nang clia ching dé tao thanh mot cach chon
loc phan tir kép véi cac doan ADN dubi bd sung.

Thy thuoc vio tng dung du dinh, c6 thé sit dung céc diéu kién lai hoa khac nhau dé
dat duoc mitc do chon loc khac nhau dau phat hién xudi trinh tu dich. D&i véi céc ting
dung doi hdi do chon loc cao, thong thudng sé dung diéu kién nghiém ngat tuong doi dé
tao ra cac thé lai, vi du, ngudi ta s& chon loc di€u kién néng d6 mudi twong doi thap
va/hoic diéu kién nhiét do twong d6i cao, nhu duge dé xuét trong khoang tir 0,02M dén
0,15M NaCl & nhiét do ndm trong khoang tit 50°C dén 70°C. Diéu kién nghiém ngat, vi du,
c6 thé bao gém rilra bo loc lai héa it nhét hai 14n véi dung dich dém rlra nghiém ngat cao
(0,2X SSC, SDS 0,1%, 65°C). C4c diéu kién nghiém ngat thich hop thic ddy qua trinh lai
héa ADN, vi du, 6,0X natri clorua/natri xitrat (SSC) & khoang 45°C, ti€p d6 1a rira 2,0X
SSC & 50°C 1a da biét d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay, 6,3,1-6,3,6.
Vi du, ndng d6 mudi trong budc rita c6 thé dugc chon tir diéu kién nghiém ngét thap
khoang 2,0X SSC & 50°C dén diéu kién nghiém ngit cao khoang 0,2X SSC & 50°C. Ngoai
ra, nhiét do trong budc rira c6 thé dugc tang lén tir diéu kién nghiém ngét thdp & nhiét do
trong phong, khoang 22°C, dén diéu kién nghiém ngét cao & khoang 65°C. Ca nhiét do va
ndéng do mudi déu c6 thé duogc thay ddi, hodc nhiét d6 hodc ndng d6 mudi c6 thé dugc gitt
khong ddi trong khi diéu kién kia dugc thay ddi. Cac diéu kién chon loc nhu vay chdp
nhan rét it, néu c6, su khong khdp giita dau phat hién va khuén mau hoac soi dich. Phat
hién trinh tw ADN qua lai héa 12 da biét déi v6i ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong Iinh
vuc k¥ thuat nay, va phan mo ta cla cic patent My s6 4,965,188 va 5,176,995 dugc 14y
lam vi du vé cdc phuong phdp phan tich lai héa.

Theo phuong dn dugc dac biét uu tién, axit nucleic theo sang ché€ s€ lai héa mot
cdch dic hiéu v6i mot hodc nhiéu doan méi (hodc san phdm khuéch dai hodc trinh tu khic)
duoc 14y lam vi du hoac dé xuét trong ban mo ta nay, bao gébm cdc doan bd sung va céc
doan ctia chiing, trong cac di€u kién nghiém ngit cao. Theo mot khia canh theo sang ché,
phén tl axit nucleic ddnh ddu theo séng ch€ cé trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID

NO:3-14, hoic cdc doan bd sung va/hodc céc doan ctia chiing.

-27-



271752

Theo mot khia canh khac theo sang ché, phan tlr axit nucleic danh diu theo sing
ché& c6 trong khoang tlir 80% dén 100% hoac trong khoang tir 90% dén 100% trinh tu tuong
déng véi trinh tu axit nucleic nay. Theo mot khia canh khéc nita theo sédng ché, phan ti
axit nucleic dinh d&u theo sang ché c6 trong khoang tlr 95% dén 100% trinh tu tuong dong
v6i trinh tu nay. Trinh tu nhu vay c6 thé dugc sit dung 1am gen ddnh d4u trong phuong
phdp nhén giéng dé xdc dinh thé hé con ctia phép lai di truyén. Lai héa ddu phat hién véi
phan tir ADN dich c6 thé dugc phat hién bing nhiéu phwong phép bat ky da biét doi véi
ngudi c¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, cic phuong phép niy c6 thé bao gom,
nhung khong chi gi6i han &, nhan phat huynh quang, nhan phéng xa, nhan trén co sé
khang thé, va nhan phit quang héa hoc.

Lién quan dén viéc khuéch dai trinh tu axit nucleic dich (vi du, bang PCR) str dung
cip doan mdi khuéch dai cu thé, “diéu kién nghiém ngit” 1a cdc diéu kién cho phép cip
doan méi chi lai héa véi dich axit nucleic trinh tu ma doan mdi c6 trinh tu kiéu dai tuong
ting (hodc doan b sung ctia né) gén két va t6t hon 1a dé tao ra san phdm khuéch dai duy
nhat, sin phdm khuéch dai.

Thuat ngit “dac hiéu ého (trinh tu dich)” cho thdy rang ddu phét hién hodc doan méi
lai héa trong céc diéu kién lai h6a nghiém ngat chi véi trinh tu dich trong miu bao gom
trinh tu dich.

Nhu duge st dung trong ban mo ta nay, “ADN dugc khuéch dai” hodc “san phdm
khuéch dai” dung dé chi san pham ctia khuéch dai axit nucleic cta trinh tu axit nucleic
dich 12 mot phan clia khuén miu axit nucleic. Vi du, dé xdc dinh cay ngo thu dugc tir phép
lai hitu tinh chita ADN hé gen ctia bién thé gen chuyén gen tir cay ng6 theo sang ch&, ADN
duge chiét tir miu mo cay ngo cé thé duoc dua vao phuong phip khuéch dai axit nucleic
bang cach st dung cap doan mdi bao gdm doan mdi c6 ngudn gdc tir trinh tw nim & sudn
bén trong hé gen clia cay lién ké véi vi tri doan cai xen cia ADN da dugc cai xen di tuong
dong, va doan moéi thit hai c6 nguén goc tit ADN da dugc cai xen di tuong dong dé tao ra
san phdm khuéch dai chdn dodn cho su c6 mat cia ADN gen. San phdm khuéch dai c6
chiéu dai va c6 trinh tu cling chdn dodn cho gen. San phdm khuéch dai c6 thé c6 chiéu dai
nam trong khoang tir chiéu dai két hop cia céc cdp doan méi cong v6i mot cap bazo
nucleotit, va/hoac chiéu dai két hop clia cdc cap doan méi cong vdi chiéu dai khoang 2, 3,
4,5,6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
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54,55, 56,57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72,73,74,75,76, 71,
78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115,116,117, 118,
119,120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136,
137,138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,171, 172,
173,174,175, 176,177,178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190,
191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208,
209,210,211, 212,213,214,215,216,217,218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227,228,229, 230, 231,232,233,234, 235,236,237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244,
245,246,247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262,
263,264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271,272,273, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280,
281, 282,283,284, 285,286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298,
299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316,
317,318,319, 320, 321, 322, 323, 324, 325,326, 327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334,
335, 336, 337, 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352,
353,354,355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370,
371,372,373, 374, 375,376,377, 378,379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388,
389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406,
407,408,409, 410,411,412, 413,414,415,416,417, 418,419, 420,421, 422,423, 424,
425,426,427, 428, 429, 430,431, 432,433,434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442,
443,444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460,
461,462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478,
479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496,
497, 498, 499, hoac 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, hoac nhi€u hon cip bazo
nucleotit (cong véi hoac khong c6 bat ky trong s6 cac so gia duoc néu trén day). Theo cach
khéc, cap doan méi c6 thé c6 ngudn goc tir trinh tu ndim & sudn bén & ca hai phia chia ADN
da dugc cai xen dé tao ra san phdm khuéch dai bao gém toan bo trinh tu nucleotit cai xen.
Poan méi cta cdp doan méi c6 ngudn gdc tix trinh ty hé gen cay c6 thé duoc dinh vi mot
khoang cach véi trinh tu ADN da duoc cai xen. Khoang cach ndy c6 thé ndm trong khoang

tlir mot cap bazo nucleotit 1én dén hai muoi nghin cap bazo nucleotit. Viéc sir dung thuat
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ngtt “san phdm khuéch dai” khong bao gdm cu thé cdc doan méi dime c6 thé dugc tao
thanh trong phan tng khuéch dai nhiét ADN.

Viéc khuéch dai axit nucleic c6 thé dat duoc bang phuong phap bat ky trong s cdc
phuong phdp khuéch dai axit nucleic da biét trong linh vuc ndy, bao gébm phén dng chudi
polymeaza (PCR). Nhiéu phan tng khuéch dai da biét trong linh vuc nay va dugc mo ta,
khong ké nhiing cdi khéc, trong patent My s6 4,683,195 va patent My s6 4,683,202.
Phuong phap khuéch dai PCR di duoc phét trién dé khuéch dai 1én dén 22 kb ADN hé gen.
Céc phuong phdp nay ciing nhu cac phuong phap khic di biét trong Iinh vuc khuéch dai
ADN c6 thé duoc st dung trong thuc t&€ theo sdng ché. Trinh tu clia doan cai xen ADN gen
chuyén di tuong déng hoic trinh tu hé gen nidm & sudn bén tir bién thé gen ngd theo sing
ché c6 thé dugc ki€m tra (va dugc stra chita néu can) bing céch khuéch dai trinh tu nay tir
gen bang céch st dung cdc doan mai c¢é ngudn goc tir trinh ty duoc d€ xuét trong ban mo
t4 nay tiép d6 1a sép x€p trinh tw ADN chuédn sén phdm khuéch dai PCR hoidc ADN da
duoc tdch dong vo tinh. ,

Sén phdm khuéch dai duoc tao ra bdi cdc phuong phép nay c6 thé dugc phat hién
bang rat nhi€u k§ thuat. Dién di trén gel agaroza va nhudm véi ethidi bromua 1a phuong
phép phat hién san phdm khuéch dai ADN da biét thong thudng. Mot phuong phip khic 1a
phan tich bit di truyén trong d6 ADN oligonucleotit dugc thiét k& chéng lop 1én both trinh
tu ADN ndm & sudn bén hé gen lién ké va trinh ty ADN d4 duoc cai xen. Oligonucleotit
dugc cd dinh trong céc 16 cla dia vi 16. Sau khi PCR ving quan tam (bang cach sir dung
mot doan moéi trong trinh tu da dugc cai xen va mot doan méi trong trinh tu hé gen nim &
sudn bén lién ké), san phdm PCR soi don c6 thé duoc lai héa véi oligonucleotit cd dinh va
dung lam khu6n mau cho phén ting kéo dai mot bazo béng céch stt dung ADN polymeaza
va ddNTP dugc dénh ddu dac hiéu cho bazo mong mudn ti€p theo. Viéc doc ra c6 thé dua
vao phéat huynh quang hoac ELISA. Tin hiéu chi ra sy ¢4 mat cla trinh tu cai xen/trinh tu
nam & sudn bén do khuéch dai, lai héa, va kéo dai mot bazo thanh cong.

Phuong phdp khdc 1a k§y thuét giai trinh tu (Pyrosequencing technique) nhu dugc
mo ta bdi Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). Trong phuong phép nay
oligonucleotit dugc thi€t k& chong lgp 1én ADN hé gen lién ké va phan n6i ADN cai xen.
Oligonucleotit dugc lai héa véi san phdm PCR sgi don tir ving quan tam (mot doan méi
trong trinh ty da dugc cai xen va mot doan moi trong trinh tw hé gen nim & sudn bén) va

dugc 0 v6i sy c6 mat cia ADN polymeaza, ATP, sulfurylaza, luxiferaza, apyraza, adenosin
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5' phosphosulfat va luxiferin. DNTP dugc bd sung riéng biét va su hop nhét din dén viéc
tin hiéu dnh sdng duoc do. Tin hiéu dnh sdng chi ra su ¢4 mat cla trinh tu cai Xxen gen
chuyén/trinh tu nidm & sudn bén do khuéch dai, lai héa, va kéo dai mot hoic nhiéu bazo
thanh cong.

Phan cuc huynh quang 12 phuong phap khéc c6 thé dugc sit dung dé phat hién san
phdm khuéch dai theo sédng ché. Sau phuong phép ndy, oligonucleotit duoc thiét k& chéng
1gp 1én doan ndi nam & sudn bén hé gen va doan n6i ADN di dugc cai xen. Oligonucleotit
dugc lai héa véi san phdm PCR soi don tlr ving quan tdm (mot doan mdi trong ADN da
duogc cai xen va mot doan mdi trong trinh tw ADN ndm & sudn bén hé gen) va duogc 1 véi
st c6 mat cia ADN polymeaza va ddNTP dugc ddnh ddu huynh quang. Viéc kéo dai mot
bazo dén dén sy hop nhat cia ddNTP. Sy hop nhat c6 thé dugc do bing su thay ddi vé phan
cuc bang cach st dung huynh quang k€. Su thay déi vé phan cuc chi ra su ¢ mat clia trinh
tu cai xen gen chuyén/trinh tu nim & sudn bén do khuéch dai, lai héa, va kéo dai mot bazo
thanh cong.

TAQMAN (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) 1a phuong phap phat hién
va dinh luong su ¢ mat cta trinh tw ADN. Tém lai, ddu phét hién FRET oligonucleotit
dugc thiét k& chong lop 1én phan ndi hé gen ndm & sudn bén va phan néi ADN cai xen.
Dau phat hién FRET va cdc doan méi PCR (mét doan méi trong trinh tu doan cai xen
ADN va mot doan mdi trong trinh tu hé gen ndm & sudn bén) dugc déng vong véi su c6
mat clia polymeaza 6n nhiét va DNTP. Trong qué trinh khuéch dai dac hiéu, Taqg ADN
polymeaza lam sach va giai phong g6c huynh quang ra khdi géc ding trén dau phat hién
FRET. Tin hiéu phét huynh quang chi ra su ¢6 mat cua trinh tu ndm & sudn bén/trinh tu cai
xen gen chuyén do khuéch dai va lai héa thanh cong.

Da mo ta phan tir Beacons dugc st dung trong phét hién trinh ty. Tém lai, dau phat
hién FRET oligonucleotit dugc thiét k& chéng lop 1én phan n6i ndm & sudn bén hé gen va
phan n6i ADN cai xen. C4u tric duy nhat ctia ddu phat hién FRET din dén viéc n6 chida
céu tric bac hai gilt goc huynh quang va géc ding & trang thai gin nhau. P4u phat hién
FRET va cdc doan m6i PCR (mot doan méi trong trinh tu doan cai xen ADN va mot doan
moi trong trinh tu hé gen ndm & sudn bén) duge déng vong véi su ¢ mit clia polymeaza
6n nhiét va DNTP. Sau khi khuéch dai PCR thanh cong, lai héa dau phat hién FRET véi
trinh ty dich dan dén loai bd cu tric ddu phat hién bac hai va tich vé mat khong gian géc

huynh quang va géc dimg. Thu dugc tin hiéu phat huynh quang. Tin hiéu phat huynh
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quang chi ra su c6 mat ctia trinh tw nim & sudn bén hé gen/trinh ty cai xen gen chuyén do
khuéch dai va lai héa thanh cong.

Séng ché& dé xuat vi tri trong hé gen ctia ngd 12 m§ man cho cai xen, sang ché cling
bao gém hat ngo va/hodc cay ngod bao gom it nhat mot doan cai xen khong aad1 & ving lan
can chung ctia vi trf hé gen nay. Mot lua chon 12 thay th€ doan cai xen khéc nhau thay vao
chd doan cai xen AAD-1 dugc 14y 1am vi du trong ban mo ta nay. Theo khia canh chung
nay, tai t6 hop tuong déng huéng dich, vi dy, c6 thé dugc sl dung theo sédng ché. Cong
ngh¢ nay 12 d6i tuong sang ché ca, vi du, WO 03/080809 A2 va don patent My dong dang
(US 20030232410). Do vay, sdng ch& dé xudt cay va cac t€ bao cay bao gém doan cai xen
di tuong déng (thay vao chd hozc véi nhiéu béan sao clia AAD-1), bi nam & sudn bén boi tat
c& hodc mot phan c6 thé da dugc thira nhén trinh ty ndm & sudn bén da dugc nhén dién
trong ban mo ta nay (vi du, cdc gbc 1-1873 va 6690-8557 clia trinh ty néu trong SEQ ID
NO:29).

Tét c& cac patent, don yéu cAu cdp patent, don tam thoi, va cdc cong b6 dugc vien
din dén hodc dugc néu trong ban mo tA ndy dugc dua noi dung vao ban mo ta nay bang

cach vién din ma khong mau thuéin v6i ni dung ctia sdng ché.

Vi du thuc hién sang ché

Cic vi du sau nhim minh hoa c4c phuong phép dé thuc hién sing ché va chiing
minh mot s6 phuong 4n dugc uu tién theo sang ché. Cac vi du nay khong gi6i han pham vi
ctia séng ché. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay can phai hiéu rang
k¥ thuat dugc dé cap trong cac vi du sau la cdc phuong phap cu thé duoc sit dung dé minh
hoa céc cach dugc wu tién dé thuc hién sang ché. Tuy nhién, trong pham vi séng ch€, ngudi
c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay ciing cdn hiéu réng nhiéu thay déi c6
thé duoc thuc hién theo cdc phuong 4n cu thé ndy trong khi van thu dugc cic két qua bién
thé gen hoic tuong tu ma khong ndm ngoai pham vi clia sdng ché. Trir khi c6 quy dinh
khdc, t4t ca phan tram déu tinh theo kh6i lugng va tat ca cdc ty 1¢ hén hop dung moi la tinh
theo thé tich trir khi c¢6 quy dinh khéc.

Céc tir viét tat sau dugc sir dung trir khi ¢6 quy dinh khéc.

AAD-1 aryloxyalkanoat dioxyaza-1
bp cap bazo

°C do Celcius

ADN axit deoxyribonucleic
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DIG digoxigenin

EDTA axit etylendiamintetraaxetic

kb kilobazo

ug microgam

ulL microlit

mL mililit

M khoi lugng mol

OLP dau phét hién chong lop 1én

PCR phan ing chubi polymeaza

PTU don vi ban sao cay

SDS natri dodexyl sulfat

SOP quy trinh diéu hanh chuin

SSC dung dich dém clia hén hop chita natri clorua va natri xitrat, do pH
7,0

TBE dung dich dém ctia hén hop chia bazo Tris, axit boric va EDTA, do
pH 8,3

\Y von

Vi du 1. Bién nap va chon loc gen AAD1 pDAS1740-278

Gen AADI1, pDAS1740-278, dugc tao ra bdi bién nap qua trung gian WHISKER
dong ngo Hi-1I. Phuong phép bién nap dugc sit dung dugc mo ta trong don patent My #
20090093366. Poan Fspl clia plasmit pDAS1740, con duge goi 1a pDAB3812, (Fig. 1)
dugc bién nap vao dong ngd. Cau tric plasmit nay chifa catxet biéu hién cay chita RB7
MARV3 :: Zea mays Ubiquitin 1 gen khai ddu v2 // AAD1 v3 // Zeamays PERS 3’UTR ::
RB 7 MARV4 don vi bdn sao cay (PTU).

R4t nhiéu gen dugc tao ra. Cic gen nay s6ng va dugc tao ra khde manh, mo seo ¢
tinh chong chiu haloxyfop di chi ra cdc ma xdc dinh duy nhét 12 bién thé gen bién nap gia
dinh, va dugc chuyén lién tuc vao moi trudng chon loc sach. Cac cay duoc téi sinh tir mo
c6 ngudn goc tit mdi bién thé gen duy nhat va dugc chuyén vao nha kinh.

Céc miu 14 duogc 14y dé phan tich phan tir dé xdc dinh sy c6 mat clia gen chuyén
AAD-1 nho tham tdch Southern, x4c nhan bién ADN, va xac nhan c6 trg gitp cla gen
d4nh d&u hé gen. Cic cay TO duong tinh duogc thu phan vé6i cdc dong lai ndi phoi dé thu
duoc hat T1. Cay T1 ca bién thé gen pDAS1470-278-9 (DAS-40278-9) dugc chon, tu thu
phdn va x4c dinh dic diém cho nam thé hé. Trong khi d6, cc cay T1 dugce lai chéo nguge
va lai nhap gen vao chat mam loai wu (XHH13) qua chon loc ¢6 trg gitip cia gen danh dau
dsi v6i mot vai the hé. Bién thé gen nay dugc tao ra tir thé phan 1ap bién nap doc 1ap. Bién
thé gen dugc chon dua vao cdc dic tinh duy nhét clia né nhu mot vi tri cai xen, phan ly

Menden binh thudng va biéu hién mot cach 6n dinh, va su két hop cuc hiéu qud, bao gom
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dac tinh chong chiu thudc diét cd va céc dic tinh nong hoc trong va qua nhiéu vi tri trong
moi trudng. Cac vi du sau chita dit liéu dugc stt dung dé x4c dinh dac diém bién thé gen
pDAS-1740-278-9.

Vi du 2. X4c dinh dac diém bién thé gen pDAS1740-278-9 qua thdm tdch Southern

Phan tich thdm tach Southern duoc st dung dé thiét 1ap kiéu xam nhap cia ADN da
dugc cai xen doan va xdc dinh s6 luong doan cai xen/ban sao clia gen aad-1 trong bién thé
gen pDAS-1740-278-9 (DAS-40278-9). Dit liéu dugc tao ra d€ ching minh qud trinh xam
nhap va tinh nguyén ven clia gen chuyén aad-1 dugc cai xen vao hé gen ngo. Dit liéu thim
tdch Southern da dua ra gia thuyét ring doan pDAS1740/Fsp I cai xen & bién thé gen ngod
DAS-40278-9 xay ra dudi dang xam nhap don gian cia mot ban sao nguyén ven clia AAD-
1 PTU tix plasmit pDAS1740. Phan tich tham tdch Southern chi tiét dugc tién hanh sir dung
d4u phét hién dic hiéu véi gen, trinh ty khéi ddu, trinh ty két thiic, va cdc y&u t6 dicu hoa
khac dugc chia trong viing plasmit va enzym gidi han mo ta cé céc vi tri phan cat dinh vi
trong plasmit va tao ra cdc doan lai bén trong véi plasmit hodc cic doan kéo dai phan néi
clia plasmit véi ADN hé gen clia ng6 (cc doan bién). Kh6i luong phan tir da chi ra tir lai
héa Southern dé két hop enzym gi6i han va dau phat hién 12 duy nhat cho bién thé gen nay,
va thiét 1ap kiéu nhan dién né. Cdc phan tich ndy ciing cho thdy rang doan plasmit da dugc
cai xen vao ADN hé gen ctia ngd ma khong c6 qué trinh chuyén vi cia aad-1 PTU. Quan
sat dugc céc doan lai héa bién thé gen nhau & nam thé hé riéng biét ciia bién thé gen ngod
chuyén gen DAS-40278-9 chi ra do 6n dinh cta tinh k€ thira chia cic th€ h¢ lai cai xen
aad-1 PTU. Lai héa véi hén hop chita ba dau phat hién khung chinh dugc dinh vi bén
ngoai vi trf gidi han cta Fsp I trén plasmit pDAS1740 khong phét hién céc doan ADN/gen
dac hiéu bat ky, chi ra su khong c6 mat ctia gen chong chiu Ampixilin va su khong c6 mat
ctia ving khung chinh vat truyén khadc ngay sat véi cac vi trf giéi han Fsp I cia plasmit
pDAS1740 & bién thé gen ngo6 chuyén gen DAS-40278-9. Ban d6 minh hoa vé doan cai
xen & bién thé gen ngd AAD-I DAS-40278-9 duoc thé hién trén céc Fig. 2-3.

Vi du 2.1. Thu gom méiu 14 ng6 va phan 1ap ADN hé gen (gADN)

gADN duoc chuén bi tir 14 clia cdc cay riéng 1€ clia bién thé gen ngd AAD-1 DAS-
40278-9. gADN dugc chiét tir mo 14 duoc thu hoach tir cdc cay riéng 1é mang bién thé gen
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ngd AAD-1 DAS-40278-9. Hat ng6 chuyén gen tir nam thé hé riéng biét ctia bién thé gen
DAS-40278-9 duqcb st dung. Hai muoi cay ngo riéng 1€, c6 ngudn gdc tlir bén cay cho moi
thé hé, doi véi bién thé gen DAS-40278-9 duoc chon. Ngoai ra, gADN dugc phan 1ap tir
cay ngod thong thudng, XHH13, chita co s& di truyén 12 dai dién clia dong chét, khong cé
mat gen aad-1.

Trude khi tich gADN, c4c nhanh 14 duoc 14y tir méi cay dé thir nghiém biéu hién
Protein AAD-1 bang cdch st dung kit thr nghiém nhanh (American Bionostica,
Swedesboro, NJ) theo quy trinh clia nha san xuét dé xuat. M6i mau nhanh 14 dugc duara
14n luot ghi diém + hodc - vé su ¢6 mit hodc khong c6 mat clia aad-1. Chi cic cay duong
tinh tir nam thé€ hé ca bién thé gen DAS-40278-9 dugc dua vao xac dinh dac diém tiép.

Céc mau 14 ngd duoc thu gom tlr c4c cay riéng 1é clia bién thé gen DAS-40278-9 va
mau d6i ching thong thuong XHH13. Cdc mau 14 dugce 1am dong lanh nhanh trong nito
16ng va dugc cat gitt & khoang -80°C cho dén khi st dung.

ADN hé gen riéng 1€ dugc chiét tir mo 14 ngd da dugc lam dong lanh theo phuong
phép CTAB chuén. Néu cin, mot s6 ADN hé gen dugc tinh ché ti€p v6i Qiagen Genomic-
Tip (Qiagen, Valencia, CA) theo cdc phuong phép ctia nha san xudt dé xuat. Sau khi chiét,
ADN duoc dinh luong bang mdy do huynh quang phd khéi bang céch st dung chat phan
ting Pico Green (Invitrogen, Carlsbad, CA). ADN tiép theo dugc hién thi trén gel agaroza
dé khang dinh céc gi4 tri tir phan tich Pico Green va dé x4c dinh chét lugng ADN.

Vi du 2.2. Phan cit va tich ADN

Pé x4c dinh dic diém phan tit cia ADN, chin microgam (9pg) ADN hé gen tir miu
ADN ctia bién thé gen ngdo DAS-40278-9 va mAu ddi chiing thong thudng dugc phan cat
bing c4ch b sung trong khoang tir ndm dén mudi mot don vi dugc chon enzym gidi han
cho méi ug ADN va dung dich dém phén tGng tuong tng vao mbi mau ADN. Mbi mau
dugc 0 & khoang 37°C qua dém. Céc enzym giGi han EcoR I, Nco 1, Sac 1, Fse 1, va Hind
III dugc st dung cho cac phan cét (New England Biolabs, Ipswich, MA). MAu lai héa d6i
chiing duong tinh dugc diéu ché bing c4ch t6 hgp ADN plasmit, pPDAS1740 (pDAB3812),
vGi ADN hé gen tir ngo doi ching thong thuong & ty 1& khoang tuong duong véi 1 ban sao
ctia gen chuyén cho méi hé gen ctia ngd, va phan cét bang cach sir dung c4c phuong phap

va enzym gi6i han bién thé gen nhu cic miu thir nghiém. ADN tir ngd déi chitng ngo
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thong thudong (XHH13) dugc phan cit bang céch sit dung cic phuong phip va cic enzym
giéi han bién thé gen nhu cic méu thir nghiém dé dung lam méiu d6i ching am tinh.

C4ic miu ADN di phan cét duge két tia v6i Quick-Precip (Edge BioSystems,
Gaithersburg, MD) va téi tao huyén phii trong 1x Blue Juice (Invitrogen, Carlsbad, CA) dé
dat duoc thé tich mong mudn dé tai gel. Mau ADN va gen danh déu kich ¢ phén ti ti€p
theo dugc dién di qua 0,8% gel agaroza véi 1xdung dich dém TBE (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA) & dién dp 55-65 von trong khoang thoi gian tir 18 dén 22 gid dé dat duge
doan tich. Gel dugc nhudm béng ethidi bromua (Invitrogen, Carlsbad, CA) va ADN dugc
hién thi dudi 4nh sdng tia cuc tim (UV).

Vi du 2.3. Phuong phép truyén Southern va xit Iy mang

Phan tich tham tich Southern dugc thuc hién vé co ban nhu dugc mo td boi
Memelink, va cdc déng tic gia (1994) Southern, Northern, and Western Blot Analysis.
Plant Mol. Biol. Manual F1:1-23. Tém lai, sau khi tach bing dién di va viéc hién thi clia
céc doan ADN, gel dugc khtt purin v6i HC1 0,25N (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) trong
khoang 15 phit, va tiép theo dugc ti€p xiic v6i dung dich bién tinh (AccuGENE, Sigma, St.
Louis, MO) trong khoang 30 phiit ti€p d6 12 dung dich trung hoa (AccuGENE, Sigma, St.
Louis, MO) trong t&i thiéu 30 phiit. Truyén Southern dugc thuc hién qua dém trén mang
nilon (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) bing céch st dung hé mao dan véi 10xSSC
(Sigma, St. Louis, MO). Sau khi chuyén mang duoc ria trong 2x dung dich SSC va ADN
dugc gén v6i mang nho tao lién két ngang UV. Quy trinh nay din dén mang thdm tich

Southern san cé dé lai héa.

Vi du 2.4. Danh dau dau phat hién ADN va lai h6a

Céc doan ADN gén két véi mang nylon dugc phat hién bang cach st dung dau phat
hién da dugc danh dau. Cic ddu phat hién duge sit dung dé nghién ctru dugc tao ra bdi sy
hop nhat trén co s& PCR nucleotit dugc danh ddu digoxigenin (DIG), [DIG-11]-dUTP, tu
cac doan dugc tao ra bdi cdc doan moéi dac hiéu véi cac yéu to gen va cdc ving khdc tir
plasmit pDAS1740. Viéc tao ra cdc ddu phét hién ADN nhd téng hop PCR duoc thuc hién
bing c4ch sir dung kit ddu phét hién téng hop PCR DIG (Roche Diagnostics, Indianapolis,
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IN) theo huéng din ctia nha san xu4t. Danh muc céc ddu phdt hién dugc st dung dé nghién

ctru dugc mo ta trong bang 1.

Bang 1. Dinh vi va do dai ctia cic dau phat hién dugc st dung trong phén tich Southern

Teén dau o \ Vi tri trén o
. Yéu t6 di truyén Chiéu dai (bp)
phét hién pDAS1740 (bp)
trinh tu khéi dau ubiquitin
OLP1-3 28-2123 2096
(ZmUbil)
OLP2 gen aad-1 2103-3022 920
trinh tu két thiic peroxidaza
OLP3A 3002-3397 396
(ZmPer5)
OLP3B RB7 Mar v4 3375-4865 1491
Khung chinh (OLP4A) 4900-5848 949
Khung chinh Ap’ gen
OLP4ABC 5828-6681 855
(OLP4B)
Khung chinh (OLP4C) 6660-7144 485
OLP5-2 RB7 Mar v3 7124-8507 1384

Céc dau phat hién da dugc danh dau dugc phan tich bing dién di trén gel agaroza dé
x4c dinh chét luong va s6 lugng ctia ching. Luong ddu phat hién da duge ddnh dau mong
mudhn tiép theo duoc st dung dé lai héa véi dich ADN trén mang nylon dé phét hién cdc
doan dac hiéu anh bang cach st dung cdc phuong phap dugc mo ta cho dung dich DIG
Easy Hyb (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Tém lai, mang nylon thdm tdch véi ADN
dugc cd dinh trén duoc rira so bo trong 2xSSC va dugc lai héa so bo véi 20-25mL dung
dich DIG Easy Hyb di dugc 1am 4m so bd trong céc chai lai hda & khoang 50°C trong t6i
thiéu 30 phiit trong th sy lai héa. Dung dich da dugc lai héa so bo ti€p theo duoc ldng gan,
va thay bang 20mL dung dich DIG Easy Hyb da duoc 1am 4m so bo chita lugng dau phat
hién d4c hiéu mong muén da dugc 1am bién tinh so bo bang cach dun s6i trong nudc trong
5 phiit. Budc lai héa ti€p theo dugce ti€n hanh & khoang 40-60°C qua dém trong ta sy lai

hoa.
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Vi du 2.5. Phét hién

O phan cudi chia ddu phat hién lai héa, dung dich DIG Easy Hyb chita cac ddu pht
hién dugc 14ng gan, vao 6ng sach va dugc cét giit & -20°C. Cdc ddu phét hién ndy c6 thé
duoc tai st dung trong 2-3 14n theo quy trinh clia nha san xudt. Mang tham tach duoc ria
so bo va duoc rira hai 14n trong vat dung bang chét déo sach véi dung dich dém rita nghiém
ngat thap (2xSSC, SDS 0,1%) trong khoang 5 phiit & nhiét do trong phong, ti€p dé 1a rira
hai 14n v6i dung dich dém rita nghiém ngat cao (0,1xSSC, SDS 0,1%) trong méi 15 phiit &
khoang 65°C. Mang th4m tach tiép theo dugc chuyén vao vat dung bang chat déo sach
khéc va dugc rira so bo véi 1xdung dich dém rira t nhém dung dich dém rira va nam &
suon bén DIG (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) trong khoang 2 phiit, x{ 1y nam &
sudn bén trong 1x dung dich dém nim & sudn bén trong t6i thiéu 30 phit, tiep d6 1a G véi
khang thé khang DIG-AP (dung dich kiém phosphataza) (ty 1¢ pha loang 1:5,000, Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) trong 1xdung dich dém nim & sudn bén trong t6i thiéu 30
phit. Sau tir 2-3 14n rlta véi 1x dung dich dém rira, cdc ddu phat hién ADN dac hi¢u duy
tri gén két v6i thdm tach mang va chuin ADN duogc ddnh déu DIG dugc hién thi bing céch
stt dung hé phét hién axit nucleic phat quang héa hoc hinh sao CDP (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) theo huéng dén clia nha san xuét. Thadm tich dugc tiép xic véi mang
phat quang héa hoc (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) cho mot hoac nhiéu thoi diém
dé phat hién cc doan lai héa va dé hién thi chudn kich 3 phan tlt. Cic mang ti€p theo
duoc hién anh bing thudc hién 4nh mang All-Pro 100 Plus (Konica SRX-101) va hinh anh
dugc quét dé bao cdo. S6 lugng va kich cd clia cdc dai da duoc phat hién dugc ching minh
bing tai liéu cho méi ddu phét hién. Chat danh dau khéi lugng phan tt ADN dugc danh
d&u DIG II (MWM DIG II), nhin thdy dugc sau khi phét hién DIG nhu dugc mo ta, dugc

st dung dé x4c dinh kich c& doan lai héa trén thdm tdch Southern.

Vi du 2.6. Thdo dau phat hién

Céc diu phét hién ADN duoc cat phan nhe ra khdi mang thdm tich sau khi thu dugc
dit lieu lai héa Southern, va mang th&m tach c6 thé dugc tai st dung dé€ lai héa véi ddu phat
hién ADN khic nhau cdc phuong phap dugc nha san xuét khuyén dung (DIG Application
Manual for Thiét bi loc Lai hda, (2003). Roche Diagnostics). Tém lai, sau khi phét hién tin

hiéu va phoi sdng mang, mang tham tdch dugc rita déu bang nudc Milli-Q va ti€p d6 larira
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hai 14n trong dung dich dém c4t nhe (0,2N NaOH, SDS 0,1%) trong khoang 15 phiit &
nhiét do trong phong hodc ¢ 37°C. Mang thdm téch ti€p theo dugc rira so bd trong 2xSSC
va sin sang dé lai hda so bo va lai héa v6i ddu phat hién ADN khac. Mang thdm tach dugc
tiép xtdc v6i mang phét quang héa hoc méi dé ddm bao toan bo céc dau phét hién ADN
dugc cét phan nhe trude khi ti€p tuc lai hoa ti€p theo. Cac mang da dugc phoi sdng lai dugc

giit cling véi géi dit liéu lai héa trude trong tai liéu nghién cttu dé ghi lai.

Vi du 2.7. Két qua thdm tach Southern g

Kich c¢& doan mong mudn va quan sit dugc v6i phan cit va ddu phat hién cu thé,
dua vao céc vi tri enzym gidi han da biét cia doan pDAS1740/Fsp I, dugc néu trong bang
2. Hai dang doan dugc nhan dién tit cic phan cét va lai héa nay: cdc doan bén trong, tai d6
céc vi trf enzym da biét ndm & sudn bén ving dau phat hién va hoan toan chita trong doan
pDAS1740/Fsp I va céc doan bién tai d6 vi tri enzym da biét duge dinh vi 8 mot dau cua
viing du phét hién va vi tri thi hai duoc du dinh & hé gen ctia ngo. Kich ¢& doan bién thay
déi theo gen bdi vi, trong hau hét cdc bién thé gen, vi tri xAm nhap doan ADN 1a duy nhét
cho mdi gen. Cc doan bién cung cap phuong tién dé dinh vi vi trf enzym gi6i han so véi
ADN da dugc xam nhap va danh gid s6 lugng cac doan cai xen ADN. Dua vao cdc phan
tich tham téch Southern dugc hoan thanh trong nghién cttu nay, da két luan dugc rang mot
ban sao ciia AAD-1 PTU nguyén ven tlr plasmit pDAS1740/Fsp I dugc cai xen vao hé gen
ngo clia bién thé gen DAS-40278-9 nhu dugc mo ta chi tiét trong ban do cai xen (cac Fig.
2-3).

Bang 2. Cic doan lai héa du doan va quan sat dugc trong phan tich thdm tich Southern

Céc
Pau phat Kich c& doan Kich c& doan quan sét
. enzym y
hiéen ADN | mong muén (bp)! duoc (bp)?
gidi han
pDAS1740 8512 8512
EcoR 1 XHH13 khong khong
AAD-I | DAS-40278-9 |  >3382 (bien) ~12000
Neol pDAS1740 8512 8512
XHH13 khong khong

-30-




271752

DAS-40278-9 | >2764 (bién) ~4000
pDAS1740 8512 8512
Sac XHH13 khong khong
DAS-40278-9 | >4389 (bién) ~16000
Fsel/ | PDASI740 3361 3361
Hind III XHH13 khong khong
DAS-40278-9 3361 3361
pDAS1740 8512 8512, ~3600%*
Ncol XHH13 khong ~3600%*
DAS-40278-9 |  >3472 (bién) ~6300, ~3600%*
ZmUbil pDAS1740 8512 8512, ~3800*
prom. Sac T XHH13 khong ~3800%*
DAS-40278-9 | >4389 (bién) ~3800%, ~16000
Fsel/ | PDASI740 3361 3361, ~6400%*
Hind I XHH13 khong ~6400*
DAS-40278-9 3361 3361, ~6400%#
DPau phat cac Kich c& doan Kich c& doan quan sat
enzym
hién ADN mong mudn (bp)' duoc (bp)?
gi6i han
pDAS1740 8512 8512, ~3900*
Neol XHH13 khong ~3900%
DAS-40278-9 | >2764 (bién) ~4000, ~3900*
ZmPer> pDAS1740 8512 8512, ~9000*
term. Sac 1 XHH13 khong ~9000%
DAS-40278-9 | >1847 (bién) ~1900, ~9000*
Fsel/ | PDAS1740 3361 3361, ~2100*
Hind I XHH13 khong ~2100%*
DAS-40278-9 3361 3361, ~2100*
RB7mard | Ncol pDAS1740 8512 8512
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XHH13 khong khong
DAS-40278-9 zﬁ% ?;i:ﬁg =400
~6300
pDAS1740 8512 8512
Sac I XHH13 khong khong
DAS-40278-9 ;ﬁﬁ;‘; E‘;ﬁﬁi =190
~16000
pDAS1740 8512 8512
Neol XHH13 khong khong
>2764 (bién) ~4000
RB7 mar3 DAS-40278-9 | 53472 (bien) 6300
pDAS1740 8512 8512
Sac 1 XHH13 khong khong
DAS-40278-9 ;ﬁi;‘; 8;123 ~1900
~16000
pDAS1740 8512 8512
Ncol XHH13 khong khong
khung DAS-40278-9 khong khong
chinh pDAS1740 8512 8512
Sac 1 XHH13 khong khong
DAS-40278-9 khong khong
Luuy:

* D4u hoa thi sau kich c& doan quan sat da chi ra lai héa trinh tu noi sinh dugc phat hién &

tat ca cdc mau (bao gobm ca mau d6i ching am tinh)

# Vach doi trong mau d6i ching thong thudong, BC3S1, va mot s6 mau BC3S2

1. Kich c¢& doan mong mudn dua vao ban do plasmit cia pDAS1740 (pDAB3812) nhu
dugc thé hién trong Fig. 1.

2. Kich ¢3 doan quan sat dugc xem xét trong khoang tir cic phan tich nay va dua vao kich
c& da chi ra cia cdc doan chat ddnh ddu khéi lugng phan tit ADN duoc danh d4u DIG 11
Do su hop nhét ctia phan tit DIG d€ hién thi, cic doan d4nh dau thudng chay khéi luong
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phan tir 16n hon trong khoang tir 5 dén 10% so véi khéi lugng phan tir da chi ra thyc t€ cta

ching.

Céc enzym gidi han véi vi tri gidi han duy nhat trong plasmit pDAS1740, EcoR 1,
Nco 1, Sac 1, Fse I/Hind III, duoc chon dé x4c dinh dic diém doan cai xen gen aad-I
trong bién thé gen DAS-40278-9. doan bién > 3382bp, >2764bp, >4389bp dugc du dodn
lai héa véi dau phat hién gen aad-1 sau khi phan cét 1an lugt EcoR I, Nco 1, va Sac I (Bang
2). Quan sat duoc mot dai lai héa AAD-1 ~12000bp, ~4000bp, va ~16000bp khi 1an lugt
EcoR 1, Nco 1, va Sac 1 duogc stt dung, chi ra mot vi tri clia doan cai xen gen aad-1 & hé
gen clia ngd ciia bién thé gen DAS-40278-9. Phan cit kép bang Fse I va Hind III dugc
chon dé giai phéng doan 3361bp chita aad-I don vi ban sao cay (PTU, gen khoi
dau/gen/gen két thic) (bang 2). Quan sat dugc doan 3361bp da dugc du dodn véi véi dau
phat hién gen aad-I sau phan cét Fse I/Hind IT1. Cac két qua thu dugc véi tat cd bon phan
cit két hop céc enzym/enzym ctia miu DAS-40278-9 ti€p d6 1a lai héa dau phét hién gen
aad-1 da cho thdy rang mot ban sao cia aad-1 PTU nguyén ven tr plasmit pDAS1740
duoc cai xen vao hé gen ngod clia bién thé gen DAS-40278-9.

Céc enzym gi6i han Nco 1, Sac 1 va Fse I/Hind III dugc chon dé x4c dinh dac diém
ving trinh tu khéi ddu (ZmUbil) déi véi aad-1 trong bién thé gen DAS-40278-9. Mong
mudn cic phan cét bang Nco I va Sac 1 tao ra lan lugt cidc doan ving bién >3472bp va
>4389bp, khi dugc lai héa véi cadc ddu phat hien ADN dac hiéu véi vung trinh tu khdi dau
ZmUbil (bang 2). Hai dai lai héa ~6300bp va ~3600bp dugc phat hién véi dau phat hién
trinh tu khoi ddu ZmUbil sau khi phan cat bing Nco 1. Dai ~3600bp, tuy nhién, c6 mat
trong tét ca cdc mau bao gdm mau d6i ching thong thudng, cho thdy riang dai ~3600bp 1a
dai tin hiéu khong dic hiéu thu dugc tir gén két tuong dong ctia dau phat hién trinh tu khdi
dau ubiquitin (ZmUbil) cé nguén goc tit ngd véi gen ubi nodi sinh ctia ngo6. Nguge lai, dai
tin hiéu ~6300bp dugc phat hién trong cac mau DAS-40278-9 duoc thit nghiém chit khong
phdi trong mAu d6i chiing thong thudng, cho thay rang dai ~6300bp dic hiéu véi ddu phat
hién trinh ty khéi ddu ZmUbil tir plasmit pDAS1740 va vi vay chinh dai Nco I/ZmUbil da
chira trong bang 2. Tuong tu, hai dai lai héa ~3800bp va ~16000bp dugc phat hién véi dau
phét hién trinh tu khdi ddu ZmUDbil sau khi phan cit bang Sac 1. Dai ~3800bp xuét hién

trong tat ca cdc mau bao gom méu ddi chiing thong thudng va do d6 dugc xem 1a lai héa
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khong dac hiéu clia ddu phat hién trinh ty khoi ddu ZmUbil véi gen ubi ndi sinh ctia ngo.
D4i lai héa ~16000bp chi c6 mit trong cdc mau DAS-40278-9 dugc xem la dai Sac 1/
ZmUDbil mong mu6n. Phan cit kép bang Fse I/ Hind III dugc du dinh dé giai phéng doan
AAD-I PTU 3361bp lai héa v6i ddu phét hién trinh tu khéi ddu ZmUbil (bang 2). Dai
3361bp va lai h6a khong dic hiéu dai ~6400bp dugc phét hién bang d4u phét hién trinh ty
khoi ddu ZmUDbil sau khi phan cét bang Fse I/ Hind I11. dai ~6400bp dugc xem 1a gén keét
khong dac hiéu chia dau phat hién trinh tu khéi ddu ZmUbil véi gen ubi ndi sinh ctia ngod
do dai nay ¢4 mat trong tit ca cdc mau bao gébm mau d6i ching thong thuong. Ngoai ra,
quan sat dugc dai khac rét gin véi ~6400bp trong mau d6i ching thong thuong, BC3S1, va
mot s6 miu BC3S2. Dai b sung nay rat gan véi ~6400bp cling dugc xem 1a khong dac
hiéu vi n6 cé mit trong mau d6i chiing XHH13 thong thudng va dugc két hop ¢ kha nang
nhét véi co s& di truyén cia XHH13.

Céc t6 hop enzym/enzym gi6i han bién thé gen nhau, Nco I, Sac 1 va Fse I/Hind 111
dugc chon dé x4c dinh dac diém viing gen két thic (ZmPer5) ddi véi AAD-I trong bién thé
gen DAS-40278-9. Phan cét bang Nco I duge dy dinh d€ tao ra doan viing bién >2764bp
khi dugc lai hda vé6i cdc ddu phat hién ADN dac hiéu v6i ving trinh tu két thic ZmPer5
(bang 2). Hai dai lai héa ~4000bp va ~3900bp dugc phat hién véi dau phét hién trinh tu két
thic ZmPer5 sau khi phéan cit bang Nco 1. Dai ~3900bp c6 mat trong tat ca cdc mau bao
gébm miu d6i ching thong thudng, cho thdy ring dai ~3900bp 12 tin hiéu khong dac hiéu
dai chic chin 1a do gin két tuong dong v4i ddu phat hién gen két thiic ¢6 gen peroxidaza
ngudn goc tir ngd (ZmPer5) véi gen per ndi sinh ctia ngd. Ngugc lai, dai tin hiéu ~4000bp
duoc phat hién trong mau DAS-40278-9 dugc thir nghiém chi khong phai trong mau d6i
chiing thong thudng, cho thdy ring dai dac hiéu ~4000bp véi dau phdt hién trinh tu két
thic ZmPer5 tit plasmit pDAS1740 va vi vay chinh dai Nco I/ZmPer5 mong mudn da chi
ra trong bang 2. Poan bién >1847bp dugc du dinh dé lai héa véi ddu phét hién trinh tu két
thic ZmPer5 sau khi phan cét bang Sac 1. Hai dai lai héa ~1900bp va ~9000bp duoc phat
hién v6i ddu phat hién trinh ty két thic ZmPer5 sau khi phan cét bing Sac 1. Dai ~9000bp
xudt hién trong tét ca cic miu bao gdbm mau déi ching thong thudng va do d6 dugc xem 1a
lai héa khong dac hiéu ctia dau phat hién trinh tu két thic ZmPer5 véi gen per noi sinh clia
ngo. Dai lai héa ~1900bp chi c6 mat trong cdc mau DAS-40278-9 duoc xem 1a dai Sac 1/
ZmPer5 mong mudn. Phan cat kép bing Fse I/ Hind 11T dugc du dinh d€ gidi phéng doan
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AAD-1 PTU 3361bp lai héa v6i ddu phdt hién trinh ty két thic ZmPer5 (bang 2). Dai
3361bp nay va dai lai héa khong dic hiéu bd sung ~2100bp duge phét hién bang dau phat
hién trinh tu két thiic ZmPer5 sau khi phan cét bang Fse I/ Hind II1. Dai ~2100bp b6 sung
duoc gin két khong déc hiéu d4u phét hién trinh ty két thic ZmPer5 v6i gen ndi sinh cua
ngo do dai nay c6 mat trong tat ca cdc miu bao gom miu d6i ching am tinh. Cdc két qua
thu dugc vdi céc phan cit ndy ctia miu DAS-40278-9 tiép d6 1a trinh ty khdi ddu ZmUbil
va lai héa ddu phat hién trinh tu két thic ZmPer5 di khing dinh ti€p rdng mot ban sao cla
aad-1 PTU nguyén ven tit plasmit pDAS1740 dugc cai xen vao hé gen ng6 clia bién thé
gen DAS-40278-9.

Céc enzym gi6i han, Nco I va Sac I, dugc chon dé xéc dinh dac diém phan con lai
clia cdc thanh phdn nay tir doan pDAS1740/Fsp I & bién thé gen ngd AAD-1 DAS-40278-9
(bang 2). Trinh tu ADN ctia cac thanh phdn RB7 Mar v3 va RB7 Mar v4 c6 mic tuong
doéng 16n hon 99,7%, vi vay cac dau phat hién ADN déc hiéu cho RB7 Mar v3 hoac RB7
Mar v4 duoc mong muén dé lai héa véi cdc doan ADN chia phién ban RB7 Mar. Hai
doan bién >2764bp va >3472bp dugc mong muén dé lai héa véi cdc dau phat hién RB7
Mar v4 va RB7 Mar v3 sau khi phan cit bang Nco I (bang 2). Quan sat duoc hai dai lai héa
~4000bp va ~6300bp v6i ddu phat hién RB7 Mar v4 hodc RB7 Mar v3 sau khi phan cat
bang Nco I trong cdc mAu DAS-40278-9. Tuong tu, hai cdc doan bién >1847bp va
>4389bp duoc du dodn véi cac ddu phat hién RB7 Mar v4 va RB7 Mar v3 sau khi phan cit
bang Sac I (bang 2). C4c dai lai héa ~1900bp va ~16000bp dugc phat hién trong cdc mau
DAS-40278-9 vé6i dau phat hien RB7 Mar v4 hoic RB7 Mar v3 sau khi phan cit bang Sac
L

Khi dugc thuc hién cling nhau, céc két qua lai héa Southern thu duoc véi cac dau
phét hién co ban nay da cho thdy ring ADN dugc cai xen & bién thé gen ngd DAS-40278-9
chita AAD-I PTU nguyén ven ciing véi cdc ving dinh véi chat nén RB7 Mar v3 va RB7
Mar v4 & 1an lugt cdc dau 5° va 3’ clia doan cai xen.

Vi du 2.8. Sy khong c6 mat cta trinh tu khung chinh

Két hop ty 1é phan tit gam bang nhau clia ba doan ADN (bang 1) phti gin nhu toan
bo vung khung chinh Fsp I (4867-7143bp trong plasmit pDAS1740) cla plasmit
pDAS1740 dugc st dung 1am d4u phat hién khung chinh dé x4c dinh dic diém bién thé
gen ngd AAD-1 DAS-40278-9. Plasmit doan pDAS1740/Fsp I duoc st dung dé tao ra bién
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thé gen DAS-40278-9, vi vay, khong cé tin hiéu lai héa dic hiéu dugc mong mudn véi t6
hop d4u phat hién khung chinh (badng 2) sau khi phan cét bang enzym gi6i han batky. Da
khang dinh duoc ring khong c6 tin hiéu lai héa dac hiéu duge phat hién véi dau phét hién
khung chinh sau khi phan cét bang Nco I hodc Sac I trong tét ca cdc mau DAS-40278-9.
Céc ddy d6i chiing duong tinh chita cdc dai lai héa mong mudn da chiing minh dugc rang
cdc dau phét hién c6 kha nang lai héa véi cdc doan ADN tuong dong bét ky né€u c6 mat
trong cdc mAu. Céc dit liéu nay da dua ra gia thuyét réng doan cai xen & bién thé gen ngo
DAS-40278-9 khong bao gém bét ky trinh tu khung chinh ctia vat truyén ngoai ving Fisp I
tlr plasmit pDAS1740.

C4c mAu 14 tir nam thé hé riéng biét cha bién thé gen DAS-40278-9 dugc st dung dé
thuc hién phan tich th4m tich Southern dé x4c dinh déc diém phan tir. Ki€u xam nhap dugc
nghién ctu bing cich st dung két hop ddu phét hién va phan ct bang enzym gidi han
duoc chon dé x4c dinh dac diém gen da dugc cai xen, aad-1, cling nhu cdc ving khong ma
héa bao gém trinh tu khéi ddu, trinh ty két thic ctia bi€u hién gen, va céc ving dinh véi
chét nén.

Xéc dinh dac diém thdm tach Southern cia ADN dugc cai xen vao bién thé gen
DAS-40278-9 cho thay ring mot ban sao nguyén ven cia AAD-1 PTU da dugc xam nhap
vao bién thé gen DAS-40278-9. Khéi lugng phan tir da chi ra bdi lai héa Southern dé két
hop enzym gidi han va ddu phat hién 12 duy nhét cho bién thé gen nay, va thiét 1ap kiéu
nhan dién né. Kiéu lai héa 12 bién thé gen nhau & ca nam thé hé, cho thdy rang cai xen la
&n dinh & hé gen ctia ngd. Lai héa véi cac ddu phét hién phii ving khung chinh cach doan
bién nap pDAS1740/Fsp I tit plasmit pDAS1740 khang dinh ring khong c6 trinh tu khung
chinh vat truyén dugc dua vao trong bién thé gen DAS-40278-9.

Vi du 3. Tach dong vo tinh va x4c dinh dac diém trinh tw ADN & viing cai xen va ving
bién nim & suon bén clia bién thé gen ng6 DAS-40278-9

Pé x4c dinh dic diém ADN da dugc cai xen va mo ta hé gen vi tri doan cai xen,
trinh tw ADN clia c4c viing cai Xxen va viing bién clia bién thé gen DAS-40278-9 dugc xdc
dinh. Téng s& 8557bp clia bién thé gen rinh ty hé gen DAS-40278-9 dugc xé4c nhan, bao
gdém 1873bp trinh tu bién nidm & sudn bén 5°, 1868bp trinh ty bién ndm & sudn bén 3°, va
4816bp doan cai xen ADN. 4816bp doan cai xen ADN chia catxet biéu hién AAD-1
nguyén ven, 259bp mot phan MAR v3 trén d4u tan cling 5°, va 1096bp mot phdn MAR v4
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trén dau tan cing 3’. Phan tich trinh tu cho thdy 21bp doan cai xen 6 phdn n6i xdm nhap 5’
va khuyét doan hai cip bazo tir locut cai xen clia hé gen ng6. Da phét hién ra mot cap bazo
doan cai xen & doan xam nhap 3’ giita hé gen ngo va doan cai xen DAS-40278-9. Ngoai ra,
da phat hién ra sy thay déi mot bazo (T thanh C) trong doan cai xen & vi tri 5212 trong
viing khong mi héa ctia 3> UTR. C4c thay d6i nay khong lam anh hudng dén thanh phan
khung doc md clia catxet biéu hién AAD-1.

Su khuéch dai PCR dua vao bién thé gen doan cai xen DAS-40278-9 va trinh tu
bién da khang dinh ring c4c viing bién c6 ngudn géc ngd va ving ndi c6 thé dugc sir dung
dé x4c dinh dac hiéu gen cia DAS-40278-9. Phan tich vé trinh tu kéo dai viing n6i da cho
thy ring khong cé cdc khung doc m& méi (ORF>= 200 codon) thu dugc tir doan cai xen
ADN trong bién thé gen DAS-40278-9 va ciing khong c6 cdc khung doc m& hé gen bi ngat
bdi su xam nhap DAS-40278-9 trong hé gen ngd nguyén thé. N6i chung, viéc xdc dinh déc
diém clia trinh tu cai Xen va trinh tu bién cia bién thé gen ngo AAD-I DAS-40278-9 da
cho thdy ring mot ban sao nguyén ven clia cat-xét biéu hién AAD-/ dugc xam nhap vao hé
gen ngod nguyén thé.

Vi du 3.1. Chiét va dinh lugng ADN hé gen

ADN hé gen dugc chiét tlt cdc mo 14 twoi hoac dong kho nhanh bang cch st dung
phuong phap CTAB céi bién. Mau ADN dugc hoa tan trong 1x TE (10mM Tris do pH 8,0,
ImM EDTA) (Fluka, Sigma, St. Louis, MO) va dugc xdc dinh phuong phép Pico Green
theo huéng dan ctia nha san xuat (Phan tir cdc ddu phat hién, Eugene, HOZC). Dé phan
tich PCR, miu ADN duoc pha lodng bing nudc dat chudn sinh hoc phan ti (5 PRIME,
Gaithersburg, MD) dé thu dugc néng d6 10-100ng/uL.

Vi du 3.2. Poan méi PCR

Bang 3 liét ké trinh tu doan méi dugc st dung dé téach dong vo tinh doan cai xen
ADN va c4c viing bién nim & sudn bén clia bién thé gen DAS-40278-9, vdi cac vi tri va
phdn mo ta dugc d4nh d4u trong Fig. 4. Bang 4 liét ké trinh ty doan méi dugc sir dung dé
khing dinh trinh tu cai xen va trinh tu bién. Cac vi trf doan mdi dugc dénh dau trong 1an
luot cac Fig. 4 va 5. T4t ca cdc doan méi dugc téng hop boi Intergated DNA Technologies,
Inc. (Coralville, IA). Poan moéi dugc hoa tan trong nude (5 PRIME, Gaithersburg, MD)
dén néng do 100uM déi véi dung dich goc va duge pha loang bang nudc dén noéng do

10uM d6i v6i dung dich 1am viéc.
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Bang 3. Danh muc trinh tu doan méi dugc st dung dé tach dong vo tinh doan cai xen &
bién thé gen ngdé DAS-40278-9 va trinh tu bién nam & sudn bén

Kich
Tén doan moi | c& Dinh vi (bp) Trinh tu Muc dich
(bp)
SEQIDNO: 1: 5’ - PCT so cép
5End3812_A 26 2231-2256 (-) | TGCACTGCAGGTCGACT | cho trinh tu
CTAGAGGAT -3’ bién 5’
5End3812_B | 23 2110-2132 (-) SEQIDNO: 2: 5" - PCR thit cap
GCGGTGGCACACTATT | cho trinh tu
TTCAGAAG -3’ bién 5’
SEQIDNO: 3: 5" - PCT so cép
3End3812. C | 26 | 5535-5560 (+) | TTGTTACGGCATATAT | cho trinh tu
CCAATAGCGG -3’ bién 3’
SEQIDNO: 4: 5 - PCR thit cap
3End3812. D | 26 | 5587-5612 (+) | CCGTGGCCTATTTTCA | cho trinh tur
GAAGAAGTTIC-3 bién 3’
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQID NO: 5: 5" - ,
San pham
Amp 1F 23 736-758 (+) | ACAACCATATTGGCIT ) .
khuéch dai 1,
TGGCTGA -3’
duoc st dung
véi Amp 1R
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQIDNO: 7:5 — ,
San pham
Amp 2F 23 1696-1718 (+) | CTCCATTCAGGAGACC ;
khuéch dai 2,
TCGCTTG -3’
dugc st dung
véi Amp 2R
SEQ ID NO: 8: 5’ — Khuéch dai
Amp 2R 23 3376-3398 (-) | GTACAGGTCGCATCCG | doan cai xen,
TGTACGA -3’ San phdm
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khuéch dai 2,
duoc st dung
v6i Amp 2F
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQID NO: 9: 5" — ,
San pham
Amp 3F 25 | 3254-3278 (+) | CCCCCCCTCTCTACCTT ;
khuéch dai 3,
CTCTAGAT -3’
duoc st dung
v6i Amp 3R
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQIDNO: 10: 5* — , ,
San pham
Amp 3R 23 4931-4953 (-) | GTCATGCCCTCAATTC ; .
khuéch dai 3,
TCTGACA -3’
duoc st dung
v6i Amp 3F
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQIDNO: 11: 5° - ,
San pham
Amp 4F 23 | 4806-4828 (+) | GTCGCTTCAGCAACAC ; .
khuéch dai 4,
CTCAGTC-3 ,
duge st dung
v6i Amp 4R
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQID NO: 12: 5’ — ,
San pham
Amp 4R 23 6767-6789 (-) | AGCTCAGATCAAAGA ’
khuéch dai 4,
CACACCCC-3
duoc st dung
v6i Amp 4F
Khuéch dai
SEQIDNO: 13: 5’ —
doan cai xen,
Amp 5F 28 | 6300-6327 (+) | TCGTTTGACTAATTTIT ,
San phiam
TCGTTGATGTAC -3’
khuéch dai 5,
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dugc st dung

v6i Amp SR
Khuéch dai
doan cai xen,
SEQIDNO: 14: 5" — - ,
San pham
Amp SR 23 7761-7783 (-) | TCTCACTTTCGTGTCA )
khuéch dai 5,
TCGGTCG -3’

duoc st dung

v6i Amp S5F

(+): Trinh tu truc tiép;

(-): Trinh tu b6 sung;

Bang 4. Danh muc trinh tw doan méi dugc sit dung trong x4c nhan ADN h¢ gen ctia ngo

Kich S
Tén doan DPinh vi )
5 co Trinh tu Muc dich
moi (bp)
(bp)
xac nhan ADN
SEQID NO: 15: 5 — ]
1816- hé gen bién 5°,
1F5EndO1 17 CCAGCACGAACCATTGA - ,

1832 (+) 3 dugc su dung
véi AISEndO1
xac nhan ADN

SEQ ID NO: 16: 5 — .
1629- hé gen bién 5°,
1F5End02 24 CGTGTATATAAGGTCCAGA ,
1652 (+) dugc su dung
GGGTA-3’ _
véi AISEnd02
x4ac nhan ADN
SEQIDNO: 17: 5 — .
4281- hé gen bién 5°,
AI5EndO1 17 TTGGGAGAGAGGGCTGA-

4297 (-) 3 dugce st dung
v6i 1FSEndO1
xdc nhan ADN

SEQIDNO: 18: 5’ — _
4406- hé gen bién 5°,
AI5End02 20 TGGTAAGTGTGGAAGGCAT
4426 (-) duoc st dung

C-3

v6i 1FSEnd02
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xac nhan ADN
SEQ ID NO: 19: 5’ -
8296- hé gen, duogc
1F3End03 20 GAGGTACAACCGGAGCGTT
8315 () S str dung véi
1F5End03
1F3End04 x4ac nhan ADN
SEQ ID NO: 20: 5’ —
8419- hé gen, duoc
19 CCGACGCTTTTCTGGAGTA- -
8437 (-) 3 st dung véi
1F5End04
xac nhan ADN
SEQID NO: 21: 5’ -
378-399 hé gen, duoc
1F5End03 22 TGTGCCACATAATCACGTA ) '
(+) sit dung véi
ACA-3’
1F3End03
x4c nhan ADN
SEQ ID NO: 22: 5 —
267-286 hé gen, duoc
1F5End04 20 GAGACGTATGCGAAAATTC ] .
(+) st dung véi
G-3
1F3End04
x4c nhan ADN
SEQIDNO: 23: 5’ - _
4973- hé gen bién 3°,
AI3EndO1 22 TTGCTTCAGTTCCTCTATGA ,
4994 (+) dugce st dung
GC-3
v6i 1F3EndO5
xac nhan ADN
SEQ ID NO: 24: 5° -
7060- hé gen bién 3°,
1F3End05 19 TCCGTGTCCACTCCTITTGT-
7078 (-) 3 duoc st dung
v6i AI3EndO1
trinh tu
SEQ ID NO: 25: 5’ —
2033- khuéch dai dac
1IF5EndTIF | 22 GCAAAGGAAAACTGCCATT
2054 (-) hiéu 278 &
CTT-3’ ’
doan noi 5’
1765 SEQ ID NO: 26: 5’ — trinh tu
IFS5EndTIR | 20 1784 (4) TCTCTAAGCGGCCCAAACTT | khuéch dai dac
+
-3’ hiéu 278 &
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doan n6i 5’
trinh tu
SEQ ID NO: 27: 5’ — ’ _
1884- khuéch dai dac
Corn278-F 23 ATTCTGGCTTTGCTGTAAAT _
1906 (-) hiéu 278 &
CGT-3 B
doan noi 5’
trinh tu
SEQ ID NO: 28: 5’ — ’
1834- khuéch dai dac
Corn278-R 24 TTACAATCAACAGCACCGT ) ,
1857 (+) hiéu 278 ¢
ACCTT-3’ B
doan néi 5’

(+): Trinh tu truc tiép;
(-): Trinh tu bé sung;
Vi du 3.3. Phuong phdp di doc hé gen

Kit GenomeWalker™ Universal (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA)
duoc sit dung dé tich dong vo tinh trinh ty bién 5’ va 3’ ctia bién thé gen ngd6 DAS-40278-
9. Theo huéng dén clia nha san xuat, khoang 2,5ug ADN he gen tir bién thé gen ngo AAD-
1 DAS-40278-9 duoc phan cét qua dém bing EcoR V, Stu I (ca hai déu dugc cap bdi kit)
hoic Sca I (New England Biolabs, Ipswich, MA). ADN da dugc phan cét dugc tinh ché
bang cach st dung DNA Clean & Concentrator™-25 (ZYMO Research, Orange, CA) ti€p
d6 12 n6i véi gen thich tng GenomeWalker™ dé céu triic céc thu vién GenomeWalker ™.
Méi thu vien GenomeWalker™ dugc st dung 1am khuon mau ADN dé khuéch dai PCR so
cép v6i doan méi gen thich ting AP1, dugc cung cdp trong kit, va mbi doan mdi dac hiéu
cdu tric SEnd3812_A va 3End3812_C. Ty 1é pha loang mot microlit 1:25 clia phan ting
PCT so cdp tiép theo dugc st dung 1am khu6n méu dé khuéch dai PCR thit c4p véi doan
moéi gen thich tng da dugc xép AP2 va mbi doan moi dac hiéu ciu tric di dug xép
5End3812_B va 3End3812_D. TaKaRa LA Taq™ HS (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) dugc
st dung trong khuéch dai PCR. Trong 50pL phan tng PCR, 1pL khuon miu ADN, 8uL
ctia 2,5mM hén hop dNTP, 0,2uM mbi doan mdi, 2,5 don vi TaKaRa LA Tag™ HS ADN
Polymeaza, Spul 10xLA dung dich d¢ém PCR II (Mg2+plus), va 1,5pL. 25mM MgCl, dugc

stt dung. Cac diéu kién PCR dac hiéu dugc néu trong bang 5.
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Vidu 3.4. PCR thong thuong

PCR chuén dugc st dung dé tach dong vo tinh va x4c nhan doan cai xen ADN va
trinh tu bién & bién thé gen ngd DAS-40278-9. TaKaRa LA Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga,
Japan), HotStarTaqg ADN Polymeaza (Qiagen, Valencia, CA), Expand High Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics, Inc., Indianapolis, IN), hodc the Easy-A® High-Fidelity PCR
Cloning Enzyme & Master Mix (Stratagene, LaJolla, CA) duoc stt dung cho céc phuong
phdp khuéch dai PCR thong thudng dugc nha san xudt khuyén ding. Phan mo ta cic diéu
kién PCR dic hiéu va san pham khuéch dai duoc néu trong bang 6.

Béng 6. Cac diéu kién dé khuéch dai PCR chudn cdc viing bién & bién thé gen ngoé DAS-
40278-9

Bién
Bién tinh Ghép _ o
Trinh | BO doan tinh Kéo dai Kéo dai cuoi
dich i 000 (°C ¢ (°C/ph ) (°C/phuit)
tu dic moi ) ° ' °C/phut:giay °C/phut
(°C/phut) | | /giay)
/gidy)
1F5End01/ 95/30 | 60/30 68/5:00
Bién 72/10
AI5EndO1 95/3
5 35 vong
1F5End02/ 95/30 | 60/30 68/5:00
Bién 72/10
AI5End02 95/3
5 35 vong
Qua
1F3End03/ 95/30 | 60/30 68/5:00
locut 72/10
. 1F5End03 95/3
cai xen 35 vong
Qua
1F3End04/ 95/30 | 60/30 68/5:00
locut 72/10
_ 1F5End04 95/3
cai xen 35 vong
phan 94/60 | 55/60 72/2:00 72/10
noi 5’
(San | Amp 1F/
. 95/2
pham | Amp IR 35 vong
khuéch
dai 1)
San Amp 1F/ 95/2 94/60 | 55/60 72/2:00 72/10
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phim | Amp IR
khuéch 35 vong
dai 2
San 94/60 | 55/60 72/2:00 72/10
phdm | Amp 1F/ o512
khuéch | Amp IR 35 vong
dai 3
San 94/60 | 55/60 72/2:00 72/10
phdm | Amp 1F/ 052
khuéch | Amp IR 35 vong
dai 4
phan 94/60 | 55/60 72/2:00 72/10
noi 3’
(Sa:ln Amp 1F/ 952
pham | Amp IR 35 vong
khuéch
dai 5)
Bien | 1F3End05/ 95/30 | 60/30 68/5:00 72/10
3’ AI3End01 95/3 35 vong

Vi du 3.5. Phat hién san phdm PCR, tinh ché, tdch duéi dong vo tinh sin phdm PCR, va
sap xé&p trinh tu

San phdm PCR dugc kiém tra bing dién di bing c4ch sir dung E-gel 1,2% hoac 2%
(Invitrogen, Carlsbad, CA) theo huéng dan clia nha san xuat. Kich ¢d doan duoc uéc tinh
bang céch so sénh v6i gen danh ddu ADN. Néu can, céc doan PCR duoc tinh ché bing
cach cat cdc doan tlr gel agaroza 1% trong 1x TBE dugc nhudm ethidi bromua, bing cich
str dung kit chiét gel QIAquick (Qiagen, Carlsbad, CA).

Céc doan PCR dugc tdch duéi dong vo tinh vao pCR®4-TOPO® bang cach str dung
kit TOPO TA Cloning® dé sip x&p trinh tu (Invitrogen, Carlsbad, CA) theo hudéng dan clia
nha san xuat. Dac biét, tir hai dén nam microlit dung dich phan tng tach dong vo tinh

TOPO® dugc bién nap vao céc t& bao TOP10 kha bién héa hoc One Shot theo huéng dan
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clia nha san xuat. Cdc doan da duoc tach dong vo tinh dugc kiém tra bang cach diéu ché
lugng nho ADN plasmit (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Carlsbad, CA) tiép d6 1a
phan cit gi6i han bang EcoR I hodc bing PCR khuén lac truc tiép bing cdch str dung céc
doan méi T3 va T7, duogc cung cép trong kit. Cac kho ADN plasmit hoac glyxerol clia
khuén lac da dugc chon tiép theo duoc glri dé sip xép trinh tu.

Sau khi tdch dudi dong v6 tinh, cdc sén phdm PCR dich gia dinh dugc sdp x€p trinh
tu vio lic dau dé khang dinh ring cic doan ADN mong muén da duoc tdch dong vo tinh.
Cic khuan lac chia trinh tu ADN dugc chon thich hop dé di doc doan méi dé xac dinh
trinh ty ADN hoan chinh. Sdp xép trinh tu duoc thuc hién bdi Cogenics (Houston, TX).

Tap hop cudi gém trinh tu bién va trinh tu cai xen dugc hoan thanh bang céch st
dung phan mém Sequencher (Phién ban 4,8 Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).
Chu thich v€ trinh tu cai xen va trinh tu bién ctia bién thé gen ngd DAS-40278-9 duoc thuc
hién bang cich st dung vat truyén NTI (Phién ban 10 va 11, Invitrogen, Carlsbad, CA).

Tra cidu su tuong dong dugc thuc hién bang cach st dung chuong trinh BLAST véi
co s& dit liéu GenBank. Phén tich khung doc m& (ORF) bang céch st dung vat truyén NTI
(Phién béan 11, Invitrogen) dugc thuc hién dé x4c dinh cdc ORF (>= 200 codon) trong trinh
tu bién nim & sudn bén va trinh tu cai xen hoan chinh.

Vi du 3.6. Trinh tu bién dau 5’

Doan ADN dugc khuéch dai tr mdi thu vién bién thé gen ngd DAS-40278-9
GenomeWalker™ bang céch stt dung bo doan méi duge x€p dic hiéu cho ddu 5° cha gen
chuyén. Khoang 800 bp san phdm PCR quan sat duoc tir ca thu vién bién thé gen DAS-
40278-9 EcoR V va Stu I GenomeWalker™. Thu vién Sca I GenomeWalker™ tao ra san
phdm gan 2 kb. C4c doan duoc tach dong vo tinh vao pCR®4-TOPO® va sau khudn lac tir
mdi thu vién dugc chon mot cdch ngéu nhién cho sép xé&p trinh tu cudi dé khing dinh doan
cai xen chifa trinh tu mong mudn. Sip xép trinh ty hoan chinh bing phuong phap di doc
doan mdi céc doan cai xen cho thdy cdc doan dugc khuéch dai tir cdc thu vién bién thé gen
ngd DAS-40278-9 Stu I, EcoR V, va Sca I GenomeWalker™ l4n luot 1a 793, 822, va
2132bp. Céc doan ADN tao ra tir thu vién Stu I va EcoR V GenomeWalker™ 1a khép
100% v6i doan ADN tao ra tir thu vién Sca I GenomeWalker™, cho thdy ring cic doan
ADN nay dugc khuéch dai tir ving 5” clia doan cai xen gen chuyén. Tra cttu BLAST vé

trinh tu h¢ gen 1873bp thu dugc clia ngd da chi ra mic tuong ty cao véi trinh tu clia dong
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vo tinh BAC clia ng6. Ngoai ra, phan tich trinh tu vé doan n6i cai xen da cho thdy rang
917bp cia MAR v3 & ving dau 5° cia né duoc lam cun dugc so véi doan plasmit
pDAS1740/Fsp I, thu duoc 259bp mot phan MAR v3 & viing 5 clia catxet biéu hién AAD-
1.

Vi du 3.7. Trinh tu bién dau 3’

DPoan ADN véi kich ¢& khoang 3kb dugc khuéch dai tir thu vién bién thé gen ngo
DAS-40278-9 Stu I GenomeWalker™ bing cach st dung bo doan méi dugc x&p dic hiéu
cho d4u 3’ ctia gen chuyén. Poan ADN dugc tdch dong vo tinh vaio pCRA®-TOPO® va
mudi khuén lac duoc chon mot cach ngiu nhién dé sap xé&p trinh tu cudi dé khang dinh
doan cai xen cua trinh ty mong muén. Ba dong vo tinh véi cdc doan cai xen mong muoén
duoc sdp x€p trinh tu hoan chinh, tao ra doan ADN 2997bp. Phén tich trinh tu vé doan
ADN nay cho thdy mot phan yé&u t6 MAR v4 (thi€u 70bp viing 5° ctia n6) va 1867bp trinh
tu hé gen cia ng6. Tra cttu BLAST cho thdy trinh tu hé gen ADN 1867bp khép 100% véi
trinh tu trong cling dong vo tinh BAC ctia ngd nhu dugc nhan dién véi trinh tu bién 5°.

Vi du 3.8. Doan cai xen ADN va trinh tu n6i

Doan cai xen ADN va viing ndi da dugc tdch dong vo tinh tlr bién thé gen ngo DAS-
40278-9 bang cach st dung cdc phuong phap trén co s& PCR nhu duoc mo ta trudc dé.
Nam c@p doan moéi dugc thiét k& dua vao trinh ty bién 5° va 3’ va trinh tu gen chuyén
mong mudn. Téng s6 nam doan ADN chéng lgp 1én (San pham khuéch dai 11 1767bp,
san pham khuéch dai 2 12 1703bp, san phdm khuéch dai 3 12 1700bp, san phdm khuéch dai
4 1a 1984bp, va san phadm khuéch dai 5 12 1484bp) di duoc tach dong vo tinh va sip xép
trinh ty (Fig. 4). Céc trinh bién ndm & sudn bén va trinh ty cai xen nguyén ven duoc tap
hop dua vao trinh tu chéng 1gp 1én trong s6 nam doan. Trinh ty cudi xdc nhan su c6 mit
ctia 4816bp ctia doan cai xen ADN c6 nguén géc tit pDAS1740/Fsp 1, 1873bp clia trinh tu
bién ndm & sudn bén 5°, va 1868bp cla trinh ty bién nidm & sudn bén 3°. Poan cii xen
ADN chifa catxet biéu hien AAD-1 nguyén ven 4816bp, 259bp mot phin MAR v3 trén
dau tan cling 5°, va 1096bp mot phdn MAR v4 trén ddu tan cling 3’ (SEQ ID NO: 29).

It nhat hai dong vo tinh cho méi cip doan méi duogc sit dung dé di doc doan méi dé
thu dugc trinh tu thong tin hoan chinh trén doan cai xen ADN va trinh tu bién clia né. Phan
tich trinh ty da chi ra 21bp doan cai xen & phdn néi xam nhap 5’ giita ADN hé gen cla
ngo va mot phan MAR v3 da dugc xam nhap tir pDAS1740/Fsp 1. Cac két qua tra ctu
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BLAST va phan tich vat truyén NTI da cho thdy rdng 21bp ADN cai xen khong chiing
minh dugc su tuong dong véi ADN hodc pDAS1740 ADN plasmit loai cay bat ky. Cai xen
mot cap bazo da phat hién ra & doan noi xdm nhép 3' gitta ADN hé gen ctia ngd va mot
phan MAR v4 tit pDAS1740/Fsp I. ADN xam nhap cling din dén viéc khuyét doan hai cap
bazo & locut cai xen cua hé gen ngo (Fig. 6). Ngoai ra, quan sat dugc mot su sai khac
nucleotit (T thanh C) & vi tri 5212bp trong ving 3° UTR khong dugc phién ma clia doan
cai xen ADN (SEQ ID NO: 29). Tuy nhién, cdc thay déi nay dudng nhu khong quan trong
doi véi su biéu hien AAD-1 hoic tao ra cadc ORF méi bat ky (>= 200 codon) qua phan ndi
trong doan cai xen cua DAS-40278-9.
Vi du 3.9. X4c nhan trinh tu hé gen ctia ngo

Dé khang dinh vi tri doan cai xen clia bién thé gen gen chuyén DAS-40278-9 & hé
gen cuia ngd, khuéch dai PCR dugc thuc hién véi cic cap doan moéi khac nhau (Fig. 4).
ADN hé gen tir bién thé gen DAS-40278-9 va c4c dong ngd chuyén gen hoidc khong
chuyén gen khac duoc sit dung 13m khuon miu. Hai doan mdi dic hiéu AAD-1, AISEnd01
va AISEnd02, va hai doan moi dugc thiét ké theo trinh tu bién ddu 5°, 1F5End01 va
1F5End02, duoc stt dung dé phéng dai cic doan ADN kéo dai gen AAD-1 dén trinh tu bién
d4u 5°. Tuong tu, dé phéng dai doan ADN kéo dai AAD-I dén trinh tu bién ddu 3°, doan
moi 1F3End05 cé ngudn goc tir trinh tu bién ddu 3’ va doan méi AI3End01 dic hiéu AAD-
I dugc st dung. Cac doan ADN véi kich ¢ mong mudn dugc khuéch dai chi tir ADN hé
gen clia bién thé gen ng6 AAD-1 DAS-40278-9, véi mdi cap doan méi chita mot doan méi
ndm trén bién ndm & sudn bén cia bién thé gen ngd AAD-1 DAS-40278-9 va mot doan méi
dac hiéu AAD-1. Mau ADN d6i ching khong tao ra san phdm PCR véi cling cip doan méi
cho thdy rang trinh tu bién ddu 5’ va 3° da dugc tdch dong vo tinh 14n luot 13 trinh tu ndm
phia duéi va trinh tu nam phia trén cta céu tric gen AAD-I gen da duogc cai xen. Luu ¥
rang dai nhat mau véi kich ¢& khoang 8kb quan sét dugc trong toan bd cic méu ngo bao
gém bién thé gen ng6 AAD-I DAS-40278-9, AAD-1 bién thé gen ngo DAS-40474 va dong
ng6 khong chuyén gen XHH13 khi cap doan méi 1F5End01 va AISEnd01 dugc sir dung
d€ khuéch dai PCR. D4i nhat mau quan sét dugc (trén gel da dugc diéu ché) c6 thé 1a két
qua cua khuéch dai khong dac hiéu trong hé gen ngé véi céc cap doan méi nay.

Dé xé4c nhan ti€p doan cai xen ADN & hé gen ciia ngo, hai doan méi duoc dinh vi &

trinh tu bién dau 5°, 1F5End03 va 1F5End04, va hai doan méi dugc dinh vi & trinh tu bién
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d4u 3°, 1IF3End03 va 1F3End04, duoc stt dung dé phéng dai cic doan ADN kéo dai locut
cai xen. Su khuéch dai PCR vé6i cip doan méi 1F5End03/1F3End03 hodc cap doan moéi
1F5End04/1F3End04 din dén doan véi kich ¢3 mong mudn khoang 8 kb tir ADN hé gen
clia bién thé gen ngd AAD-I DAS-40278-9. Tréi lai, khong thu dugc san phdm PCR tir
ADN hé gen clia AAD-I bién thé gen ngd DAS-40474-7 hodc dong ngd khong chuyén gen
XHH13. Bdi vi bién thé gen ngd AAD-I DAS-40278-9 va bién thé gen DAS-40474-7 dugc
tao ra bing bién nap Hill, tiép d6 12 lai chéo ngugc bién thé gen chuyén gen ban dau véi
dong ngd XHH13, phin 16n hé gen trong mbi bién thé gen trong hai bién thé gen nay vé 1y
thuyét 12 ti dong ngoé XHH13. C6 kha nang 1a chi ¢6 trinh tu bién nam & sudn bén gan véi
gen chuyén AAD-I dugc mang qua tt ADN hé gen ban dau va dugc béo toan trong suot
qué trinh lai nhap gen AAD-1, trong khi cdc viing khic cta trinh tu h¢ gen c6 thé da duge
thay th€ bing trinh tu hé gen cia XHH13. Vi vay, khong ngac nhién rang no cac doan
duoc khuéch dai tit ADN hé gen ctia AAD-I bién thé gen ngd DAS-40474-7 va XHHI13 v6i
cip doan méi 1F5SEnd03/1F3End03 hodc cap doan méi 1F5End04/1F3End04. Cac doan
dugc khuéch dai khoang 3,1 va 3,3kb véi 14n lugt céc cap doan moi IF5End03/ 1F3End03
va 1F5End04/1F3End04 trong ADN hé gen clia cc dong ngd Hill va B73 chit khong phai
trong dong ngd A188. Cic két qué cho thdy ring trinh tu bién c6 nguén goc tir hé gen cla
dong ngo6 B73.

Téch dong vo tinh b sung ADN hé gen ctia ng6 tir B73/Hill dugc thyc hién dé dam
bao tinh hop 1é clia trinh tu bién nidm & sudn bén. Cac doan PCR dugc khuéch dai duge sap
x&p trinh tu dé chiing minh viing cai xen ADN da xam nh4p vao vi trf dac hi¢u cia ADN
hé gen B73/Hill. Céc doan méi dugc thiét k& dua vao trinh t thu dugc. Bo doan moi Amp
1F/Amp 5R dugc st dung dé phéng dai doan 2212bp kéo dai dau 5° dén phan n6i ciia 3’ t
hé gen B73/Hill nguyén thé ma khong c6 ADN cai xen. Phén tich trinh tu cho thdy c¢6
khuyét doan hai cip bazo tir hé gen B73 nguyén thé trong locut cai xen gen chuyén. Phan
tich vé& trinh tw ADN tir doan hé gen B73 nguyén thé da dugc tach dong vo tinh da nhan
dién mot ORF (>= 200 codon) dinh vi & phia dudi ctia ving n6i xam nhap 3’. Ngoai ra,
khong c6 cac ORF khic chéo qua locut ban ddu ma tai d6 bi€n thé gen ngd AAD-1 DAS-
40278-9 duoc xam nhap. Tra cttu BLAST ciing da khéng dinh réng ca trinh tu bién ddu 5°
va ddu 3’ tir bién thé gen DAS40278-9 dugc dinh vi canh nhau trén cing dong vo tinh BAC

clia ngo.
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Tinh duy nhat cia doan ndi xAm nhap 5° ctia bién thé gen ngd AAD-1 DAS-40278-
9, hai cap doan méi PCR diac hiéu, IFSEndT1F/1FSEndTIR va Corn278-F/Corn278-R,
duoc thiét k& dé phéng dai doan ndi hé gen cai xen dén cay nay. Nhu da du doédn, doan
ADN mong muén chi dugc tao ra trong ADN hé gen clia bién thé gen ngdo AAD-1 DAS-
40278-9 chit khong phai trong cic dong ngd chuyén gen hodc khong chuyén gen khéc bat
ky. Vi vay, hai cip doan méi d6 c6 thé dugc st dung 1am gen nhan dién dic hiéu bién thé
gen ngd AAD-1 DAS-40278-9.

Vi du 4. Xdc dinh dic diém hé gen qua gen d4nh ddu SSR nam & sudn bén cla
DAS-40278-9

Dé x4c dinh dic diém va mo ta he gen vi trf doan cai xen, trinh tu gen ddnh dau
duge dinh vi gan v6i doan cai xen dugc xdc dinh. Panen ctia gen ddnh déu SSR da hinh
duoc st dung dé xdc dinh va 1ap ban d6 vi trf gen chuyén. Bién thé gen pDAS1740-278
nim trén nhiém sic thé 2 & khoang 20cM giita gen danh ddu SSR UMC1265 va MMCO111
& khoang 20cM trén ban d6 lién két 2008 DAS clia ngo. Bang 6 tdng két céc thong tin vé
doan méi cho hai gen danh ddu nay dugc phat hién & trang thdi gén nhau véi gen chuyén
pDAS1740-278.

Bang 6. Tén doan méi, thu6c nhuom danh déu, vi tri locut, trinh ty doan m6i nguge
va Xui, vi céc luu § quan trong d6i v6i gen dénh d4u niim & sudn bén gin lién v6i bién thé
gen pDAS1740-278.

Tén
doan | Nhan | Chr ;Z Bin | Doanméixuéi | Poan méi ngugc | Luuy
moi
SEQ ID NO: 30: 5’ | SEQ ID NO: 31:
- 5.
GCCTAGTCGCCT | TGTGTTCTTGA | Gen ddnh
ACCCTACCAAT |TT ddunam &
Umc126 TACCCTACCAAT | GGGTGAGACA | sudn bén
5 NED | 2 20 12,02 -3 T-3 bén trai
SEQ ID NO: 33:
SEQIDNO:32: 5° | 5°-- Gen danh
-- TACTGGGG AATCTATGT daundm &
mmc011 ATTAGAGCAGA | GTGAACAGCA | sudn bén
1 FAM | 2 20 (2,03 AG-3 GC-3 bén phai
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Vidu 4.1. Phan lap gADN

gADN duoc chiét tir cdc nhdnh 14 bang céch st dung kit thir nghiém cay DNEasy 96
(Qiagen, Valencia, California). C4c cai bién dugc thuc hién theo quy trinh dé pht hgp cho
k¥ thuat ty dong héa. gADN da phan 1ap dugc dinh lugng bang céch sir dung thu6e nhuom
PicoGreen® ctia Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR). Nong do ciia gADN dugc pha

lodng dén 5Sng/ul cho t4t ca cdc méu béng cdch sit dung nudc vo tring da dugc khir ion.

Vi du 4.2. Sang loc gADN véi gen ddnh ddu

gADN di duoc pha lodng dugc tao kiu gen véi tap hop con clia céc gen danh dau
1ap lai trinh tw don gian (SSR). Gen ddnh déu SSR dugc tong hop bang Applied Biosystems
(Foster City, California) v6i cdc doan méi xudi dugc dinh dau bang nhan phat huynh
quang 6-FAM, HEX/VIC, hoac NED (l4n lugt la xanh da troi, xanh 14 cay va mau vang).
Céc gen d4nh déu dugc chia thanh cdc nhém hodc panen dya vao thé phat huynh quang
ctia chiing va kich ¢& sn phdm khuéch dai dé tao diéu kién thuan loi phan thanh phan va
phan tich sau PCR.

PCR duge thuc hién trong dia thit nghiém 384 giéng v6i méi phan ing chia 5ng
ADN heé gen, 1,25X dung dich dém PCR (Qiagen, Valencia, California), 0,20uM moi doan
mdi ngugc va doan méi xudi, 1,25mM MgCl,, 0,015mM méi dNTP, va 0,3 don vi HotStart
Taq ADN polymeaza (Qiagen, Valencia, California). Viéc khuéch dai dugc thuc hién trong
hé PCR GeneAmp 9700 v6i modun 384 ddu kép (Applied Biosystems, Foster City,
California). Chuong trinh khuéch dai 12 nhu sau: (1) hoat héa ban dau Taq 6 95°C trong 12
phit; (2) 30 giay & 94°C; (3) 30 giay & 55 °C; (4) 30 giay & 72°C; (5) lap lai cac budc 2-4
trong 40 vong; va (6) 30 phit kéo dai cudi & 72 °C. San phim PCR cho méi panen gen
d4nh d4u SSR duoc phan thanh phén cling véi nhau bang cdch bd sung 2ul méi san phdm
PCR tir cling ciy vao nudc vo tring da dugc khirion dé tdng thé tich 1a 60ul. Cac sin phdm
PCR d3 duoc phan thanh phan, 0,5ul dugc ddn vao cic dia ti 384 giéng chifa Sul dung
dich dém t4i chita ty 1é 1:100 ctia GeneScan 500 cap bazo LIZ kich ¢& chudn va ABI HiDi
Formamit (Applied Biosystems, Foster City, California). Ti€p theo, cic mau dugc nap lén
mAy phan tich ABI Prism 3730x1 DNA (Applied Biosystems, Foster City, California) dé
dién di mao quan bing céch sit dung theo huéng din clia nha san xuét véi tong thoi gian

tién hanh 12 36 phiit. Dt liéu gen dénh ddu dugc thu gom bang phdn mém thu gom trinh tu
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tu dong ABI Prism 3730x1 Phién ban 4,0 va dugc chiét qua Phan mém GeneMapper 4.0
(Applied Biosystems) dé x4c dinh dic diém alen va danh dau kich c& doan.
Vi du 4.3 Két qua ddnh ddu SSR

Dit lieu doan méi cho cdc gen ddnh ddu nim & sudn bén dugce nhan dién & khoang
cdch gin nhat véi gen chuyén duoc néu trong Bang 6. Hai gen danh d4u két hop gén nhat,
UMCI1265 va MMCO0111, dugc dinh vi cdch khodng 20cM véi doan cai xen gen chuyén

trén nhiém sic thé 2.

Vi du 5. X4c dinh dac diém Protein AAD-1 trong bién thé gen DAS-40278-9

Cic dac tinh sinh ho4 ctia protein téi t6 hop AAD-1 c6 ngudn goc tix bién thé gen
ngd chuyén gen DAS-40278-9 dugc x4c dinh dic diém. Dién di trén gel natri dodexyl sulfat
polyacrylamit (SDS-PAGE, dugc nhuom Coomassie xanh da troi va phuong phép phat hién
glycoprotein), th4m tich western, thit nghiém kiém tra chin dodn mién dich, qu4 trinh
d4y roi laze bing co chét (matrix assisted laser desorption)/phép phan tich phd khéi
thoi gian bay ion héa (ionization time-of-flight mass spectrometry - MALDI-TOF MS)
va phan tich sip xép trinh it protein bing MS lién tiép dugc st dung dé xdc dinh dac diém

cac dac tinh sinh hod cua protein.

Vi du 5.1. Thir nghiém bang chan doin mién dich

Su c6 miit clia protein aad-1 trong mo 14 cia DAS-40278-9 duoc xac nhan bang cach
st dung bang thir nghiém chidn dodn mién dich ban trén thi trudng clia American
Bionostica. C4c bang nay c6 thé phan biét giita thuc vat chuyén gen va cay khong chuyén
gen bing c4ch thir nghiém cac phan chiét 14 tho (dit lisu khong dugc thé hién). C4c phan
chiét khong chuyén gen (XHH13) khong chita lugng c6 thé phat hién dugc clia protein c6
tinh phan ting mién dich. Két qua nay cling dugc x4c nhan bang phép phan tich thaim tich
western .

D& thir nghiém vé sy biéu hién ctia protein AAD-1, phan tich bang chin doan mién
dich duoc thuc hién. Bon nhanh 14 duge thu gom tir méi cay véi XHH13 (cay doi chiing)
va bién thé gen DAS-40278-9 bing cach kep mo giita cic nép sap clia cic 6ng ly tam nhd
1,5ml da dugc ddnh dau riéng biét. Khi ti€p nhan trong phong thi nghiém, 0,5mL dung dich
dém chi€t AAD-1 (American Bionostica, Swedesboro, NJ) dugc b8 sung vao méi 6ng, va

mo6 duogc lam dong nhat bang cach sir dung chay ding mot 14n sau khi 1ic méu trong ~10
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gidy. Sau khi lam dong nhat, bang thir nghiém dugc dit vao 6ng va dé phit trién trong ~ 5
phiit. Su c6 mat hodc khong c6 mit clia protein AAD-1 trong phén chiét ctia cay dugc
x4c nhan dua vao hinh théi hoc (hodc khong c6 hinh thai hoc) clia vach thir nghiém trén
bang chidn doan mién dich. Khi su biéu hién ctia protein AAD-1 dugc x4c nhan d6i vé6i
gen chuyén, mo ctia than ngo dugc thu hoach va dong kho nhanh va dugc cat gitt & khoang
-80°C cho dén khi st dung

Vi du 5.2. Tinh ché protein AAD-1 tir ng6

Protein AAD-1 ¢6 nguén goc tir ngd, duoc tinh ch€ mién dich (khéi luong phén ti:
~33kDa) hodc cdc phan nudc chiét tho tir mo clia than ngd duoc chudn bi. T4t cd cic mo 14
va mo than clia ngd duoc thu hoach va duoc van chuyén dén phong thi nghiém nhu sau: La
dugc cét tir cay bang kéo va dugc dat trong tii vai va duoc cét giit & khoang -20°C dé s
dung trong tuong lai. Cudng duoc cat ngay phan trén moc trén dat mot cich riéng 1€, duoc
dat trong tdi vai va ngay 14p ttiic dugc 1am dong lanh 6khoang -80°C trong ~6 gio. Tiép theo,
cuodng dugc dat trong mdy dong kho trong 5 ngay dé loai bd nuéc. Khi mo da duoc 1am
kho hoan toan chiing dugc nghién thanh bot min véi bang kho va duoc cat giit d khoang -
80°C cho dén khi sir dung.

Protein AAD-1 c6 ngudn goc tit ngd duoc chiét tir mo than dong kho nhanh trong
dung dich dém trén co s phosphat (xem bang 7 vé€ thanh phan dung dich dém) bing
cach can ~30 gam mo6 dong kho nhanh vao mdy tron lanh bang thiy tinh dung tich
1000mL va b6 sung 500mL dung dich dém chiét. M6 dugc tron manh trong 60 giay va
céc protein hoa tan dugc dugc thu hoach bing cdch ly tam méiu trong 20 phit & téc do
30.000 vong/phiit. Cac vién tron dugc chiét lai nhu dugc mo ta, va dich néi trén bé mat
duoc két hop va dugce loc qua mang loc 0,45p. Dich néi trén bé mit d3 duoc loc duoc
tdi & khodng +4°C 1én c6t 4i luc mién dich khéng-aad-1 dugc lién hop véi khing thé don
dong dugc diéu ché bdi Strategic Biosolution Inc. (MAb 473F1 85,1; Protein A dugc tinh
ché; L6 s6: 609,03C-2-4; 6,5mg/mL (t6ng s6 ~35,2mg)) (Windham, ME); duoc lién hop
v6i Sepharoza 4B dugc hoat héa bdi CNBr (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Cic protein
khong gin két dugc thu gom va cot dugc rira déu bing dung dich dém amoni bicarbonat
20mM da dugc 1am lanh so b, 46 pH 8,0. Céc protein gén két dugc rira gidi bing NaSCN
3,5M, (Sigma, St. Louis, MO), dung dich dém 50mM Tris (Sigma, St. Louis, MO) d6 pH
8,0. Bdy phan doan SmL dugc thu gom va phan doan d4nh s6 tir 2 dén 7 duge thdm téch
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qua dém & khoang +4°C véi dung dich dém 10mM Tris, do pH 8,0. Cac phéan doan nay

dugc kiém tra bang SDS-PAGE va tham téch western va cdc mau con lai dugc cat giit &

khoéng +4°C cho dén khi dugc sir dung cho phan tich ti€p theo.

Bang 7
Céc chat tham chiéu ¢ ban trén thi truong dugce sir dung trong nghién cttu nay duogc néu
trong bang dudi day:
Chat tham chi€u | Tén sdn phidm S6 16 ThlAI S6 tham chiéu
nghiém
Thanh phan cla
Chét tic ché kit nhudm |y 110577 | GOVl | picrie cat #: 1856274
trypsin dau tuong Glycoprotein hod
GelCode
Thanh phan cta
Peroxidazacdy | kitnhudm | yq154500 | GlYCOSYl | pioco oo #: 1856273
cai cu cay Glycoprotein hoa
GelCode
A P Glycosyl
M nBﬁ‘ghuarrl;gfn FH71884 | Dod, SDS-
albumin huyét BgS;x glug h A PAGE va | Pierce Cat #: 23208
thanh bo (BSA) | TP D Thém téch
oang so bo
western
Invitrogen Cat #:
Gen danh dau Novex Sha LC5800, Gen danh
kh6i lugng phan Do tainegp 469212 & | Thém tach | d4u khéi luong phan
tir da duoc nhudém Protein Markers 419493 western tu 260, 160, 110, 80,
so bo 60, 50, 40, 30, 20, 15,
10 va 3,5 kDa
Invitrogen Cat #:
LC5677, Gen danh
Gen danh dau Invitrogen d4du khoi lugng phan
khdi luong phan | Markl2 Protein | oo & | SO% | 10200, 1163, 974,
t Marker Mix 66,3, 55,4, 36,5, 31,0,

21,5,14.4,6,0,3,5va
2,5 kDa

Protein gin két vé6i cot 4i Iuc mién dich dugc kiém tra bing SDS-PAGE va c4c

két qua da cho thdy rang céc phan doan da duoc rira gidi chiia Protein AAD-1 & khoéang

khoi lugng phan tir 14 33kDa. Ngoai ra, tham tdch western ciing dugc thuc hién va la

duong tinh véi protein AAD-1. Protein AAD-1 ¢6 ngudn goc tirngd dugc phan 1ap tir ~30g
nguyén liéu than déong kho nhanh.
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Vidu 5.3. SDS-PAGE va tham tach western

Mo dong kho nhanh tir bién thé gen than DAS-40278-9 va XHH13 (~100mg)
dugc can trong 6ng ly tim nho dung tich 2ml va dugc chiét bang ~1mL PBST (Sigma, St.
Louis, MO) chita 10% hén hop chat c ché proteaza cay (Sigma, St. Louis, MO). Viéc
chiét duoc tao diéu kién thuan loi bing cich bS sung 4 giot thé qua nho va nghién Geno
mau trong 1 phit. Sau khi nghién, cic mau duoc ly tam trong 5 phiit & t6c do6 20000
vong/phiit va dich néi trén bé mat duogc tron theo ty 1€ 4:1 v6i 5x dung dich dém méau
Laemmli (2% SDS, 50mM Tris d6 pH 6,8, 0,2mg/mL bromphenol xanh da tr61, 50%
(khéi luong/khai luong) glyxerol chita 10% 2-mercaptoetanol dugc b6 sung sach) va dugc
dun néng trong 5 phiit & ~100°C. Sau khi ly tim so bd, 45uL dich ndi trén bé mat duoc tai
truc tiép 1én gel SDS-PAGE theo chuén BioRad (Bio-Rad, Hercules, CA) thich hop trong
modun gel t& bao chudn. Chuin tham chiéu duong tinh clia AAD-1 ¢6 ngudn goc vi khudn
duogc t4i tao huyén phut & 1mg/mL trong PBST d6 pH 7,4 va dugc pha loang ti€p bing
PBST. Tiép theo, miu dugc tron v6i dung dich dém Bio-Rad Laemmli vé6i 5% 2-
mercaptoetanol va dugc xt 1§ nhu dugc mo ta truée day. Dién di dugc ti€n hanh véi
dung dich dém Tris/glyxin/SDS (Bio-Rad, Hercules, CA) & dién ap 150 - 200V cho dén
khi thudc nhudém & phia trudc ti€p xic dén phan cudi cua gel. Sau khi tach, gel duoc
cat doi va mot nira dugc nhuom thudc nhuom protein Pierce GelCode Xanh da troi va
mot nira con lai dugc dién tham tach v6i mang nitroxenluloza (Bio-Rad, Hercules, CA)
v6i t& bao truyén quang dién thim chuyén Mini (Bio-Rad, Hercules, CA) trong 60 phit
trong diéu kién dién 4p khong déi 1a 100 von. Dung dich dém chuyén chita 20% metanol
va dung dich dém Tris/glyxin tit Bio-Rad. D& phét hién mién dich, mang duoc phat hién
bing khang thé tho da clon dic hieu AAD-1 (Strategic Biosolution Inc., Newark, DE,
Protein A khang thé tho da clon dugc tinh ché Lot #: DAS F1 197-15 1, 1,6mg/mL). Thé
lien hop ctia IgG khang tho ctia dé (H+L) va dung dich kiém phosphataza (Pierce Chemical,
Rockford, IL) dugc stt dung 1am khang thé thi cap. Co chét SigmaF ast BCIP/NBT duoc st
dung dé€ phét trién va hién thi c4c dai protein c6 tinh phan tng mién dich. Mang duoc ria
déu v6i nudc dé dimg phén ting va cdc két qua dugc luu lai véi mdy quét s6 (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA)

G AAD-1 duoc tao ra tit P. fluorescens, phan 16n dai protein, nhu dugc hién thi trén
gel SDS-PAGE duoc nhuom Coomassie, 1a khodng 33kDa. Nhu mong muén, protein
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AAD-1 c6 ngudn géc tir ngo tuong ting (bién thé gen DAS-40278-9) bién thé gen vé kich
¢ v6i cac protein biéu hién vi khudn. Du dodn rang cdc phan doan dugc tinh ché cia
cay chita lugng nho cac tap chét khong c6 tinh phan tng mién dich ngoai protein AAD-1.
Céc protein dugc ciing tinh ch€ dudng nhu dugc gitt lai trén cot nhd tuong tic y&u véi
ma tran cot hodc ro gi khéng thé don dong ra khoi cot trong diéu kién rira gidi nghiém ngat.
Céc nha nghién ctu khdc cling di ¢6 bdo cdo vé su hap phu khong dac hiéu clia peptit va
axit amin lén chit ngoai hap mién dich Sepharoza 4B dugc hoat héa xyanogen-bromua
(Kennedy va Barnes, 1983; Holroyde va ciac dong tac gia, 1976; Podlaski va Stern, 2008).

Protein AAD-1 c6 ngudn goc Pseudomonas cho thay tin hiéu duong tinh ctia kich c&
mong mudn nhd phép phan tich thim tdch western khéng thé da khuén lac. Diéu nay ciing
quan sat duoc & phan chiét than ng6 chuyén gen DAS-40278-9. Trong phép phén tich thdm
tach western AAD-1, khong quan sat dugc céc protein c6 tinh phan tng mién dich & phan
chiét d6i chiing XHH13 va cling khong thdy céc protein c6 kich cd thay thé (cdc két tap hodc

2 R s A Z X 2
san pham suy bién) trong cdc mau chuyén gen.

Vi du 5.4. Phat hién qua trinh glycosyl hod sau phién ma

Protein AAD-1 ¢6 nguén goc tir ngd duge tinh ché bang sic ky 4i luc mién dich,
(Phan doan s6 3) dugc tron theo ty 1& 4:1 vé6i 5x dung dich dém Laemmli. AAD-1 c6
ngudn géc vi khudn, chat de ché trypsin dau tuong, albumin huyét thanh bo va peroxidaza
cay ci 6¢ ven bién dugc pha loang bang nudc Milli-Q dén nong d6 xap xi cia AAD-1 ¢6
ngudn goc cay va duge tron véi dung dich dém Bio-Rad. Cac protein ti€p theo dugc dun
néng & ~95°C trong 5 phiit va dugc ly tam & t6c do 20000 vong/phiit trong 2 phiit dé thu
duoc dich néi trén bé mit da dugc gan. Dich néi trén bé mat thu duge dugc dua truc ti€p
lén gel theo chuin Bio-Rad va dugc dién di v6i dung dich dém chay XT MES (Bio-Rad,
Hercules, CA) vé co ban nhu dugc mo ta trén day chi khac 1a dién di dugc chay & 170V
trong ~60 phuit. Sau khi dién di, gel dugc cat doi va mot nira duge nhudém thue nhudém
GelCode xanh da trdi cho protein téng theo huéng dén clia nha sén xuat. Sau khi qua trinh
nhuom hoan thanh, gel dugc quét véi ty trong k€ Molecular Dynamics dé thu dugc ban
ghi hinh anh vinh clu cta gel. Mot nlta gel con lai dugc nhudém bang kit nhuom
Glycoprotein GelCode (Pierce Chemical, Rockford, IL) theo huéng dan ctia nha san xuat
dé hién thi glycoprotein. Glycoprotein (véi gi6i han phat hién 12 0,625ng cho méi dai) duoc

hién thi & dang c4c dai d6 tuoi trén nén mau héng nhat. Sau khi nhuém glycoprotein hoan
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thanh, gel duoc quét bing may quét s6 Hewlett Packard dé thu dugc ban ghi hinh dnh vinh
clru ciia gel. Sau khi gii hinh anh nhudm glycosyl héa, gel dugc nhudém GelCode xanh
da troi dé x4c dinh su c6 mit cla cdc protein khong dugc glycosyl hda. Cac két qua da
cho thdy ring ca protein AAD-1 c¢6 nguén gdc tir ngd va vi khudn déu khong c6 cac
hydrat cacbon dugc lién két cong hoa tri c6 thé phat hién dugc. Két qua nay ciing dugc

x4c nhan bang dau lan ngdn tay khoi peptit.

Vidu 5.5. Phép phan tich phd khéi dau ldn ngén tay khoi peptit va sap x€p trinh tu AAD-1 ¢6
nguén goc tir ngd va Pseudomonas

Phan tich phd kh6i vé AAD-1 ¢6 nguén goc tit Pseudomonas va ngd duoc tién
hanh. Protein AAD-1 c¢6 nguén géc tir than ngo chuyén gen (bién thé gen DAS-40278-
9) duoc dua vao phan cét trong dung dich bang trypsin ti€p d6 1a MALDI-TOF MS va ESI-
LC/MS. Luong peptit da dugc phdt hién so véi lugng peptit suy ra dua vao cac vi tri
phan cit proteaza c6 kha ning trong trinh ty clia protein AAD-1 c6 nguén goc tir ngo.
Phan cit 1y thuyét duoc tao ra trong silico bang céch sit dung Phdn mém mién phi
Worksheet phan tich protein (Protein Analysis Worksheet - PAWS) tir Proteometrics
LLC. Protein AAD-1, khi da dugc bién tinh, dugc phan cat mot cach dé dang nho proteaza
va s€ tao ra vo s6 dinh peptit.

Trong phan cét bing tripsin protein AAD-1 c¢6 ngudn goc tir ngod chuyén gen (bién
thé gen DAS-40278-9), cac doan peptit da dugc phat hién phtl gan nhu toan b protein
trinh tu chi thi€u mot doan tripsin nhd & diu tan cacbon clia protein, tir F**® dén R>? va
mot doan peptit ngan (2 axit amin). Phan tich nay da x4ac nhan trinh tu axit amin protein c6
nguén goc tir ngd khép véi trinh tr axit amin protein AAD-1 c6 nguén goc tr vi khuén.
Két qua clia cdc phan tich nay cho thdy ring trinh ty axit amin cta protein AAD-1 c6

ngudn goc tir ngod 1a twong duong vdi protein bi€u hién P. fluorescens.

Vi du 5.5.1. Sap x€p trinh tu doan peptit tripsin

Ngoai diu lan ngdn tay khdi peptit, cic goc axit amin & cdc ddu tn cling nito va
cacbon cta protein AAD-1 ¢6 ngudn goc tir ngé (i luc mién dich duoc tinh ché tir bién
thé gen ngo DAS-40278-9) dugc sip x&p trinh tw va so véi trinh tu clia protein c6 ngudn goc
tir vi khudn. Trinh tu protein thu dugc, bing phép phan tich phd khéi lién tiép, cho 11 goc

thit nhat clia tcac protein c6 nguén gée tir vi khudn va ngoé (bang 8). Trinh tu axit amin
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cho ca hai dang proteinnay la A HA AL SPL SQ R (SEQ ID NO:30) cho thiy metionin
dau tan ciing nito da duoc loai bd nho aminopeptidaza (bang 8). Trinh tu protein AAD-1
ddu tan cung nito duoc mongmuénlaM AHA AL SPL SQR? (SEQIDNO:31). Cic
két qua nay dua ra gia thuyét ring trong khi hodc sau khi dich ma & ngo va P. fluorescens,
metionin d4u tan cling nito bi phan cit bdi metionin aminopeptidaza (MAP). Cic MAP
phan cit cac goc methionyl nhanh khi g6c thit hai trén protein nho nhu Gly, Ala, Ser, Cys,
Thr, Pro, va Val (Walsh, 2006). Ngoai metionin duoc loai bo, phan nho cla peptit dau tan
cling nito ctia protein AAD-1 thé hién da dugc axetyl hda sau khi metionin dau tan cing
nito bi phan cét (bang 8). Két qua nay gip thudng xuyén véi protein biéu hién sinh vat c6
nhan dién hinh (cay) vi khodng 80-90% goc dau tan cling nito dugc céi bién (Polevoda va
Sherman, 2003). Ngoai ra, di thiy rang cdc protein véi serin va alanin & cdc dau tan
ciing nito dugc axetylat hda thuong xuyén nhit (Polevoda va Sherman, 2002). Hai qua
trinh cting dich ma, phan cit g6c metionin ddu tan cling nito va axetyl héa d4u tan cing
nito, 12 c4c cai bién phd bién nhét va xay ra & phan 16n (~85%) céc protein sinh vat c6
nhan dién hinh (Polevoda va Sherman, 2002). Tuy nhién, cic vi du chiing minh mic tin
cay sinh hoc di lién v6i qué trinh axetyl hda dau tan cung nito 1a hi€ém (Polevoda va
Sherman, 2000).

Bang 8. Tém tat vé dit liéu trinh tu d4u tan cling nito ctia cac protein AAD-1 c¢6 ngudn goc

tr ngd va vi khuén

Nguén Trinh tu d4u tan cling nitd mong mudén'
P. fluorescens M!AHAALSPLSQR(SEQ ID NO:31)
Bién thé gen DAS-40278-9ng6 M'AHAALSPLSQR"
Tuong d6i’®
Nguén Trinh ty d4u tan cdng nito phat hién duoc?Po phong
phu
P. fluorescens AHAALSPLSQR"? 100%
Bién thé gen DAS-40278-9 ngo AHAALSPLSQR" 31%
Bién thé gen DAS-40278-9ng6 “*AHAALSPLSQR?" 3%
(SEQ ID NO:30)
Bién thé gen DAS-40278-9 ngo HAALSPLSQR"? 50%
(SEQ ID NO:32)
Bién thé gen DAS-40278-9 ngo AALSPLSQR?" 6%
(SEQ ID NO:33)
Bién thé gen DAS-40278-9 ngo ALSPLSQR"Y 12%

(SEQ ID NO:34)
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'"Trinh ty ddu tan cling nito mong muén clia 12 gdc axit amin tht nhét cia AAD-1 c6
nguodn goc tir P. fluorescens va ngo.

*Trinh ty d4u tan cing nito phét hién duoc clia AAD-1 c6 ngudn géc tix P. fluorescens va
ngo.

*Dit liéu phan tich phd khéi lién tiép d6i véi peptit ddu tan cling nito da cho thay hén hop
chita AHAALSPLSQR (dugc axetyl héa) va N-Axetyl-AHAALSPLSQR (duoc axetyl h6a).
“Céc dau tan dau tan ciing nito da tdch rdi” cling duge phat hién (cdc peptit twong ting véi
trinh ty axit amin HAALSPLSQR, AALSPLSQR, va ALSPLSQR). D6 phong pht tuong
doi, udc luong s6 lugng doan peptit tuong d6i, duoc thuc hién dua vao cdc ving pic LC

tuong ung dugc do & 214nm.

Luu y:
Céc chi s6 trén (R*) chi ra s6 goc axit amin trong trinh tu.
Céc tir viét tat clia goc axit amin:

A: alanin H: histidin
L: loxin M:  metionin
P: prolin Q: glutamin
R: arginin S:  serin

T: threonin

Ngoai N-axetyl héa, cling c6 qu trinh cit cut ddu tan cing nito nhe xuét hién
trong qué trinh tinh ché protein AAD-1 c6 nguén goc tirngod (bang 8). “Cac dau da bi rich”
ndy dan dén viéc mat cdc axit amin A2, H® va A* (& dang khac nhau va s6 luong khic
nhau) c6 nguoén géc tir protein ngo. DA nghi ring qu4 trinh cit cut nay phai x4y ra trong
qud trinh tinh ch€ protein AAD-1 nhu d4u phdt hién phuong phép tham Tay ctia cic phan
chi€t 14 tho chita mot dai quan & ciing MW nhu protein AAD-1 c6 nguén géc tix vi khuén.
Dung dich dém chiét cho cdc méu duoc thim tdch western chifa Iugng du hén hop chat tc
ché proteaza chita hon hop ciia chit tc ché proteaza véi tinh dac hiéu rong dé tc ché serin,
Xystein, aspartic, va proteaza kim loai, va aminopeptidaza.

Trinh ty du tan cacbon ctia céc protein AAD-1 ¢ ngudn goc tirngd va vi khudn duge
xac dinh nhu dugc mo ta trén day va so véi trinh tu axit amin mong muén (bang 9). Cac két
qué da chi ra trinh ty da dugc do 1a bién thé gen véi trinh tw mong muén, va ci protein
AAD-1 ¢6 ngudn géc tirngo va vi khudn déu bién thé gen nhau va khong bi stra di & dau
tan cacbon.
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Bang 9. Tém tat vé dit liéu trinh tu d4u tan cacbon ctia céc protein AAD-1 ¢6 nguén goc tit

ng6 va vi khudn

Nguén Trinh tu d4u tin cacbon mong muén'
P. fluorescens #TTVGGVRPAR®
Bién thé gen DAS-40278-9ng6  *TTVGGVRPAR®
(SEQIDNO:35)
Nguodn Trinh tu dau tan cacbon da dugc phat hién?
P. fluorescens B TTVGGVRPAR*®
Bién thé gen DAS-40278-9ngd6  *’TTVGG VR P AR>S
(SEQ IDNO:35)

Trinh tu du tan cacbon mong mudn clia 10 géc céc axit amin cudi cia AAD-1 ¢6 ngudn
goc tit P. fluorescens va ngo.

Trinh tu ddu tan cacbon da dugc phét hién cia AAD-1 c6 nguén goc tix P. fluorescens va
ngo.

Luuy:
Céc chi s6 trén (R*) cho biét s6 goc axit amin trong trinh tu.
Céc tir viét tat clia gOc axit amin:

A: alanin G: glyxin
P: prolin R: arginin
T: threonin V:  valin

Vi du 6. Biéu hién cdnh déng, phan tich thanh phan dinh dudng va cc dic tinh nong hoc
clia dong ngo lai chita bién thé gen DAS-40278-9

Muc dich clia nghién ciu nay 1a dé x4c dinh miic protein AAD-1 dugc tim thdy
trong mo clia ngd. Ngoai ra, phan tich thanh phan dugc thuc hién trén vo bip va hat ngo dé
nghién citu sy tuong duong gilta dong ngod dang gen khong bign nap va dong ngo chuyén
gen DAS-40278-9 (khong dugc phun, dugc phun véi 2,4-D, duge phun véi quizalofop, va
dugc phun véi 2,4-D va quizalofop). Céc dac tinh nong hoc clia dong ngd déng gen khong
bién nap ciing so v6i ngd AS-40278-9. Céc thir nghiém biéu hién cdnh dong, thanh phén,
va nong hoc dugc tién hanh & sdu vi tri dinh vi trong chtl yéu céc khu vuc trong ngod cia
My va Canada. C4c vi trf nay la cdc viing c6 thuc tién ndng nghiép va céc diéu kién moi
truong da dang. Cic thir nghiém nay dugc dinh vi & Iowa, Illinois (2 vi tri), Indiana,
Nebraska va Ontario, Canada.

Tat ca c4 gid tri trung binh vi tri cho mAu d6i ching, cic miu AAD-1, AAD-1 +
quizalofop, AAD-1 + 2,4-D va AAD-1 + ca cdc miu nhap khong dugc phun nim trong

khoang ly thuyét d6i véi ngo. Quan sét dugc s6 sai khéc c6 § nghia gidi han giita cdc mau
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AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D hodc AAD-1 + ca ngd va mau doi chiing
khong dugc phun, nhu’ng céac sai khiac nay khong dugc xem la c6 nghia sinh hoc vi chiing
nho va céc két qua nim trong khoang da dugc tim thay & ng6 thuong phdm. So d6 vé cic
két qua vé thanh phin khong chi ra su sai khac vé thanh phan lién quan dén viéc xtt 1y c6
nghia sinh hoc bat ky trong s6 cic mau AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D
hodc AAD-1 + ca ngo6 va dong ngod doi ching khong duge phun. Két luan, khong dugc
phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D va AAD-1 + ca cic két qua thanh
phan ngd x4c nhan su tuong duong clia AAD-1 (Bién thé gen DAS 40278-9) ng6 vdi céc
dong ngo6 thong thudng.

Vi du 6.1. Cac dong ngod duoc thit nghiém
Hat lai chia bién thé gen DAS-40278-9 va cay ddi chiing 12 hat lai thong thuong
clia cing nén gen 1am dong chét thir nghiém, nhung khong chita bién thé gen DAS-40278-

9, dugc néu trong bang 10.

Bang 10.
Thir nghiém s6 Mo ta
1 Ma4u d6i chiing khong AAD-1
2 AAD-1 khong duoc phun
3 AAD-1 dugc phun w/ quizalofop
4 AAD-1 duogc phun w/ 2,4-D
5 AAD-1 dugc phun w/ 2,4-D va quizalofop

Cay ngo duge mo ta trén day dugce sinh trudng & cac vi tri trong chl yéu cic viing
sinh trudng ngod clia My va Canada. Sdu nha mdy thlr nghiém cénh dong, Richland, IA;
Carlyle, IL; Wyoming, IL; Rockville, IN; York, NE; va Branchton, Ontario, Canada (duogc
goilaIA, IL1,IL2, IN, NE va ON) 1a cac viing c6 thuc tién nong nghiép va cdc diéu kién
moi truong da dang d6i véi ngo.

Hat ng6 thir nghiém va d6i ching dugc trong &'ty 1¢ gieo hat 1a khoang 24 hat cho
mdi ludng vé6i khodng cich hat trong méi ludng 12 khoang 10 inso (25cm). O méi vi tri, 4
s0 d6 bién thé gen nhau chia méi lan xt 1y dugc thiét lap, véi mdi so d6 chita cc ludng 2-
25 ft. C4c so d6 duoc sap xép theo kiéu khoi hoan toan ngiu nhién (randomized complete
block - RCB), v6i ngu nhién duy nhét & méi vi tri. Mdi so d6 ng6 dugc tao bién bdi 2

ludng ngod lai khong chuyén gen c6 tinh thuén thuc twong tu. Toan bo vi trf thir nghiém
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dugc bao quanh bdi t6i thiéu 12 ludng (hodc 30 ft) ngo lai khong chuyén gen cé tinh thuén
thuc tuong doi.

Ung dung thuc t& phong tri con tring, cd dai, va bénh thich hop dugc ap dung dé
tao ra cay trong c6 thé chap nhan dugc trong nong nghiép. Nhiét do t6i thiéu va nhiét do
t6i da hing thdng ciing véi lugng mua va viéc tudi 12 trung binh cho vi tri. Cic khoang gi4

tri nay gap thong thudng trong san xuét ngo.

Vi du 6.2. Ung dung thudc diét cd

X Iy bang thudc diét co duge ap dung vdéi thé tich phun khoang 20 galon cho méi
méu Anh (187L/ha). C4c ting dung nay duoc thiét k& d€ tao ra ban sao thuc tién thuong

mai .
Bang 11 néu céc thudc diét c6 duge su dung.
Thudc diét cd TSN Nong do
Weedar 64 026491-0006 39%, 3,76 1b ae® /gal, 451 g ae/l
Assure 11 106155 10,2%, 0,87 1b ai® /gal, 104 g ai/l

*ae = duong lugng axit.
®aj = hoat chat.

2,4-D (Weedar 64) dugc dung 1am 3 tng dung gieo qud miic (over-the-top) d6i vdi
céc thir nghiém 4 va 5 (t6ng theo ma 12 31b ae/A). Cic tng dung riéng 1& 12 & giai doan
trudc ndy mam va giai doan khodng V4 va V8 —V8,5. C4c ty 1é ding dich riéng 1¢ 12 1,01b
ae/A doi v6i Weedar 64, hoac 1120g ae/ha. Ty 1¢ dung thuc t&€ ndm trong khoang tir 1096 —
1231g ae/A.

Quizalofop (Assure II) duoc ding 1am tng dung gieo over-the-top déi véi cac thix
nghiém 3 va 5. Dat thoi gian tng dung 1a & khoang giai doan sinh trudng V6. Ty 1¢ ding
dich la 0,0825Ib ai/A d6i v6i Assure II, hodc 92g ai/ha. Ty 1é dung thuc t& nim trong
khoang tir 90,8 — 103g ai/ha.

Vi du 6.3. Thu gom dit liéu nong hoc va két qua
Céc déc tinh nong hoc dugc ghi lai cho tat ca cdc thir nghiém trong cic khéi 2, 3, va

4 & moi vi tri. Bang 2 liét ké cdc dac tinh do duoc sau.

-71-




271752

Bang 12.
Tinh trang Dat thai gian danh - Mo tadit lieu
, gid

Quinthé sém  V1va V4 S6 ciy ndy mam trong mdi so do.

Stic s6ng cua cay V4 Uéc lugng béang thi gidc vé stc song trung binh

bién thé gen con clia cic cay dd ndy mam trong mdi so d6

Stic song/hu hai  Khoang 1-2 Cay hu hai do dung thudc diét co.

cla cay tuin sau khi ding

Thoi gian d&€n khi Khoang 50% S6 lugng don vi nhiét da dugc tich liy tir thoi

tao to tao to gian gieo trong cho dén khi 50% cay dugc ndy
mam.

Thoi gian dé Khoang 50% S6 lugng don vi nhiét da dugc tich Iy tir thoi

phan hoarung  phan hoa rung gian gieo trong cho dén khi 50% cay rung phin
hoa

Kha nang song Khoidng 50% phdn Danh gid mau sic phan hoa va hinh dang theo

cta phin hoa hoa rung thoi gian

Chiéu caocia  Khoang R6 Chiéu cao dén dinh ctia cum hoa hinh duoéi s6c

cay

Chiéu cao tai Khoang R6 Chiéu cao tir nén dén tai ddu tién

Vitritam thdi ~ Khoang R6 udc tinh bang thi gidc v€ ty 1€ phan tram clia cay

clia cudng trong so d6 vé6i cudng bi gay dudi tai ddu tién

Vitritam thdi  Khoang R6 udc tinh bang thi gidc vé ty 1€ phan tram cla cay

cuaré trong so d6 nghiéng khoang 30° hodc nhiéu hon &
~1/2 mét dau tién trén bé mat dat

Quinthé cusi  Khoang R6 S6 lugng con lai trén méi so do

Ngay dén thuan Khoang R6 S6 luong don vi nhiét da dugc tich liy tu thoi

thuc gian gieo trong cho dén khi khi 50% cay dat thuin
thuc vé mit sinh 1y hoc.

Biéu hien mau  Khoang R6 Stic khoe toan dién clia cay

xanh

Ty ¢ mac phai  Khoang R6 udc tinh bang thi gidc vé ty 1& mic phai bénh cla

bénh 14

Mic huhaido  Khoang R6 udc tinh bang thi gidc vé muc hu hai

con trung

Luu y: don vi nhiét = ((Nhiét do t6i da + Nhiét do t6i thiéu) / 2) — 50°F
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Phan tich vé dit liéu nong nghiép dugc thu gom tt miu ngod d6i chiing, AAD-1
khong dugc phun, AAD-1 + 2,4-D, AAD-1 + quizalofop, va AAD-1 + dugc phun c4 hai
dugc tién hanh. Déi véi phan tich vi tri chéo, khong quan st duoc su sai khac c6 ¥ nghia
thong ké d6i véi quan thé sém (V1 va V4), sttc séng, quin thé cudi, mic hu hai clia cay
trong, thoi gian dén khi tao to, thdi gian dé phan hoa rung, vi tri tam thdi clia cudng, vi tri
tam thoi ctia ré, ty 16 mac phai bénh, muc hu hai do con triing, ngay dén thun thuc, chiéu
cao clia cay, va kha nang s6ng cia phan hoa (hinh dang va mau sic) céc gi4 tri trong phan
tich tom tat dinh vi chéo (Bang 13). Déi véi biéu hién mau xanh va chiéu cao tai, quan s4t
dugc cap thir nghiém t c6 ¥ nghia giita thit nghiém d6i ching va AAD-1 + quizalofop,
nhung khong di lién véi hiéu qua xir Iy chung c6 ¥ nghia hodc False Discovery Rates
(FDR) dugc diéu chinh cac gid tri P (bang 13).

Béang 13. Phan tich tom tat vé két qua dic tinh nong hoc céc vi trf chéo dsi véi DAS-
40278-9 AAD-1 ctia ng6 (dugc phun va khong duge phun) va miu d6i chiing

Khong duge [Puge phun Duoc Duoc phun
Hiéu qua phun  |Quizalofop phur}1)2,4- ca hai
e | oxitly | D6 | (gidwiP? |(gidtiP,| . P, | (idwiP,
Dic diém phantich | > bo | ching | GiatriP | Gid i P | @4 P | Giggri p
(Pr>F)* dugc didu | duoc diéu | 18 U P | quqc digu
chinh | chinh) |duocdiul  cpinp
chinh)
N 413 41,7 41,9 441
Q“arzstgi:‘”;‘ Vi 03s51y| 428 | ©303, | 0443, | (0556, | (0393,
Y ’ 0,819 | 0819) | 0,819) | 0819)
N 433 4377 443 44.8
Quan(stg"“czc’gn va 0768 | B | 0883, | 0687, | 0423, | (0263,
y ’ 0,984) | 0,863) | 0,819) | 0,819)
P 7.39 7.36 7.58 778
gfé‘,ils&%gg‘;‘r‘lac‘gyd 0308)| 7 | ©.197. | (161, | (0,633, | (0,729,
’ 0,819 | 0819) | 0,819) | 0.889)
N 39.6 397 39.9 41.1
Q“?:(;?gy‘;“m 0873)| 401 | ©747, | 0802, | 0943, | (521,
’ 0,889) | 0924) | 1,000 | 0.819)
Muc hu hai ctia cay
tréng NA! 0 0 0 0 0
— dung l4n thy 1°
Miic hu hai cua cay 0 0 0 0,28
tréng 0 (1,00, | (1,00, | (0,130,
_ ding lan the 2¢ | @©43D (1L00. 1000|550y | 1,000 | 0819)
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Miic hu hai cta cay

trong NA 0 0 0 0 0
— dung 1an tha 3°
Miic hu hai clia cay
trong NA 0 0 0 0 0
— dung 1an tha 4°
Thoi gian dén khi tao 1291 1293 1304 1300
to 1291 0,781, | (0,088, | (0,224,
(don vi nhieryt | 2% (0996, 1.00) 9.917) | 0.819) | 0819)
Thoi gian d€ phan 1331 1342 | 1347 | 1347
hoa rung (0.331) 1336 (0,564, (0,480, | (0,245, | (0,245,
(don vi nhidt)! ’ 0,819) | 0819 | 0819 | 0819)
, 113 114 113
Hinh dang phén hoa 10,9 ’ ; ’
» 10,9 (0,546, | (0,439, | (0,605,
g
0 phiit (%) (0,872) 0931100\ G2ia" | 0510y | 0519
. ) 50,8 46,4 | 481 51,9
Hm};g‘f“;fjf?;r; hoa 04s6)| 492 | 618, | ©409, | 0739, | (0409,
paut (7% ’ 0,819) 0,819) | 0,889) | 0,819)
. ) 74,7 73,6 73,9 75,0
Hm}ég‘?‘r;%f?;r; hoa 07| 744 | 0809, | 0470, | 0629, | (0629,
phut (% ’ 0,924) | 0819) | 0.819) | 0.819)
Hinh dang phén hoa 826 | 326 (?,268 (iz(’)g, ((§g 3357
120 phiit (%) | (0,816) 100,100 G007 | o0y | 0810y
Khong dugc|[Pugc phun| DPuge |Pugc phun
Hiéu qua phun  |Quizalofop|phun 2,4-| ca hai
e | xuly | D6 | (gidtiP? | (gidtiP,| D | (gidtriP,
Dic diém phan tich | s b6 | ching | Gidtri P | Gid tri P | (gid tri P,| Gi tri P
(Pr>F)* dugc didu | duge diéu | Gid tri P | duoc dicu
chinh)® chinh) |duoc di€u| chinh)
. 52,5 48,9 50,3 3.6
Mau sac phéan hoa y ’ ; ;
£ 51,9 | (0,850, | (0,306, | (0,573, | (0573,
30phut (%) | (0,524) 0,960) | 0819) | 0819) | 0819
NP 75.9 742 74,2 75.9
Magosa;é’thf‘% )hoa ©0332)| 753 | 0612, | 0315, | 0315, | (0612,
3 0,819) | 0,819) | 0819) | 0,819)
Mau sic phan hoa
120 st (%) NA | 840 84,0 84,0 84,0 84,0
"y . 522 5,00 5,00 5,00
i Usutglll’;t(f}% U\ 0261)| 511 | (0356, | 0356, | 0356, | (0.356,
0,819) | 0819 | 0819) | 0819
.y o 0,17 0,72 0,17 0,11
Vi Wy 043 | 044 | 0357, | O4T. | ©ls7, | 037
0,819) 0,819) | 0,819) | 0,819)
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428 3,92 4,17 4,11
Biéu hién mau xanh'| (0,260) | 4,67 | (0,250, | (0,034™, | (0,144, | (0,106,
0,819) | 0819) | 0819 | 0,819)
6,22 6,17 6,17 6,17
Ty 1é méc phai bénh’| (0,741) | 6,42 (0,383, | (0,265, | (0265, | (0,265,
0,819) 0,819) | 0,819) | 0,819)
. L 7,78 7,78 7,72 7,56
Mie hgg‘f;kdo con | 0627y 7®7 | (0500, | (0,500, | ©.736, | (0,500,
0,819) | 0819) | 0.889) | 0,819)
) . 2413 2415 2416 2417
Ngay dén thuan thuc (0.487) 2411 (0,558, (0,302, | (0,185, (0,104
huan t : 104,
(don vi nhiét) 0,819) | 0819) | 0819) | (319
Chiéu cao clia cay 290 290 291 291
(0,676) | 294 (0,206, | (0,209, | (0,350, | (0,286,
(cm) 0,819) | 0819 | 0,819 | 0,819
Khong dugc|duge phun [dugc phun|dugc phun
Hiéu qua phun ) Quizalofop| 2,4-D |cahai (gid
e | oxtly | dsi | (gidtriP? | (gidtriP, |(gidtriP,| triP,
Pgc diém phan tich | S 5| e | Giaui b | GidtiP | Gid i P | Gid tri P
(Pr>F)* duoc diéu | duge diéu |duoc diéu| duge diéu
chinh)® chinh) chinh) chinh)
120 118 121 118
Chiéu cao tai (cm) | (0,089) | 124 0,089, | (0,018™, | (0,214, | (0,016™,
0,819) | 0,786) | 0,819) | 0,786)

* Hiéu qua xt Iy chung dugc ude tinh bang cdch sit dung thit nghiém F.

b So sdnh vé cac xit Iy duoc phun va khong duge phun véi d6i ching bang cich st dung
thit nghiém t.

¢ C4c gia tri P duoc diéu chinh bang cich st dung quy trinh Ty 1¢ phat hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

4 wéc tinh bing thi gidc trén thang do 1-9; 9 = toan bo cay véi 14 16n khoe manh.

® thang do 0-100%; v6i O = khong hu hai va 100 = cy bi chét.

' S6 luong don vi nhiét da dugc tich liy tir thoi gian gieo trong.

¢ thang do 0-100%; v6i% hat phén hoa c6 thanh méo moé.

" thang do 0-100%; v6i% hat phan hoa c6 mau vang dam.

! wdc tinh bang thi gidc trén thang do 1-9 v6i 1 khong nhin thady mo6 mau xanh 14 cay .

J uéc tinh bang thi giac trén thang do 1-9 v6i 1 ¢6 tinh chéng chiu bénh kém.

¥ wéc tinh bang thi gidc trén thang do 1-9 vdi 1 ¢6 tinh chéng chiu con tring kém.

! NA = Phan tich théng ké khong dugc thuc hién do khong cé bién di qua céc ban sao

hoac xtur 1y.

™ Sai khac c6 ¥ nghia thong ké da chi ra bdi gia tri P <0,05.
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Vi du 6.4. Thu gom mau
C4c mAu dé biéu hién va phan tich thanh phan dugc thu gom nhu duoc liét ké trong
bang 14.

Bang 14.
Cac méu cho mbi thit
nghiém
Khoi Giai doan Méau Thit nghiém gaﬁig:g
Mo sinh trudng®  Kichcd d6i ching 1 gz_ :
1 La V2-4 314 3 3
(biéu hién)
La V9 314 3 3
Phan hoa" R1 1 cay 3 3
REP R1 1 cay 3 3
L4° R1 114 3 3
Vo bip R4 2 cay* 3 3
Cay nguyén  pg 2 cay® 3 3
ven
Hat R6-Tinh thudn th 1 tai 3 3
.. x Thi nghiém  Céc thi
o Giai doan Mau o o .
Khi Mo sinh trudéng®  Kich co doi Clh ung Ilg;l-l g:m
2-4 V4 bap R4 3 cay® 1 1
(thanh ph4n)  |Hat R6-Tinh thudn th 5 tai 1 1

*Khoang giai doan sinh trudng.

®Céac mau phén hoa, 1é, va 14 duoc thu gom & R1 dugc thu gom tit cling cay.

¢ Hai cay dugc chat, gop lai va va 1dy mau con déi véi bi€u hién, hodc 3 cay d6i véi thanh
phan.

Vidu 6.5. Xac dinh protein AAD-1 trong cadc mau ngod

Cac miu ngo6 dugc phan tich vé lugng protein AAD-1. Protein AAD-1 hoa tan c6
thé chiét dugc dugc xdc dinh bang céch sit dung kit thit nghiém chét hdp phu mién dich
gén enzym (ELISA) duoc mua clia Beacon Analytical System, Inc. (Portland, ME).
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C4c miu mo ngd dugc tach ra tix cac cay thit nghiém va dugc diéu ché cho phén tich
biéu hién bang cdch nghién tho, dung moi héa va nghién min (néu can) biang Geno/Grinder
(Certiprep, Metuchen, New Jersey). Khong doi héi budc diéu ché bé sung d6i v6i phan
hoa. Protein AAD-1 dugc chiét tir mo ng6 véi dung dich nuée mudi duge tao dém phosphat
chita chat tdy rira Tween-20 (PBST) chita 0,5% albumin huyét thanh bd (BSA). Déi véi
phan hoa, protein dugc chiét bang 0,5% PBST/BSA dém chta 1mg/mL natri ascorbat va
2% hdn hop chét tic ché proteaza. Mo cay va cdc phan chiét phin hoa dugc ly tam; dung
dich néi trén bé mat duoc thu gom, dugc pha loang bing dung dich d¢m thich hgp néu cén,
va dugc phan tich bang céch st dung kit ELISA AAD-1 & dang banh kep (sandwich). Kit
nay st dung céc budc sau. Mot lugng nhd mau da duge pha loang va khéng thé don dong
khang AAD-1 da dugc biotinyl héa dugc U trong céc 16 clia dia vi chudn do dugc phii bang
khang thé don dong khang AAD-1 da dugc c6 dinh. Cdc khang thé nay gin két véi protein
AAD-1 trong céc 16 va tao thanh "dang bénh kep"(sandwich) v6i protein AAD-1 dugc gan
két giita khang thé hoa tan va khang thé c6 dinh. C4c miu khong dugc gin két va thé lién
hop tiép theo dugc loai ra khoi dia bing cach rira véi PBST. Mot luong du thé lién hop
streptavidin-enzym (dung dich kiém phosphataza) dugc b8 sung vao cic 16 d€ 1. & thoi
diém cu6i clia giai doan 1, c4c chit phan ting khong dugc gin két dugc loai ra tir dia bang
cach rira. Tiép d6 bd sung co chit enzym tao ra san phdm c6 mau. Do AAD-1 dugc lién két
trong khéng thé dang banh kep, mic do phét trién mau lién quan dén néng d6 AAD-1
trong mau (ttc 13, néng do goc thap dén dén su phét trién mau cham). Do hédp phu &
405nm dugc do bang céch st dung méy doc dia Molecular Devices V-max hodc Spectra
Max 190. Pudng cong hiéu chuin dugc tao ra va ndng do AAD-1 trong cdc mau chua biét
dugc tinh toan tir phuong trinh thodi bién da thic bang céch st dung phdn mém Soft-MAX
Pro™ tuong hop v6i may doc dia. Cdc mau dugc phan tich trong hai 16 v6i nong do trung
binh ctia hai 16 nay dugc bdo céo.

Tém tét vé cdc ndng do protein AAD-1 (dugc 14y trung binh qua céc vi tri) & cd nén
ngd khic nhau dugc thé hién trén bang 15. Néng do protein AAD-1 trung binh ndm trong
khoang tir 2,87ng/mg khéi lugng kho & ré giai doan R1 dén 127ng/mg & phan hoa. Két qua
bi€u hién déi véi cdc so d6 khong duge phun va duge phun 12 tuong tu nhau. Protein AAD-
1 khong phét hién dugc trong cdc mau d6i ching bat ky, ngoai trir mot méu ré d6i ching tix

vi trf Indiana.
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Bang 15. Tém tét vé ndng do trung binh mic protein AAD-1 duoc do trong AAD-1 khong
dugc phun, AAD-1+Quizalofop, AAD-1+2,4-D va AAD-1+Quizalofop va 2,4-D § mo cua

Ngo | AAD-1 ng/mg m6 Khai luong kho
Gia tri Khoang gia
Mo Xt ly trung binh | Std. Dev. | tri
V2-V4 14 AAD-1 Khong dugc phun 13,4 8,00 1,98-29,9
AAD-1 + Quizalofop 13,3 6,89 4,75-24,5
AAD-I +2,4-D 14,2 7,16 4,98-26,7
AAD-1 + Quizalofopva 2,4-D | 12,3 7,09 4,07-22,5
V9 1la AAD-1 Khong dugc phun 5,96 2,50 2,67-10,9
AAD-] + Quizalofop 5,38 1,84 2,52-9,15
AAD-1 +2,4-D 6,37 2,41 3,03-10,9
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 6,52 2,38 3,11-11,1
R11a AAD-1 Khong dugc phun 5,57 1,66 3,47-9,34
| AAD-1 + Quizalofop 5,70 1,63 2,70-7,78
AAD-I +2,4-D 5,99 1,90 2,40-9,42
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 6,06 2,27 1,55-10,2
Phéin hoa AAD-1 Khong duoc phun 127 36,2 56,3-210
AAD-1 + Quizalofop 108 29,9 52,2-146
AAD-I + 2,4-D 113 30,2 37,5-137
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 112 32,6 45,4-162
R1ré AAD-1 Khong dugc phun 2,92 1,87 0,42-6,10
AAD-1 + Quizalofop 3,09 1,80 0,56-6,06
AAD-1 +2,4-D 3,92 2,03 0,91-7,62
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D | 2,87 1,23 1,09-5,56
R4 vo bap AAD-1 Khong dugc phun 6,87 2,79 2,37-12,1
AAD-1 + Quizalofop 7,16 2,84 3,05-11,6
AAD-I +2,4-D 7,32 2,46 2,36-10,6
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 6,84 2,31 2,25-10,3
Cay nguyén
ven AAD-1 Khong duoc phun 4,53 2,55 0,78-8,88
AAD-1 + Quizalofop 4,61 2,22 0,75-8,77
AAD-I +2,4-D 5,16 2,53 0,83-10,2
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 4,55 1,77 1,30-8,21
Hat AAD-1 Khong duoc phun 5,00 1,53 2,66-8,36
AAD-1 + Quizalofop 4,63 1,51 1,07-6,84
AAD-I +2,4-D 4,98 1,78 2,94-9,10
AAD-1 + Quizalofopva2,4-D | 4,61 1,62 1,81-7,49

“ND = gi4 tri nhé hon phuong phép gi6i han phét hién (LOD).
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®Cic gid tri trong ddu ngodc don ndm giita phuong phdp LOD va gidi han dinh lugng
(Limit of Quantitation - LOQ).

Vi du 6.6. Phan tich thanh phan

Céc méu vo bip va hat ngo dugc phan tich vé ham lugng dinh dudng v6i nhiéu thir
nghiém. Céc phan tich dugc thyc hién dsi véi vo bap bao gém ham luong tro, téng chat
béo, do 4m, protein, hydrat cacbon, xo tho, X0 axit (acide detergent x0), X0 trung tinh,
canxi va phospho. Céc phan tich dugc thuc hién d6i v6i hat ngé bao gom thanh phéns (ham
luong tro, téng chat béo, do 4m, protein, hydrat cacbon, xo tho, xo axit (acide detergent
x0)), X0 trung tinh (neutral detergent xo - NDF), khodng chat, cdc axit amin, axit béo,
vitamin, chat chuyén héa thi c4p va chat khéng dinh dudng. Céc két qua ciia phép phéan
tich dinh dudng d6i v6i vo bap va hat ngd so véi cdc gid tri dugce bdo cdo trong tai lidu (
xem; Watson, 1982 (4); Watson, 1984 (5); ILSI Crop Composition DataBase, 2006 (6);
OECD Consensus Document on Compositional Considerations for maize, 2002 (7); va

Codex Alimentarius Commission 2001 (8)).

Vi du 6.6.1. Phan tich thanh phén, xo va khodng vé vo bap

Phan tich vé protein, chat béo, tro, 4o 4m, hydrat cacbon, ADF, NDF, canxi va
phospho & cdc miu v bap tir ngd d6i chiing, khong dugc phun AAD-1, AAD-1 +
quizalofop, AAD-1 + 2,4-D va AAD-1 + dugc phun cé hai dugc thuc hién. Tém tat vé cdc
két qua qua tat ca céc vi trf duge thé hién trén bang 16. D6i véi phan tich vi trf chéo va vi
trf riéng 18, t4t ca cdc gid tri trung binh clia cdc thanh phén, xo va khodng nam trong
khoang gi4 tri néu trong tai lieu. Khong quan sat dugc sai khac c6 § nghia thong ké & phan
tich vi trf chéo gifta mau d6i chiing va mau chuyén gen vé do 4m, ADF, NDF, canxi va
phospho. Déi véi protein v tro, quan sét dugc cap thir nghiém t c6 ¥ nghia d6i v6i khong
duoc phun AAD-1 (protein), AAD-1 + quizalofop (protein), va AAD-1 + dugc phun ca hai
(tro), nhung khong di 1ién véi hiéu qua xt 1y chung c6 ¥ nghia hodc cac gié tri P dugc diéu
chinh FDR. Déi véi chét béo, ca hai cap thirnghiém t c6 ¥ nghia va dugc diéu chinh gia tri
P quan sit dugc d6i v6i AAD-1 + quizalofop so v6i miu d6i chiing, nhung khong quan sat
duoc hiéu qua x1r 1y chung c6 y nghia. Déi véi hydrat cacbon, hiéu qua xtt 1§ chung c6 ¥
nghia thong ke, cap thir nghiém t va FDR dugc diéu chinh gid tri P quan sét duogc gilta
AAD-1 + quizalofop va méu ddi chiing. Con dd6i véi hydrat cacbon, quan sat dugc cap thu

nghiém t ¢4 ¥ nghia d6i v6i miu khong duge phun AAD-1, nhung khong ¢6 FDR c6 y
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nghia dugc diéu chinh gi4 tri P. C4c sai khdc nay khong c6 ¥ nghia sinh hoc vi két qua ctia

vi trf chéo d6i véi céc dic diém phan tich ndy déu nam trong khoang gid tri trong tai liu

da duoc bdo cdo doi voi ngo, va sai khac véi ngo doi ching 12 nho (<23%).

Bang 16. Tém tit vé phan tich thanh phén, xo va khoang vé vo bap & tét ca cac vi tri.

Khong Dudc shun Puogc Puoc
Gi4 trj Iy|Hieu qua duoc | alofop PR 24| phun &
Thanh phan L lyjRen q .. | phun [RYEEOOPL D | hai (gid
< thuyét | xuly boi ool (g@atnP, | L. .
(% khoi lugng Céc oi4 | toan bo | chu (gid tri P, Gié . P (giatriP,| triP,
kho) dc gid | toan bo | ching |'5;q ¢y p | P14 E | Gig i1 P| Gid tri P
tri*¢ | (Pr>F)° * « | duoc diéu " s " s
' dugc diéu iﬁnh) dugc diéu|dugce diéu
chinh) | © chinh) | chinh)
Protein 3.14- 7,65 6,51 6,41 7,17 7,13
1’5 9 (0,054) (0,016°, | (0,010°, | (0,285, | (0,245,
’ 0,066) 0,051) | 0,450) | 0,402)
Chat béo 0.296- 2,29 2,08 1,78 2,10 2,01
,6 7 (0,068) (0,202, | (0,005°, | (0,233, | (0,093,
’ 0,357) | 0,028 | 0,391) | 0,213)
Tro 3,90 3,84 4,03 3,99 4,40
1,3-10,5| (0,072) (0,742, | (0,525, | (0,673, | (0,019°,
0,859) 0,708) | 0,799) | 0,069)
Do 4m 53 3. 69,5 69,2 69,5 69,8 70,0
87’ 5 (0,819) (0,651, | (0,988, | (0,699, | (0,501,
’ 0,782) 0,988) | 0,820) | 0,687)
Hydrat cacbon 66.9- 86,1 87,6 87,8 86,8 86,5
9 4’ 5 (0,026°%) (0,015, | (0,006, | (0,262, | (0,538,
’ 0,061) | 0,034%) | 0,424) | 0,708)
Xo
(% khoi luong
kho)
Xo axit (ADF) 16.1- 26,5 26,6 26,8 26,0 26,8
47’ 4 (0,968) (0,925, | (0,833, | (0,677, | (0,851.
’ 0,970) 0,925) | 0,800) | 0,937)
Xo trung tinh 203- 41,6 43,6 43,3 41,3 41,6
(NDF) 63, 7 (0,345) (0,169, | (0,242, | (0,809, | (0,978,
’ 0,322) 0,402) | 0911) | 0,985)
Khodng chat
(% khoi lugng
kho)
Canxi 0071- 0,212 | 0,203 0,210 0,215 0,231
,O 6 (0,321) (0,532, | (0,930, | (0,815, | (0,150,
’ 0,708) 0,970) | 0911) | 0,296)
Phospho 0.094- 0,197 | 0,189 0,202 0,203 0,200
(’) 55 (0,163) (0,198, | (0,427, | (0,288, | (0,608,
’ 0,354) | 0,615) | 0,450) | 0,762)
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*Khoang két hop.

°Hiéu qua xl Iy chung dugc udc tinh bang cich sit dung thit nghiém F.

°So sanh gifta cic mAu xir 1y chuyén gen v6i mau déi ching bang cich st dung cic thir
nghiém t.

9C4c gid tri P duoc diéu chinh bing céch st dung quy trinh Ty 1& phéit hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

°Sai khdc c6 ¥ nghia thong ké da chi ra bai gid tri P <0,05.

Vi du 6.6.2. Phan tich thanh phén va xo cta hat

Tém tét vé két qua d6i véi cdc thanh phén (protein, chét béo, tro, do dm, cholesterol
va hydrat cacbon) va xo (ADF, NDF va tong chat xo) & hat ngo qua tét ca cdc vi tri dugc
thé hién trén bang 17. Tit ca céc két qua vé thanh phén va xo nam trong khoang gid tri néu
trong tai liéu, va khong c6 su sai khdc c6 ¥ nghia vé phan tich vi trf chéo quan sat dugc
giita d6i chiing va miu chuyén gen d6i véi chat béo, tro, NDF va tong chat xo. D&i véi do
4m, quan sat dugc hiéu qua x& Iy chung c6 ¥ nghia, nhung khong di lién v6i cap thu
nghiém t ¢ ¥ nghia hodc c4c gid tri P dugc diéu chinh FDR. Déi véi ADF, quan sat dugc
cap thir nghiém t ¢6 ¥ nghia d6i véi AAD-1 + c4 hai, nhung khong quan sat dugc hiéu qua
xir Iy chung c6 ¥ nghia hoac FDR dugc diéu chinh gi tri P. D6i v6i ca protein va hydrat
cacbon, di phat hién dugc céc cap thit nghiém c6 ¥ nghia, dugc diéu chinh céc gia tri P va
hiéu qua x& 1y chung d6i v6i mau khong duge phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, va
AAD-1 + c4 hai. Do céc sai khdc nay 12 nhod (< 12%) va tdt ca cdc gid tri ndm trong

khoang gi4 tri néu trong tai liéu, c4c sai khic nay khong dugc xem 1a c6 nghia sinh hoc.

Bang 17.
Tém tat vé phan tich thanh phén va xo clia hat ngod & tat ca cac vi tri.
Khong duoc dugc
) N ) duge duc:jc phun phun 2,4-| phun ca
N s |Gid tri ly|Hiéu qua Quizalofop. C
Thanh phan » ) 12 . x| phun p - D hai (gia
< thuyét | xtly [Maudoi| .. .ol (gidtiP,|, . . .
(% khoi lugng | ~, 7 . N . |(gid tr1 P, ..o [(gldtriP,| triP,
. Céac gid | toan b0 | ching |*A. . = GiataiP 2., = ]
kho) i (Pr>F)° Giatri P duoe didu GiatriP | Gidtri P
' dugc diéu chinh) dugc diéu|duoc diéu
chinh)® chinh) | chinh)
Protein 9,97 10,9 11,1 10,5 10,9
6-17,3 | (0,003°) (0,002¢, | (0,0004°, | (0,061, | (0,002°,
0,016°) | 0,013% | 0,161) | 0,015%
Chat béo 4,26 4,19 4,16 4,26 4,22
1,2-18,8| (0,369) (0,238, | (0,095, | (0,955, | (0,427,
0,397) | 0,215) | 0,977) | 0,615)
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Tro 0.62- 1,45 1,55 1,52 1,45 1,51
6, 28 (0,553) (0,178, | (0,364, | (0,982, | (0,397,
’ 0,330) | 0,557) | 0,985) | 0,587)
Do 4m 25,1 25,5 24,4 24,5 24,5
6,1-40,5( (0,038°) (0,406, | (0,056, | (0,117, | (0,114,
0,594) | 0,152) | 0,254) | 0,250)
Cholesterol NR? NAE <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Hydrat cacbon 63.3- 84,3 83,3 83,2 83,8 83,4
89, 3 (0,005°%) (0,002°, | (0,001°, | (0,074, | (0,003¢,
’ 0,015 | 0,013% | 0,185) | 0,019°)
X0 (% khot
Iuong kho) :
Xo axit (ADF) 1.82- 4,23 3,94 3,99 3,89 3,82
1’1 3 (0,247) (0,130, | (0,197, | (0,078, | (0,035°,
’ 0,269) | 0,354) | 0,193) | 0,106)
Xo trung tinh 559, 10,6 10,3 9,89 9,90 10,3
(NDF) 2’2 6 (0,442) (0,455, | (0,120, | (0,121, | (0,552,
’ 0,638) | 0,254) | 0,254) | 0,708)
Tong chat xo 13,4 12,8 12,9 13,1 12,9
8,3-35,3| (0,579) (0,164, | (0,195, | (0,487, | (0,215,
0,313) | 0,353) | 0,679) | 0,370)
‘; Khoang két hgp.

nghiém t.

Discovery Rate - FDR).

Sai khdc c6 ¥ nghia thong ké da chi ra bdi gia tri P <0,05.
NR = khong dugc bio céo.

Hiéu qua xir 1y chung dugc udc tinh bing céch st dung thir nghiém F.
So sénh gifta cdc mau x1t 1y chuyén gen v6i miu d6i chiing bang cach st dung cac thir

Céc gia tri P dugc diéu chinh bang cach st dung quy trinh Ty 1¢ phat hién sai (False

¢ NA= Phan tich théng ké khong dugc thuc hién vi phin 16n cac dit liéu nay 1a < LOQ.

Vi du 6.6.3 Phan tich khoang cta hat

Phan tich cic miu hat ngd vé khoang chat canxi, crom, dong, iot, sat, magie,

mangan, molypden, phospho, kali, selen, natri, va kém dugc thuc hién. Tém tat vé cac két

qua qua tit ca céc vi trf dugc thé hién trén bang 18. T4t ca céc két qua déu nidm trong

khoang gid tri clia tai liéu da dugc bao cdo. P6i véi phan tich vi tri chéo, khong quan sat

duoc sai khac c6 y nghia d6i vdi canxi, dong, sét, va kali. Két qua trung binh déi véi crom,

iot, selen va natri nam du6i ngudng dinh lugng cha phuong phép. Déi v6i magie va

phospho, quan sat dugc cap thir nghiém t c¢é ¥ nghia d6i véi mau khong dugc phun AAD-1

va AAD-1 + quizalofop, nhung khong di lién véi hiéu qua xir 1y chung ¢6 ¥ nghia hodc cic

gid tri P dugc diéu chinh FDR. D6i v6i mangan va molypden, quan sit dugc cap thit
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nghiém t c6 ¥ nghia d6i véi mau khong duge phun AAD-1, nhung khong quan sat duge

FDR duoc diéu chinh gi4 tri P c6 ¥ nghia va hiéu qua xt 1y chung. P6i v6i mau duge phun

AAD-1 + ca hai, quan sat dugc cdp thit nghiém t cé ¥ nghia d6i v6i kém, nhung khong cé

gid tri P duoc diéu chinh FDR cé ¥ nghia hodc hiéu qua xt 1y chung. Ngoai ra, c4c sai

khac nay vdi ngod d6i ching 14 nho (< 13%), va tét ca céc gia tri nam trong khoang gia tri

néu trong tai liéu, khi c6 thé.

Bang 18. Tém tét vé phan tich khodng clia hat ngo & tét ca cdc vi tri.

Khong Pugc Puoc
Gid tri 1| Hia \ dugc Duoc phun phun 2,4-| phun ca
14 tr1 ly|Hiéu qua Quizalofop S
Khodng chat | thuyét | xily Maudsil PP Fgigwip, | LD, |ba(ed
g y y : ¢ (glatrlh,
A N . |(giatri P, ..o |(gidtriP,| triP,
(mg/100g dry | Cic gié | toan bd | ching Gié tri P Giatri P Gid tri P | Gid tri P
wt.) tri* | Pr>F)° dooe diag| duge diéu |20 TS | 2
uoc diéu chinh) duoc diéu|duoc dicu
chinh)? chinh) | chinh)
Canxi 4,05 |4,21 4,12 4,04 4,06
1,27-1001(0,493) (0,146, |(0,505, (0,944, (0,898,
0,289)  |0,687) 0,977) 10,957)
Crom 0,006- e <LOQ KLOQ KLOQ KkLOQ KLOQ
0,016 NA
dong 0.073- 0,144 0,151 0,146 0,141 0,149
1,8 5 (0,963) (0,655, (0,890, (0,817, (0,749,

’ 0,782)  |0,957) 0,911) 10,863)
ot 7381 |NA <LOQ <KLOQ KkLOQ KkLOQ KLOQ
Sat 2,49 2,60 2,56 2,51 2,59

0,1-10 [(0,333) (0,086, (0,310, |(0,801, (0,145,
0,206)  10,482) 0,911) [0,289)
Magie oy 122 129 128 126 127
1 OZ)O (0,072) (0,010, |(0,017°, (0,145, |(0,070,
0,051)  10,066) 0,289) 10,177)
Mangan 0,525 10,551 0,524 0,526 0,532
0,07-5,4 (0,099) (0,025', (0,884, (0,942, (0,505,
0,082)  10,957) 0,977) 10,687)
Molipden 261 229 236 244 234
NR (0,143) (0,020, (0,067, [(0,206, |(0,046,
0,072)  10,173) 0,362) 10,132)
Phospho 289 303 300 299 298
147-750 |(0,102) (0,012f, |(0,0357, (0,055, (0,085,
0,057) - 10,106) 0,150) 10,206)
Kali 362 368 359 364 357
181-720 ((0,453) (0,330, |(0,655, [(0,722, (0,454,
0,510) |0,782) 0,839) 0,638)
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Selen 0.0010.1NA <LOQ kLOQ KkLOQ KkLOQ KkLOQ
i L
Natri o150 NA <LOQ KLOQ KLOQ KkLOQ KLOQ
Kém 226 2,32 2,34 229 ]2.37
0,65-3,72/(0,166) (0,183, (0,108, [(0,627, (0,027,
0,336) [0,238)  [0,768) 10,085)

* Khoang két hop.

Hiéu qua xtr Iy chung duoc udc tinh bang cach st dung thit nghiém F.

So s4nh gifta cic mAu xir 1§ chuyén gen v6i miu d6i ching bang céch st dung cac thir
nghiém t.

Cic gid tri P duoc diéu chinh bang céch st dung quy trinh Ty 1& phat hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

¢ NA= Phan tich th6ng ké khong duoc thuc hién vi phin 16n cac dit liéu nay 1a < LOQ.

Sai khac ¢6 ¥ nghia thong ké da chi ra bai gid tri P <0,05.

Vi du 6.6.4. Phan tich axit amin cta hat

Céc mAu ngo6 dugc phan tich vé ham lugng axit amin trong mau doi chiing, khong
duoc phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D va AAD-1 + phun ¢4 hai, va tém
tit vé& cdc két qua trén tat ca cac vi tri va bang vi trf trudng riéng 1é dugc thé hién trong
bang 19. Tit c4 cdc mic axit amin déu nidm trong khoang gid tri trong tai liéu da dugc bdo
cdo, va khong quan sat dugc su sai khac ¢6 ¥ nghia vé phan tich vi tri chéo déi véi arginin,
lysin, va tyrosin. Quan sat duogc sai khic c6 ¥ nghia d6i véi mot s6 axit amin trong phan
tich vi trf chéo. Trong cac bién thé gen nay, ham luong axit amin ctia mau d6i chiing la
th4p hon c4c dong chuyén gen AAD-1, c6 thé lién quan dén toan bo ham lugng protein
thap hon trong hat déi chiing so véi dong AAD-1. D6i v6i mau khong duge phun AAD-1,
da phat hién duoc hiéu qua xtr 1y chung ¢4 ¥ nghia ciing v&i cap thit nghiém t c6 § nghia va
céc gia tri P dugc diéu chinh FDR & t4t ca cac axit amin ngoai trir arginin, glyxin, lysin,
tryptophan va tyrosin. D&i véi mdu AAD-1 + quizalofop, da phét hién dugc hiéu qua xr 1y
chung c6 y nghia cling véi cdp thlt nghiém t c6 ¥ nghia va céc gid tri P dugc diéu chinh
FDR & tét ca cac axit amin ngoai trlr arginin, Xystein, glyxin, lysin, tryptophan va tyrosin.
Daéi véi mau AAD-1 + 2,4-D, da phét hién dugc hiéu qua xt 1 chung ¢4 ¥ nghia cling véi
cap thit nghiém t ¢4 ¥ nghia (véi cac gid tri P duoc di€u chinh FDR ¢4 ¥ nghia) & tit ca cac
axit amin ngoai trit arginin, aspartic axit, glyxin, histidin, lysin, tyrosin va valin. D&i véi
mau AAD-1 + ca hai, da phat hién dugc hiéu qua xtt 1y chung c6 ¥ nghia cling véi cép thir

nghiém t c6 ¥y nghia va céc gid tri P dugc diéu chinh FDR & tét ca cdc axit amin ngoai trir
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arginin, glyxin, lysin, serin, tryptophan va tyrosin. Mac du da quan sat dugc rat nhiéu sai

khdc d6i véi cac axit amin, c4c sai khac 1a nho (< 15%), khong quan sat duoc & tét ca cac

vi tri, va tat ca cdc gid tri trung binh déu ndm trong khoéang gi4 tri trong tai liéu da duoc

béo céo.

Béang 19. Tém tat v€ phan tich axit amin vé hat ngo & tat ca céc vi tri.

Khong Puoc ohun Puoc DPugc
A ) dugc o p phun 2,4-| phun ca
Gia tri Iy|Hiéu qua Quizalofop C1
o » y s s s+~ phun g D hai loai
AXit amin thuyét | xuly [Maudoif, 5 . . (gidtriP, |, . . iy
e P . |(gidtri P V2., % |(gid tri P, |(gid tri P,
(% khoi lugng | Cac gid | chung | ching Gié tri P Gid tri P Gié i P | Gid tr P
kho) | (Pr>F)° e dhay| duoC diu [ 2|
uoc diéu hinh) dugc diéu|duoc diéu
chinh)! | © chinh) | chinh)
Alanin 0,44- 0,806 | 0,901 0,900 0,863 0,894
1,39 | (0,002°) (0,0005¢, | (0,0005°, | (0,021¢, | (0,001°,
0,013% | 0,013% | 0,074) | 0,013%
Arginin 0,12- 0,486 | 0,499 0,505 0,487 | 0,484
0,64 | (0,371) (0,286, | (0,139, | (0,929, | (0,897,
0,450) | 0,283) | 0,970) | 0,957)
Aspartic Axit 0,34- 0,712 | 0,768 0,764 0,743 0,762
1,21 |(0,010% (0,002°, | (0,003%, | (0,060, | (0,004,
0,015% | 0,021° | 0,160) | 0,027°)
Xystein 0,08- 0,213 | 0,225 0,223 0,223 0,226
0,51 |(0,033° (0,009¢, | (0,020° | (0,018° | (0,005¢,
0,050°) | 0,072) [ 0,067) | 0,028%
Axit glutamic 0,97- 1,97 2,22 2,21 2,12 2,20
3,54 | (0,001°) (0,0003¢, | (0,0004%, | (0,017¢, | (0,001°,
0,013 | 0,013%) | 0,067) | 0,013%
Glyxin 0,18- 0,383 | 0,397 0,398 0,390 | 0,397
0,54 | (0,052) (0,018°% | (0,013%, | (0,217, | (0,016,
0,067) | 0,059 | 0,371) | 0,066)
Histidin 0,14- 0,283 | 0,303 0,302 0,295 | 0,302
0,43 | (0,005% (0,001°, | (0,002°, | (0,036, | (0,002,
0,013%) | 0,014% | 0,109) | 0,014%
Isoloxin 0,18- 0,386 | 0,427 0,427 0,410 | 0431
0,71 | (0,003°%) (0,001°, | (0,001° | (0,044°, | (0,001¢,
0,014°) | 0,014% | 0,127) | 0,013°)
Loxin 0,64- 1,35 1,54 1,54 1,47 1,53
2,49 |(0,001°) (0,0003¢, | (0,0003¢, | (0,013¢, | (0,001°,
0,013% | 0,013% | 0,059) | 0,013°%)
Lysin 0,05- 0,310 | 0,315 0,316 0,309 | 0,316
0,56 | (0,211) (0,210, | (0,128, | (0,879, | (0,102,
0,367) | 0,265) | 0,956) | 0,226)
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Methionin 0,10- 0,195 | 0,209 0,209 0,205 | 0,208
0,47 |(0,003%) (0,001°, | (0,001° | (0,014, | (0,001°,
0,013% | 0,013%) | 0,061) | 0,014%)
Phenylalanin 0,24- 0,551 | 0,617 0,619 0,592 | 0,615
0,93 |(0,002°% (0,001°, | (0,001°, | (0,023 | (0,001°,
0,013%) | 0,013%) | 0,077) | 0,013%)
Prolin 0,46- 0,910 1,01 1,01 0,975 | 0,997
1,63 | (0,002%) (0,0004¢, | (0,001°, | (0,012¢ | (0,001°,
0,013%) | 0,013% | 0,059) | 0,014%
Serin 0,24- 0,498 | 0,550 0,550 0,529 | 0,536
0,91 |(0,009% (0,002°, | (0,001°, | (0,042¢ | (0,015°,
0,014% | 0,014% | 0,122) | 0,061)
Khong |Puoc phun| Puogc Dugc
. _ Gid tri Iy Hié}l qué | dugc |Quizalofop|phun 2,4-| phun
Axit amin thuyé't Xu ly [Maud6il phun | (gid triP, D Both
(% khoi lugng | .~ oo | tong | ching |(gid tri P,¢| Gid tri P |(gid tri P,|(gid tri P,
kho) " | (P>F)° Gid tri P | dugc diéu | Gid tri P | Gid tri P
duoc diéu| chinh) |duwoc diéulduoc diéu
Threonin 0,22- 0,364 | 0,394 0,394 0,384 | 0,390
0,67 | (0,005% (0,001°, | (0,001°, | (0,023¢, | (0,003,
0,014°) | 0,013% | 0,077) | 0,020°
Tryptophan 0,03- 0,052 | 0,055 0,056 0,056 | 0,056
0,22 | (0,088) (0,067, | (0,025°% | (0,014°, | (0,029°,
0,173) | 0,082) | 0,060) | 0,092)
Tyrosin 0,10- 0,336 | 0,355 0,375 0,339 | 0,314
0,79 | (0,390) (0,535, | (0,214, | (0,907, | (0,500,
0,708) | 0,370) | 0,964) | 0,687)
Valin 0,21- 0,495 | 0,537 0,538 0,519 | 0,538
0,86 | (0,005% (0,002¢, | (0,002°, | (0,054, | (0,001°,
0,014°) | 0,014%) | 0,148) | 0,014%
*  Khoang két hop.

nghiém t.

Discovery Rate - FDR).

e

Vidu 6.6.5. Phan tich axit béo clia hat

Sai khéc c6 y nghia thong ké da chi ra bdi gid tri P <0,05.

Hiéu qua xtr 1y chung dugc udc tinh bang cdch st dung thir nghiém F.
So sdnh gilta cdc mau xtr Iy chuyén gen v6i mau d6i chiing bing cach s dung cac thir

Céc gid tri P dugc diéu chinh bang cich sl dung quy trinh Ty 1& phat hién sai (False

Phan tich vé cdc mau hat ngo vé axit béo dugc thuc hién. Tém tit vé cac két qua

qua tat c cdc vi trf dugc thé hién trén bang 20. T4t ci cac két qua d6i véi mau d6i ching,
méu khong dugc phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D vi AAD-1 + méu

dugc phun tét ca dugc phan tich vé cdc axit béo nay déu nim trong khoang gi4 tri trong céc

tai liéu da dugc cong bs. Cac két qua d6i véi caprylic (8:0), capric (10:0), lauric (12:0),
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myristic (14:0), myristoleic (14:1), pentadecanoic (15:0), pentadexenoic (15:1),

heptadecanoic (17:0), heptadexenoic (17:1), gamma linolenic (18:3), eicosadienoic (20:2),

eicosatrienoic (20:3), va arachidonic (20:4) 1a theo phuong phdp Gidi han dinh lugng

(Limit of Quantitation - LOQ). Trong phan tich vi tri chéo, khong quan sat dugc sai khéac

c6 ¥ nghia d6i véi 16:0 palmitic, 16:1 pamitoleic, 18:0 stearic, 18:2 linoleic, 18:3 linolenic,

va 20:0 arachidic. Do6i véi 18:1 oleic va 20:1 eicosenoic, quan sat dugc cap thir nghiém t c6
¥ nghia doi véi khong dugc phun AAD-1 (18:1) va AAD-1 +2,4-D (18:1 va 20:1), nhung

khong di 1ién v6i hiéu qua xit Iy chung ¢6 ¥ nghia hodc cac gid tri P duoc diéu chinh FDR.

D61 véi 22:0 behenic, phat hién ra hiéu qua xt 1y chung ¢4 y nghia va cdp thit nghiém t c6

¥ nghia doi véi AAD-1 + 2,4-D va AAD-1 + phun ca hai, nhung khong c6 cac gia tri P
duoc diéu chinh FDR c6 ¥ nghia.

Béang 20. Tém tét vé phan tich axit béo clia hat ngo & tét ca cac vj tri.

Khong Duoe phun Puoc Dugc
AP \ dugc ec p phun 2,4-| phun ca
oy Gia tri ly|Hiéu qua Quizalofop. i
Axit béo » 2 17 s +x:| phun e D hai
2 : thuyét | xuly [Maudoi|, ., . 4 (giatriP, |, ... . o
(% tong axit A . |(giatri P, ... |(gld tr1 P,|(gié tr1 P,
(2 C4c gid | chung | ching |'2., .. GiatriP |2, ° o
béo) .5 ; Giatri P .~ | Glatri P | Gid tri P
tri (Pr>F) .+ | dugc diéu A " A
dugc diéu chinh) duogc diéu|duogc diéu
chinh)® chinh) | chinh)
8:0 Caprylic 0,13— ¢ |<LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
034 | NA
10:0 Capri
apric ND NA <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
12:0 Lauric ND- <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
NA
0,687
14:0 Myristi
yristic ND-03| NA <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
14:1 Myristolei
yristoleic NR NA <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
15:0 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Pentadecanoic NR NA
15:1 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Pentadexenoic NR NA
16:0 Palmitic 9,83 9,88 9,95 9,78 9,90
7-20,7 | (0,559) 0,618, | (0,280, | (0,617, | (0,544,
0,763) 0,445) | 0,763) | 0,708)
16:1 Palmitoleic 0,056 | 0,044 0,047 0,041 0,079
ND-1,0| (0,552 ’ ’ ’ ’ ’
(0,552) (0,804, | (0,551, | (0,555, | (0.392,
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0,911) 0,708) | 0,708) | 0,582)
17:0 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Heptadecanoic ND-0,11)  NA
17:1 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Heptadexenoic ND-0,1|  NA
18:0 Stearic | 2,04 | 198 2,01 2,00 2,02
ND-3,4 | (0,561) (0,119, | (0,437, | (0,259, | (0,598,
0,254) 0,626) | 0,421) | 0,756)
18:1 Oleic 31,3 30,4 30,8 30,4 30,7
17,4 - 46| (0,076) (0,0138, | (0,178, | (0,015%, | (0,092,
0,059) 0,329) | 0,061) | 0,213)
18:2 Linoleic 47,5 48,3 48,4 48,0 48,5
34,0-70 | (0,474) (0,189, | (0,144, | (0,453, | (0,119,
0,345) 0,289) | 0,638) | 0,254)
18:3 Gamma| <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Linolenic NR NA
Khong Pugc Duogc
o , duoc Dugc phun phun 2,4-| phun ca
- .. .. 1.|Hiéu qua Quizalofop C
Axitbéo  |Gidtrily <1y IMau déi phun (gid tri P D hai (gid
(% téng axit | thuyét | 00 Vo COloig o p| \BRAME Sl oig i P,| tri P,
(2 2> .p | toan bd | ching ‘2. ° GiatP |2, ¢ o
béo) Gié tri (Pr>F)* Gid tri P duoe didu GidtriP|Gidtri P
duge diéu chinh) duoc diéu|duoc diéu
chinh)® chinh) | chinh)
18:3 Linolenic 1,04 1,05 1,06 1,04 1,06
ND-2,25| (0,479) (0,537, | (0,202, | (0,842, | (0,266,
0,708) 0,357) | 0,932) | 0,428)
20:0 Arachidic 0,400 | 0,386 0,393 0,390 0,390
0,1-2 | (0,379) (0,061, | (0,341, | (0,153, | (0,175,
- 0,161) 0,525) | 0,297) | 0,328)
20:1 Eicosenoic 0.17— 0,232 | 0,226 0,230 0,223 0,227
1’ 9 (0,107) (0,089, | (0,497, | (0,013%, | (0,121,
’ 0,210) 0,687) | 0,059) | 0,254)
20:2 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Eicosadienoic [VP-0.53]  NA
20:3 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Eicosatrienoic 0,275 NA
20:4 <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Arachidonic 0,465 NA
22:0 Behenic 0,136 | 0,088 0,076 0,086 0,108
ND-0,5 | (0,044%) (0,093, | (0,887, | (0,0118, | (0,023,
0,213) 0,957) | 0,054) | 0,077)

b

Két qua dugc chuyén héa tir don vi % kh6i luong kho thanh % axit béo.
Khoang két hop.

Hi¢u qua xir Iy chung dugc udc tinh bang cdch st dung thir nghiém F.
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So sanh gitta cdc mau x{ Iy chuyén gen v6i méu déi chiing bang cach st dung céc thir
nghiém t.

¢ Céc gia tri P dugc di€u chinh bing céch st dung quy trinh Ty 1€ phat hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

NA= Phan tich thong ké khong dugc thuc hién vi phan 16n céc dit liéu nay la < LOQ.

¢ Sai khac c6 ¥ nghia thong ké da chi ra bdi gia tri P <0,05.

Vi du 6.6.6. Phan tich vitamin cua hat

Mic vitamin A, B1, B2, B5, B6, B12, C, D, E, niacin, va axit folic & cdc méu hat
ngo tirngd doi chiing, khong duge phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 +2,4-D va
AAD-1 + dugc phun ca hai dugc x4c dinh. Tém tat vé céc két qua qua tat ca céc vi tri dugc
thé hién trén Bang 21. Vitamin B12, D va E khong thé dinh luong dugc béng céc phuong
phdp phan tich duoc st dung. Tat ca cac két qua trung binh da dugc bao cdo d6i véi
vitamin 12 twong tu v6i cdc gid tri Iy trong tai liéu da dugc bdo cdo, khi c6 thé. Cac két qua
d6i véi vitamin ma khong cé khoang gid tri trong tai liéu da dugc bdo cdo (vitamin B5 va
C) 1a tuong tu véi céc gid tri d6i ching thu duge (sai khic < 22% so v6i mau doi ching).
Doi v6i phan tich vi tri chéo, khong quan sat duoc sai khac ¢ y nghia thong ké, ngoai trix
vitamin B1, C va niacin. Quan sat duoc cdp thit nghiém t c6 y nghia déi véi vitamin B1
gilta ngo doi ching va khong duge phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, va AAD-1 + dugc
phun toan bo, nhung khong di lién vé6i hiéu qua xut 1y chung c6 ¥ nghia hoac céc gia tri P
dugc diéu chinh FDR. D6i véi vitamin C, quan sat dugc hiéu qua xtt 1y chung cé y nghia
cling véi cap thir nghiém t ¢4 ¥ nghia va cac gid tri P dugc diéu chinh FDR d6i véi AAD-1
+ quizalofop va AAD-1 + 2,4-D. Tuong tu, d6i véi niacin, quan sat dugc hiéu qua xtr Iy
chung ¢6 ¥ nghia cing véi cap thir nghiém t ¢6 ¥ nghia va cac gid tri P dugc diéu chinh
FDR d6i v6i AAD-1 + quizalofop va AAD-1 + ca hai. Cling phat hién duoc cap thi
nghiém t ¢6 y nghia d6i v6i AAD-1 + 2,4-D d6i véi niacin d6i véi AAD-1 + 2,4-D, nhung
khong di lién véi hiéu qua xt 1y chung ¢4 ¥ nghia hoac FDR dugc diéu chinh gid tri P. Do
khong quan sat dugc cac sai khdc qua céc vi tri va cdc gid tri ndm trong khoang gi4 tri néu

trong tai liéu (khi c6 thé), cac sai khdc ndy khong duoc xem 1a c6 nghia sinh hoc.
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Bang 21. Tém tit vé phan tich thanh phan vitamin cla hat ngd & tit ca cac vi tri.

Khong Duoe phun Puoc Duoc
Hiéu qua| . duge Qu{zallz)fop phun 2,4-| phun ca
Vitamin  (Gid i ly|" ¢ 1q' Mau | phun o i 80 D hai
(mg/kg khoi | thuyét Yl a6i |(gid tri Pe| ‘B2 T \(gid tri P, |(gid tri P,
. ..° .. | chung ) o Gid tri P ., S
luong kho) Gia tri (Pr>F)® chung | Gié tri P duoc diéu Gié tri P Gi4 tr1 P
duoc diéu b nh) dugc diéujduoc diéu
chinh)® | M chinh) | chinh)
Beta Carotene 019 — 1 1,80 1,85 1,80 1,82 1,87
(Vitamin A) 4’16 3 (0,649) (0,372, | (0,967, | (0,770, | (0,221,
’ 0,566) | 0,983) | 0,883) | 0,376)
Vitamin B1 3,47 3,63 3,67 3,54 3,64
(Thiamin) 1,3-40] (0,068) (0,041°, | (0,013%, | (0,375, | (0,032°,
0,121) | 0,059) | 0,567) | 0,100)
Vitamin B2 095 - 2,15 2,05 2,08 1,99 2,07
(Riboflavin) ’5 6 (0,803) (0,443, | (0,600, | (0,227, | (0,543,
’ 0,631) | 0,756) | 0,383) | 0,708)
Vitamin B5 5,28 5,17 5,09 5,29 5,10
(Axit NR! | (0,820) (0,623, | (0,391, | (0,968, | (0,424,
antothenic) 0,766) | 0,582) | 0,983) | 0,615)
Vitamin B6 3.68 — 6,52 6,57 6,66 6,66 7,08
(Pyridoxine) 1 13 (0,431) (0,859, | (0,652, | (0,652, | (0,088,
’ 0,938) | 0,782) | 0,782) | 0,210)
Vitamin B12 NR NAE <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Vitamin C 22,4 21,2 17,5 18,0 20,4
NR |(0,018°% (0,268, | (0,005° | (0,004, | (0,068,
0,429) | 0,028°%) | 0,026°) | 0,173)
Vitamin D NR NA <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Vitamin E (alpha| 15 - <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
'Tocopherol) 68,7 (0,558)
Niacin (Axit 26,1 242 22,9 23,7 22,9
nicotinic,Vitamin| 9,3 - 70 | (0,013°) (0,050, | (0,002¢, | (0,018, | (0,002°,
B3) 0,140) | 0,017%) | 0,067) | 0,016°
Axit folic 0.15 - 0,594 | 0,588 0,574 0,592 | 0,597
683 (0,881) 0,779, | (0,403, | (0,931, | (0,916,
0,890) | 0,592) | 0,970) | 0,970)
* Khoang két hop.

nghiém t.

Discovery Rate - FDR).
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Sai khéc c6 y nghia thong ké da chi ra boi gid tri P <0,05.

Hiéu qua xtt Iy chung dugc udc tinh bang céch sir dung thir nghiém F.
So sénh giita cic mau x{r 1y chuyén gen v6i mau déi chiing bing céch st dung cac thir

Céc gid tri P dugc dicu chinh bang cdch st dung quy trinh Ty 1é phat hién sai (False
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f

NR = khong dugc bio céo.
¢ NA= Phan tich thong ké khong dugc thuc hién vi phin 16n céac dit liéu nay 1a < LOQ.

Vi du 6.6.7. Phan tich chat khdng dinh dudng va chat chuyén héa thit cdp ctia hat

Mtc chdt chuyén héa thit cdp (axit coumaric, axit ferulic, furfural va inositol) va
chit khang dinh dudng (chat tc ché axit phytic, raffinoza, va trypsin) & cic miu hat ngo ti
ngd doi chiing, khong duge phun AAD-1, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 +2,4-D va AAD-1
+ phun t4t ca duogc xé4c dinh. Tém tét vé céc két qua qua tat ca cac vi trf duoc thé hién trén
bang 22 va 23. Dai véi phan tich vi tri chéo, tét ca cc gia tri ndm trong khoang gia tri néu
trong tai liéu. Quan sat dugc khong c6 sai khic c6 y nghia gitta mdu AAD-1 va miu doi
ching két qua & phan tich vi trf chéo d6i véi chat tic ché inositol va trypsin. Céc két qua
doi véi furfural va raffinoza 1a theo phuong phap gi6i han dinh Iugng. Quan sat dugc cap
thir nghiém t c6 y nghia d6i véi axit coumaric (khong dugc phun AAD-1, AAD-1 + 2,4-D
va AAD-1 + dugc phun ca hai), va axit ferulic (AAD-1 + quizalofop va AAD-1 + dugc
phun ca hai). Céc sai khdc nay khong di lién véi hiéu qua xit I chung c6 ¥ nghia hodc cdc
gié tri P dugc diéu chinh FDR va 14 tuong tu v6i d6i chiing (sai khdc < 10%). Pa phat hién
ra hiéu qua xr 1y chung cé y nghia, cap thit nghiém t, va FDR dugc diéu chinh gia tri P d6i
véi axit phytic (khong dugc phun AAD-1). Do tat ca cdc két qua nam trong khoang gi4 tri
néu trong tai liéu va tuong tu véi doi chiing (sai khac <11%), céc sai khac nay khong dugc

xem la cé nghia sinh hoc.

Bang 22. Tém tat vé phan tich chit chuyén héa thit c4p clia hat ngo & tit ca cac vi tri.

Khong Puoc Duoc
. S P . , dugc Dugc phun phun 2,4-| phun ca
Chat chuyén héa|Gid tri ly|Hiéu qua hun Quizalofop, D ’ hai (gi
thit cap thuyét | xirly [Mau o) b wipe| @AEP | i“. l§la
(% khoi lugng | Cdc gid | chung | ching éla 1 P, Gidtri P (él.% r1 P’ il
kho) ui* | (PR P duge digy | 18 WP GId 1 P
dugc dieu hi h) duogc diéu|duoc diéu
chinh)* | “™™% | chinh) | chinh)
AXit coumaric 0.003- 0,021 | 0,020 0,020 0,019 0,020
O’ 058 (0,119) (0,038°% | (0,090, | (0,022¢, | (0,029¢,
’ 0,113) | 0,211) | 0,074) | 0,091)
Axit ferulic 0.00- 0,208 | 0,199 0,196 0,200 | 0,197
0 ’3 89 (0,077) (0,051, | (0,010° | (0,080, | (0,019,
’ 0,141) | 0,051) | 0,196) | 0,069)
Furfural 0,0003- ¢ |<LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
00006 | NA
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Inositol 0.0089- 0,218 | 0,224 0,218 0,213 | 0,211
(’) 377 (0,734) (0,548, | (0,973, | (0,612, | (0,526,
’ 0,708) | 0,984) | 0,763) | 0,708)
* Khoang két hap.

nghiém t.

Discovery Rate - FDR).

Sai khic c6 y nghia thong ké da chi ra bai gia tri P <0,05.
NA= Phan tich thong ké khong dugc thuc hién vi phan 16n cic dit liéu nay 1a < LOQ.

Hiéu qua xt 1y chung duoc udc tinh bing cach st dung thir nghiém F.
So sénh gifta cic mAu x1t Iy chuyén gen v6i méu déi chiing bing cdch st dung cdc thir

Cic gia tri P duoc diéu chinh bang céch st dung quy trinh Ty 1é phét hién sai (False

Bang 23. T6m tat vé phan tich chat khang dinh dudng clia hat ngd & tat ca céc vi tri.

Khong Pugc Puoc
dugc bugc phun phun 2,4-| phun ca
Chat khang dinh|Gia tri 1y|Hiéu qua i Quizalofop ’ NG
~ ” 2 17 s s~ phun P D hai (gi4
dudng thuyét | xuly [Maudoi|, .. ...l (gidtriP, | . . i
o A . |(glatri P 2., ) |(gldtri P,|  tri P,
(% khoi lugng | Céc gid | chung | ching Gié tri P Gia tri P Gia tri P | Gia tri P
kho) i | (ProF)° 2L | duge digu |2 M= 1At
' duoc diéu chi nh) duoc diéu|dugc dieu
chinh)? chinh) | chinh)
Axit phytic 011- 0,727 | 0,806 0,767 0,755 | 0,761
1’ 57 (0,046° (0,003°, | (0,099, | (0,245, | (0,158,
’ 0,020°) [ 0,224) | 0,402) | 0,304)
Raffinoza 0,02- NAS <LOQ| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
0,32
Chat tc ché 1.09- 5,08 5,10 4,87 5,45 5,18
Trypsin 7’ 13 (0,742) (0,954, | (0,631, | (0,387, | (0,813,
(TTU/mg) ’ 0977) | 0,770) | 0,582) | 0,911)
* Khoang két hop.

b

Cc

nghiém t.

Discovery Rate - FDR).

Vi du 7. Thit nghiém néng hoc bd sung
Cac déc tinh nong hoc clia dong ngo 40278 so véi a dong ngd gan déng gid tri duoc

danh giad qua cdc moi trudng khac nhau. Cic xur Iy bao gdm 4 thé lai khéc biét vé& mit di

Sai khdc c6 ¥ nghia théng ké di chi ra boi gid tri P <0,05.
NA= Phén tich thong ké khong dugc thuc hién vi phan 16n céc dit liéu nay 1a < LOQ.

Hiéu qué xtr 1y chung dugc udc tinh bang cach st dung thir nghiém F.
So sanh gitta cdc mu xu Iy chuyén gen v6i mau d6i chiing béing cach st dung cac thir

Céc gié tri P dugc di€u chinh bang céch sit dung quy trinh Ty 1¢ phat hién sai (False

truyén va thé lai d6i chiing gén déng gid tri thich hop ctia chiing dugc thir nghiém qua téng

21 vi tri.

-92-



271752

Bon thé lai thir nghiém 12 trung gian cho céc thé lai c6 tinh thuin thuc muon véi
tinh thuan thuc tuong d6i ndm trong khoang tir 99 dén 113 ngay. Thir nghiém A dugc thir
nghiém bién thé gen DAS-40278-9 trong chuyén hod Inbred C x BC3S1 co s di truyén.
Thé lai nay c6 tinh thuan thuc twong d6i 12 109 ngay va duoc thit nghiém & 16 vi trf (Bang
24). Thit nghiém B duoc thir nghiém chuyén hod Inbred E x BC3S1 co s& thé lai, thé lai cé
tinh thuén thuc tuong d6i 113 ngay. Thé lai nay dugc thit nghiém & 14 vi trf, bing cich sir
dung nhém vi trf hoi khac nhau so véi Thir nghiém A (Bang 24). Thit nghiém C va D dugc
thir nghiém 14n luot chuyén hoad BC2S1 co s thé lai x chuyén héa Inbred D va BC2S1 x
Inbred F. Ca hai thé lai nay déu c6 tinh thudn thuc tvong déi 99 ngay va duoc thit nghiém
& 10 vi tri bién thé gen nhau.

Bang 24. Vi tri thi nghiém noéng hoc

Thlt nghiém

Vit 2C 2D

Atlantic, TA

Fort Dodge, IA

>
il

Huxley, IA

Nora Springs, IA

Wyman, IA

Lincoln, IL

Pontiac, IL

>
>

b bt S B I

Princeton, IL

Seymour, IL

Shannon, IL

Viola, IL

Bremen, IN

Evansville, IN

I N e P B P S S R N

Fowler, IN

Mt. Vernon, IN

o I e B e I o

Olivia, MN

Wayne, NE

PR [P R R

York, NE

Arlington, WI X

alledlalls
>

Patteville, W1 X X

Watertown, W1 X X

DGi v6i méi thir nghiém, thiét k& khoi hoan chinh ngiu nhién dugc st dung hai 1an
cho mdi vi trf va hai so d6 ludng. Chiéu dai ludng 1a 20 feet va méi ludng dugc gieo hat &
ty 1& 34 hat cho méi ludng. ing dung thyc tién theo viing chudn duoc sir dung trong quan ly

céc thir nghiém nay.

-93-




271752

Dit liéu duoc thu gom va duge phan tich vé tdm dic tinh nong hoc; chiéu cao clia
cay, chiéu cao tai, vi trf tam thdi clia cudng, vi tri tam thoi clia 1€, quan thé cudi, d6 4m clia
hat, khéi lugng thit nghiém, va hiéu suét. Cac thong s6 chiéu cao ctia cay va chiéu cao tai
cung c4p thong tin khoang hinh thai hoc clia cdc thé lai. Cac dic tinh nong hoc clia percent
vi trf tam thoi clia cudng va vi tri tam thoi cha ré xac dinh d6 6n dinh thu hoach ctia thé lai.
Pém quén thé cudi dé do chat lugng hat va cdc diéu kién sinh trudng theo miia &nh hudng
dén hiéu suét. Phan tram do 4m cta hat khi thu hoach x4c dinh tinh thuan thuc cla thé lai,
va hiéu sudt (gia/miu Anh dugc diéu chinh cho do 4m) va khdi luong thir nghiém (kh6i
luong tinh theo pao clia mot gia ngd dugc diéu chinh dén d6 4m 15,5%) mo ta kha nang

sinh san cta thé lai.

Phan tich vé phuong sai duoc tién hanh qua c4c vi tri trudng bang cch st dung kiéu
tuyén tinh. MAu va vi trf bao goém trong kiéu & dang hiéu qué c& dinh. C4c kiéu hén hop
bao gém vi tri va dinh vi bdi hiéu qua ngdu nhién duge khao sat, nhung dinh vi bdi mau chi
dugc giai thich phan nho clia phuong sai va thanh phan phuong sai cia né thudng khong
khic nhau d4ng ké tlr s6 khong. D6i vdi stock va vi tri tam thdi cha ré bién nap theo loga
dugc str dung dé lam 6n dinh phuong sai, tuy nhién gia tri trung binh va khoang gia tri
dugc bdo cdo trén thang chia ban dau. Sai khdc c6 ¥ nghia dugc hién thi & mic tin cay
95%. Miic y nghia clia hiéu qué xtr 1y chung duoc udc tinh bang céch stt dung thir nghiém t

Két qua clia cdc thir nghiém x4c dinh dic diém nong hoc nay c6 thé dugc tim thay
trong bang 2. P4 khong phat hién ra su sai khac c¢6 ¥ nghia thong ké ddi véi bat ky thé lai
no trong s6 bon thé lai 40278 so véi cidc miu d6i ching déng gid tri (& p<0,05) déi véi
céc thong s6 vé chiéu cao tai, vi tri tam thdi clia cuéng, vi trf tam thoi clia r&, do 4m cia
hat, kh6i lugng thir nghiém, va hiéu suat. S6 lugng quéin thé cudi va chiéu cao ctia cay 1a
sai khdc c6 tinh thong ké 1an lugt trong Thir nghiém A va B, nhung khong quan sét dugc su
sai khdc tuong tu khi so sanh véi céc thé lai 40278 khdc dugc thir nghiém. Mot s6 bién di
quan sat dugc c6 thé 12 do bién di di truyén & muc thip duy tri tir bién thé gen lai chéo
nguoc DAS-40278-9 vao cdc dong lai noi phdi loai wu. Toan bo khoang gia tri clia cdc
thong s6 do dugc déu ndm trong khoang cdc gia tri thu dugc déi véi ngo lai truyén thong.
Tém lai, dit liéu xdc dinh dic diém nong hoc cho théy ring ngo 40278 13 tvong duong vé
miit sinh hoc vé6i ng6 thong thudng.
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Thlr nghiém A
Gia tri Khoang gia tri
Thong s6 (don vi) Xuly trung Toi Gidtri P
binh | thidu | 019
= " A AAD-1 96,31 94,00 99,00
Chiéu cao cua cay (inso) d6i ching 9541 95,00 98,00 0,6174
a . AAD-1 41,08 30,00 48,00
Chiéu cao tai (inso) d6i ching 44,42 40,00 47.00 0,4538
Vi tri tam thoi ciia cudng AAD-1 3,64 0,00 27,70 0.2020
(%) doi chiing 2,49 0,00 28,57 ’
. o x AAD-1 1,00 0,00 7,81
Vi tri tam thoi cua ré (%) d6i ching 0.89 0.00 28.33 0,7658
Quén thé cudi (cay/mau AAD-1 31,06 27,00 36,00 0.0230
Anh in 1000’s) déi chiing 32,17 27,00 36,00 ’
AR AAD-1 22,10 14,32 27,80
Do 4m cua hat (%) d6iching | 2184 | 1452 | 3100 | 00132
Khéi Iugng thir nghiém AAD-1 54,94 51,10 56,80 0.4123
(Ib/gia) d6i chiing 54,66 51,00 56,80 ’
e AAD-1 193,50 138,85 | 229,38
Hicu sudt (gia/mau Anh) 30 e T 187.05 | 99.87 | 256.72 | *9712
Thit nghiém B
Gia tri Khoang gia tri
Thong s6 (don vi) Xt ly trung Tai . Gid trip
binh | thidu | 10192
s o A AAD-1 106,92 104,00 | 108,00
Chiéu cao ctia cay (inso) d6i chiing 100.79 95,00 104.00 0,0178
x . AAD-1 51,75 49,00 50,00
Chiéu cao tai (inso) d6i ching 45.63 38,00 50.00 0,1552
Vi trf tam thoi clia cudng AAD-1 1,24 0,00 15,07 0.1513
(%) doi ching 0,72 0,00 22,22 ’
oo N AAD-1 0,64 0,00 6,15
Vi tri tam thoi cta ré (%) d6i chiing 0.40 0.00 9.09 0,2498
Quén thé cuéi (cay/mau AAD-1 31,30 26,00 37,00 | 4 4001
Anh in 1000’s) doi chiing 30,98 25,00 35,00 ’
N R AAD-1 23,71 14,34 28,70
d6 am cua hat (%) dGiching | 2372 | 1339 | 3110 | %9869
Khéi lugng thir nghiém AAD-1 56,96 50,90 59,50 0.2796
(Ib/gia) doi ching 56,67 52,00 60,10 ’
RV AAD-1 200,08 102,32 | 258,36
Hicu sudt (gia/mau Anh) |35 ing | 20541 | 9535 | 25003 ] ©-2031
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Bang 25. (d6i ching) Phan tich vé cdc dic tinh nong hoc

Thtt nghiém C
Gia tri Khoang gia tri
Thong s6 (don vi) Xuly trung T6i Gidtrip
binh | thidu | 0198
Chiéu cao cta cay (inso) AAD 1 95,92 94,00 96,00
doi ching 90,92 90,00 90,00 0,1262
Chiéu cao tai (inso) AAD-1 47,75 41,00 50,00
doi ching 43,75 37,00 46,00 0,4630
Vi tri tam thoi ctia cudng AAD-1 6,74 0,00 27,47
(%) doi ching 5,46 0,00 28,12 0,4964
.y . o x AAD-1 0,3512 0,00 7,58
Vititam thoi cuare (%) gt a1 03077 | 000 | 3333 | 0,8783
Quén thé cu6i (cay/méu AAD-1 32,78 29,00 36,00
Anh in 1000’s) doi ching 31,68 24,00 35,00 0,0543
D6 4m chia hat (%) AAD-1 19,09 13,33 25,90
© am cua hgt (7 d6i ching | 19,36 | 13,66 | 2650 | 0,5706
Khéi luong thir nghiém AAD-1 54,62 | 42,10 | 58,80
(Ib/gia) doi chiing 55,14 52,80 58,40 0,1715
i o e AAD-1 192,48 135,96 | 243,89
Hi¢u sudt (gia/mau Anh) o e 120035 | 129.02 | 28558 | 02218
Thit nghiém D
Gidtri | Khoang gid tri
Thong s6 (don vi) Xuly tlr)llléllig Téi thidu | T6i da Xuly
Vi tr tam thoi ciia cudng AAD-1 7,29 0,00 9,26
(%) doi ching 4,17 0,00 39,06 0,4364
Quén thé cu6i (cay/mau AAD-1 29,93 27,00 34,00
Anh in 1000’s) doi ching 31,86 29,00 35,00 0,0571
D6 4m ciia hat (%) AAD-1 18,74 19,40 24,40
: : doi chiing 19,32 13,35 25,70 0,4716
Khoi luong thir nghiém AAD-1 56,59 54,80 58,30
(Ib/gia) doi ching 55,50 52,70 57,40 0,0992
= v e x AAD-1 203,55 196,51 240,17
Hicu suit (gia/mau Anh) 3¢ ine | 199.82 | 118.56 | 264.11 | 0,7370

Vi du 8. Sir dung vi trf cai xen bién thé gen ng6 DAS-40278-9 cho viéc xam nhap huéng
dich

Tinh ndng néng nghiép thich hop clia gen chuyén cia bién thé gen ngd DAS-40278-
-9 50 v6i mot 6 the h¢ trong cic diéu kién hién trudng dua ra gia thuyét ring cic ving da
nhan dién nay quanh vi trf cai xen bién thé gen ngd DAS-40278-9 tao ra c4c vi tri hé gen

t6t cho viéc xam nhap huéng dich clia gen chuyén gen quan tam khéc. Viec xam nhap
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huéng dich nay khéc phuc céc van dé véi cdi goi Ia “hiéu tng vi tri”, v nguy co tao ra dot
bién trong hé¢ gen khi xam nhap gen chuyén vao vat chti. vu diém nita ctia viéc xam nhap
huéng dich nay bao gém, nhung khong chi gidi han &, gidm s6 luong 16n cac bién thé gen
bién nap phai dugc sang loc va dugc thir nghiém trudce khi thu duge thuc vat chuyén gen cé
mic biéu hién gen chuyén mong mudn ma khong gay ra céc bat thudng do bdi cai xen
khong chii ¥ ctia gen chuyén vao mot locut quan trong trong hé gen vat chii. Ngoai ra, viéc
xam nhép huéng dich nay cho phép két hop céc gen chuyén 1am cho qué trinh nhan giéng

céc dong cay loai uu véi cé hai loai gen hiéu qua hon.

Bang viéc sir dung phdn mo6 ta duge boc 10, ngudi cé hiéu biét trung binh c6 thé
hudng dich cic axit polynucleic quan tAm dén cling vi trf doan cai xen trén nhiém sic thé 2
bién thé gen nhu & bién thé gen ng6é DAS-40278-9 hozc dén vi tri & trang théi gin nhau véi
vi tri doan cai xen & bién thé gen ngd DAS-40278-9. Mot phuong phap nhu vay dugc dé
cap trong Cong bo don patent qudc t&€ s6 W02008/021207, dugc két hop vio ban mo ta

nay bang cich vién dén.

Tém lai, Ién dén 20Kb trinh tu h¢ gen nam & sudn bén 5' dén vi tri doan cai xen va
lén dén 20Kb trinh ty hé gen nam & sudn bén 3' dén vi tri doan cii xen (céc vi tri dugc
nhan dién lién quan dén SEQ ID NO:29) dugc sit dung dé ndm & sudn bén gen hoac gen
quan tam dugc du dinh dé dugc cai xen vao vi trf hé gen trén nhidm séc thé 2 qua t4i t6 hop
tuong dong. Gen hodc gen quan tam c6 thé duoc dat mot cich chinh xdc nhu trong vi tri
cai xen bién thé gen ngdo DAS-40278-9 hodc c6 thé dugc dat & vi tri bét ky trong ving
20Kb quanh vi trf cai xen bién thé gen ngo DAS-40278-9 dé tao ra miic biéu hién gen
chuyén thich hop ma khong gay tic dong bat loi dén cay. ADN vat truyén chita gen hoac
gen quan tdm va trinh ty nim & sudn bén c6 thé dugc phan phéi vao céc t& bao cay qua mot
trong s6 cdc phuong phép da biét d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh vuc nay
bao gom, nhung khong chi gi6i han &, bién nap qua trung gian Agrobacterium. Viéc cai
xen vat truyén ADN thé cho vao vi trf dich bién thé gen ngd DAS-40278-9 c6 thé duoc
tang cudng ti€p bang mot trong s6 cdc phuong phap bao gém, nhung khong chi giGi han &,
qud trinh déng bi€u hién hodc qud trinh diéu hoa trén sy t4i t8 hgp 1am tang cudng gen
hodc qu4 trinh diéu hoa dudi gen tc ché t4i t6 hop noi sinh. Hon nita, da biét trong linh vuc
ndy rang sy phan cét soi kép trinh tu dac hiéu trong hé gen c6 thé dugc stt dung dé lam

tang tan suat tai t6 hop tuong déng, vi vay viéc cai xen vao vi tr cai xen bién thé gen ngo
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DAS-40278-9 va cdc vilng ndm & sudn bén clia né ¢6 thé dugce tang cudng bdi su biéu hién
ctia endonucleaza dic hiéu trinh tu tu nhién hodc dugc thiét k&€ dé€ phan cét khai trinh tu
nay. Do vay, bang cich st dung phdn mo ta dugc dé xuit trong ban mo ta ndy, axit nucleic
di tuong d6ng bat ky c6 thé duge cai xen trén nhiém sic thé ngo6 2 & vi tri dich duoc dinh
vi gilta gen danh ddu phan tir 5” dugc mo ta trong vi du 4 va gen danh dau phan tir 3' duoc
mo ta trong vi du 4, t6t hon 1a trong SEQ ID NO:29, va/hodc céc ving clia ching nhu

dugc mo td & mot noi khac trong ban mo ta nay.

Vidu 9. Qua trinh cét catxet biéu hién gen pat ra khéi bién thé gen ngdé DAS-40278-9

Loai bo catxet biéu hién gen danh d&u chon loc 12 ¢6 1oi d6i véi viéc cai xen huéng
dich vao cdc locut hé gen cta bién thé gen ngd DAS-40278-9. Loai bd gen dénh déu c6
thé chon loc pat ra khoi bién thé gen ngd DAS-40278-9 cho phép st dung lai gen dénh d&u
c6 thé chon loc pat trong qué trinh xam nhap huéng dich clia c4c axit polynucleic vio
nhiém séc thé 4 trong c4c thé hé ngo tiép theo.

Béng cich st dung phdn mo t4 duge boc 16, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong Iinh
vuc c6 thé cét céc axit polynucleic quan tam ra khoi bién thé gen ngdo DAS-40278-9. Mot
phuong phép nhu vay duogc dé cap trong don patent My s6 61/297,628, dugc két hop vao

ban mo ta nay bang cach vién dan.

Tém lai, endonucleaza déc hiéu trinh ty nhu céc nucleaza protein ngén tay kém
dugc thiét k& nhan dién, gin két va phan cét trinh tu dac hiéu ADN nim & sudn bén catxet
bi€u hién gen. Céc nucleaza protein ngén tay kém duoc phan phéi vao t& bao cay bang
cdch lai chéo cay b6 me chifa catxet biéu hién nucleaza protein ngén tay kém chuyén gen
v6i cay b6 me thit hai chita bién thé gen ngo DAS-40278-9. Thé hé con thu duge duoc phit
trién tinh thudn thuc va dugc phan tich vé viéc mat catxet biéu hién par nhd phi 14 bing
thudc diét c6 chita glufosinat. Th€ hé cay con khong chéng chiu véi thudc diét cd dugc x4c
nhén vé mat phan tl va ¢6 1oi cho tu thy tinh. Viéc cit va loai bd catxet biéu hién par da
xdc nhan vé mat phan tl & the he con thu dugc t qué trinh ty thu tinh. Bing céch sir dung
phin mo ta dugc dé xuat trong ban mo ta ndy, axit nucleic di tvong dong bat ky ¢ thé
dugc cat ra khoi nhiém sic thé ng6 2 & vi tri dich dugc dinh vi giita gen danh ddu phan tir
5’ va gen dénh d4u phan tlr 3' nhu dugc mo ta trong vi du 4, t6t hon 12 trong SEQ ID

NO:29 hodc cdc viing da dugc chi ra ciia chiing.
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Vi du 10. Tinh chong chiu su gdy gion (Brittlesnap)

Su gdy gion (Brittlesnap) dé chi sy dit gay clia cuéng ngo do gié to sau khi ding
céc thudc diét ¢ dieu hoa sinh trudng, thong thudng 1a trong giai doan sinh truéng nhanh.

R

Céc thir nghiém "day" co hoc, st dung thanh dé ddy bang vat Iy ng6é dé€ mo phéng hu hai
do gi6 to gy ra, dugc thuc hién trén ngo lai chifa bién thé gen DAS-40278-9 va cay doi
ching khong chia bién thé gen DAS-40278-9. C4c xit 1y duoc hoan thanh & bén vi tri dia
ly khac nhau va dugc thyc hién lai bén 1an (c6 mot ngoai trir d6i véi mot thir nghiém chi
thuc hién lai ba 14n). Cac so d6 nay gém tdm ludng: bon ludng clia mdi thé lai trong s& hai
thé lai, v6i hai ludng chita bién thé gen DAS-40278-9 va hai lung khong chita bién thé
gen nay. Méi ludng c6 chiéu dai hai muoi feet. Cay ngd duoc sinh truéng dén giai doan
phat trién V4, va thuéc diét c6 thuong phdm chita 2,4-D (Weedar 64, Nufarm Inc., Burr
Ridge, IL) dugc dung & céc ty 1¢ 1120g ae/ha, 2240g ae/ha va 4480g ae/ha. By ngly sau
khi dung thudc diét cd, thit nghiém ddy co hoc duoc thuc hién. Thir nghiém ddy co hoc vé
su gdy gion (Brittlesnap) gom budc kéo thanh 4 foot xuéng hai lu6ng ng6 dé mo phong hu
hai do gié gy ra. Chi€u cao cia thanh va t6c do chuyén dong duoc cai dat dé thu dugc
mifc dit gdy cudng thép (bang hodc nho6 hon 10%) vdi cay khong duoc xit 1y d& dam bao
thlt nghiém dt nghiém ngit dé ching minh sy khéc nhau giita cdc xtt 1y. Tinh dinh huéng
clia xtt Iy gdy gion (Brittlesnap) dugc 4p dung véi ngod bi nghiéng.

Hai trong s6 céc vi trf thir nghiém dugc tréi qua gio to va giong bio 2-3 ngiy sau
khi ding thu6c diét c6 2,4-D. Trong hai ngay lién ti€p, giong bao duoc bit ddu & Huxley
IA. T6c do gi6 ndm trong khoang tir2 d&€n 17 m s véi t6c do cao 12 33 m s™! dugc béo cdo
& vi trf ban dac. Hudng gi6 c6 thé thay d6i. Trong mot ngay, giong bao dugc béo cdo &
Lanesboro MN. Gi6 c6 van téc cao dugc bdo cdo & vi tri ban dac nay. Ngoai ra, ca hai con
bao da tao ra mua. Su két hop clia mua va gié gay ra hu hai gy gion (Brittlesnap) da duoc
béo céo.

Céc danh gid vé sy hu hai do gdy gidn (Brittlesnap) thu duoc tir thir nghiém ddy co
hoc (va thoi ti€t khac nghiét) dugc thyc hién nhd uée tinh bing thi gidc ty 1é phan tram hu
hai. Trude khi x{t 1y bing thanh gy gay gion co hoc (Brittlesnap), tién hanh dém s6 cudng
ngo d6i véi thé lai ngo chita bién thé gen DAS-40278-9 va déi ching. Vai ngay sau khi xir
1§ bang thanh gay gay gion (Brittlesnap) s& lugng cudng clia so d6 dugc dénh gid lai. Ty le

phén trém nghiéng va ty 1¢ phan tram cu6ng gidm trong so dé duoc x4c dinh (bang 26). Dix

-99-



271752

liéu tir c4c thlr nghiém nay da chiing minh dugc ring ngo lai chifa bién thé gen DAS-

40278-9 c6 xu hudng gay gion it hon (Brittlesnap) so v6i ngo lai khong chita bién thé gen

nay sau khi dung 2,4-D.

Béang 26: Tinh chdng chiu su gay gion (Brittlesnap) ctia ngé DAS-40278-9 d6i véi viéc
dung V4 cta 2,4-D Amin. Ty 1¢ phan tram gay gion (Brittlesnap) dugc tinh toan doi véi
cay ngo lai chita bién thé gen DAS-40278-9 va so véi cay d6i chiing khong chita bién thé

gen nay.
Trude khi l1am gay co hoc
ty 1& % nghiéng trung binh 7-8 ngay sau khi ding’
Khong chita Khong chita bién
Xty 2%?/}1%]38?11'}( bién thé gen | 278 (SLBO1VX- thé gen
TR) (SLB01//4XP81 | 278//BE9515XT) | (SLBO1VX//BE9
1XTR) 515XT)
Weedar
o4 0% 38% 0% 33%
1120g
ae/ha
Weedar
64 1% 42% 0% 33%
2240¢g
ae/ha
Weedar
o4 2% 55% 1% 46%
4480g 0
ae/ha
Khong
duoc xtr 0% 0% 0% 0%
1y
Sau khi lam gay co hoc
__ty 1& % nghiéng trung binh * 11-14 ngay sau khi din
Xuly | 278 (SLBO1- | Khong chita bién thé | 278 (SLBO1VX- Khong chita
278//4XP811 gen 278//BE9515XT) | bién thé gen
XTR) (SLB01//4XP811XT (SLBO1VX//BE
R) 9515XT)
Weeda
o . 0% 19% 1% 24%
ae/ha
Weeda
SN . 4% 20% 7% 27%
ae/ha
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Weeda
o . 4% 26% 6% 28%
ae/ha
Khong
duoc 0% 0% 0% 0%
xuly
Sau khi 1am gay co hoc
Ty 1& % cudng gidm * 11-14 ngay sau khi dung
Xuly | 278 (SLBO1- | Khong chita bién thé | 278 (SLBO1VX- Khong chita
278//4XP811 gen 278//BE9515XT) | bién thé gen
XTR) (SLB01//4XP811XT (SLBO1VX//BE
R) 9515XT)
Weeda
r64
1120 g 3% 38% 6% 42%
ae/ha
Weeda
r 64
2240 g 9% 35% 12% 41%
ae/ha
Weeda
r 64
4480 g 9% 40% 16% 40%
ae/ha
Khong
duoc 0% 0% 0% 0%
xu ly

! Giong bao va gi6 to da xdy ra 2-3 ngdy sau khi diing trong hai thir nghiém

2 C4c xtr 1y duoc thuc hién bon 14n trong thiét k& khéi hoan chinh ngiu nhién (mot thi
nghiém chi dugc hoan thanh trong ba 14n thuc hién)

3 Gid tri trung binh hiéu chinh d6i véi cc bién thé gen khong duoc xtt 1y (Gid tri trung
binh khong duoc xur 1y dugc ép dén s6 khong)

Vi du 11 - Phan tich protein ciia hat

Hat duoc tao ra tit ngo lai chia bién thé gen DAS-40278-9 c6 tong ham lugng
protein cao hon so véi cay d6i chitng khong chita bién thé gen nay. Hai thit nghiém trudng
nhiéu vi tri lién ti€p dugc ti€n hanh bao gdm mau khong duge phun va mau dugc phun
bang thudc diét ¢o vdi ba hén hgp thudc diét cd khac nhau. 7 trong s& 8 phép so sanh cé
tinh thong ké, bién thé gen DAS-40278-9 tao ra hat c6 téng ham lugng protein cao hon
déng ké (bang 27). Dit liu nay dugc chiing thyc bang cdc phan tich vé cdc axit amin riéng

9

le.
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Vu mua trén Khong Bién thé gen | Bién thé gen | Bién thé gen | Bién thé gen
canh dong | chuyén gen | DAS-40278- | DAS-40278- | DAS-40278- | DAS-40278-
2008 Gén dang 9 khong 9 quizalofop 9 9 quizalofop
gia tri dugc phun 2,4-D va24-D
Gid tri trung 9,97 10,9 11,1 10,5 10,9
binh
% tang so 0 9,3 11,3 53 9,3
v6i dang gid
tri
Cap thir NA 0,002 0,0004 0,061 0,002
nghiém t
Vu mua trén Khong Bién thé gen | Bién thé gen | Bién thé gen | Bién thé gen
canh dong | chuyén gen | DAS-40278- | DAS-40278- | DAS-40278- | DAS-40278-
2008 Gén dang 9 khong 9 quizalofop 9 9 quizalofop
gia tri dugc phun 2,4-D va 2,4-D
Gia tri trung 10,9 11,6 11,7 11,7 11,5
binh
% tang so 0 6,4 7,3 1,2 5,5
v6i dang gid
tri
Cap thu NA 0,0048 0,001 0,0012 0,0079
nghiém t

Vi du 12. Thir nghiém néng hoc bé sung

Céc dac tinh nong hoc ctia ngo lai chita bién thé gen DAS-40278-9 so véi ngd gan

dang gid tri duge thu gom ti cdc thl nghiém trudng nhiéu vi tri & cdc moi trudng dia Iy

khac nhau cho mua sinh truéng. Cac dit liéu nay dugc thu gom va dugc phan tich vé cic

déc tinh nong hoc nhu dugc mo ta trong vi du 7. Cac két qua cho cdc dong ng6 lai chita

bién thé gen DAS-40278-9 so v6i cdc cay khong chita bién thé gen duoc néu trong bang

28. Ngoai ra, cdc déc tinh nong hoc d6i véi cdc dong ngo lai chia bién thé gen DAS-

40278-9 va cdc cay khong chita bién thé gen dugc phun cc thudc diét cd quizalofop (280g

ae/ha) & giai doan phét trién V3 va 2,4-D (2,240g ae/ha) dugc phun & giai doan phét trién

V6 duge mo ta trong bang 29.
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Béang 28: K&t qua vé hiéu sudt, ty 1& phan tram do 4m, va quan thé cu6i déi véi ngo lai
chita bién thé gen DAS-40278-9 so v6i mau doi chiing gin dang gié tri.

Quan thé cuéi

Teén Hléi,u Do 4m clia hat (%) | (cay/miu Anh dugc béo cdo
sudt ;
_ trong 1000’s)
Ngo lai chita 218,1 21,59 31,69
DAS-40278-9
Ngo lai doi ching 2174 21,91 30,42

Béng 29: Két qua vé hiéu suét, ty 1& phan tram do 4m, ty 1é phan tram stock lodging, ty 1&
phén tram vi tri tam thoi chia ré va téng quan thé d6i v6i cac dong ngod lai chita bién thé gen
DAS-40278-9 so v6i méu d6i chiing gin dang gid tri.

Quan thé cudi
Thir nghiém Hiéu | D6 4m cla Stock Root (cay/méu Anh
' suat hat (%) Lodge (%) | Lodge (%) duoc bao cdo
trong 1000’s)
Thir nghiém
phun
Ngo lai #1
chita DAS- 214,9 234 0,61 2,19 30
40278-9
Maungolal | 1779 | 5344 0,97 36,32 28,36
do1 chiing #1
LSD (0,5) 13,3 1,107 0,89 10,7 1,1
Khong phun
Ngo lai #1
chia DAS- 219,6 22,3 0,95 1,78 30,8
40278-9
Mau ngo lai
46i chiing #1 220,3 22,51 0,54 1,52 30,55
LSD (0,5) 6,9 0,358 0,98 1,65 0,7
Thir nghiém
phun
Ngo lai #2
chita DAS- 198,6 26,76 0,38 2,08 29,29
40278-9
Mau ngo lai
46i ching #2 172,3 23,76 1,5 39,16 28,86
LSD (0,5) 13,3 1,107 0,89 10,7 1,1
Khoéng phun
Ngo lai #2
chita DAS- 207,8 24,34 0,22 0,59 31
40278-9
Mau ngo lai
165 ch ﬂfv; L4 | 2062 | 2488 0,35 0,12 30,94
LSD (0,5) 8,0 0,645 0,55 1,79 0,9
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YEU CAU BAO HO

1. Cay ngd chuyén gen chira hé gen, trong d6 hé gen nay bao gdm trinh ty néu trong SEQ
ID NO:29.

2. Hat ngd chira hé gen bao gdm trinh ty néu trong SEQ ID NO:29.

3. Cay ngd dugc tao ra bang cach gieo trong hat theo diém 2, trong d6 cay ngd nay bao
gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO:29.

4. Cay con ctia cdy ngd theo diém 3, trong d6 cay con niy bao gdm trinh tw néu trong SEQ
ID NO:29.

5. Cay con c6 tinh chdng chju thubc diét cd ciia cdy ngd theo diém 1, trong d6 céy con nay
bao gbm trinh ty néu trong SEQ ID NO:29.

6. BO phan ctia cdy ngd theo diém 3, trong d6 bd phan nay dugc chon tir nhom bao gbm
phe“in hoa, nodn, hoa, chdi, ré va 14, bd phan nay bao gﬁ“)m trinh ty néu trong SEQ ID NO:
29.

7. Phwong phép phat hién bién thé gen ngd AAD-1 DAS-40278-9 trong mau chira ADN
ngd, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho mau tiép xuc véi:

a. doan mdi thur nhét gén két v6i trinh tu bién dugc chon tir nhém bao gém cac géc
1-1873 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:29, cic gbc 6690-8557 c6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO:29, va céc doan bd sung ctia chiing; va

b. doan mdi thir hai gin két v6i trinh ty cai xen bao g0m cac gbc 1874-6689 c6
trinh tw néu trong SEQ ID NO:29 hoic doan bd sung ciia chung;
dua mau nay vao phan ting chudi polymeraza; va thi nghiém vé san phim khuéch dai

duoc tao ra gifta cac doan moi nay.

8. Phuong phap phét hién bién thé gen ngd AAD-1 DAS-40278-9 trong miu chira ADN
ngd, trong d6 phuong phép ndy bao gém budc cho miu tiép xtic v6i it nhat mot
polynucleotit thich hop dé x4c dinh va phan biét duy nhat mét trinh tu polynucleotit ¢
trinh tw néu trong SEO ID NO: 29, trong d6 polynucleotit nay bao gdm it nhat 30 nucleotit
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va lai hoéa trong diéu kién nghiém ngit trong 6X natri clorua/natri xitrat (SSC) & 45°C, tiép
theo la rira trong 0,2X SSC & 50°C, véi trinh tu dwgc chon tir nhém bao gdm cac gbc tir
1863 dén 1875 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:29, cac géc tlr 6679 dén 6700 c6 trinh tu
dugc néu trong SEQ ID NO:29, va cac doan bd sung ciia chiing; trong d6 phwong phép
nay con bao gdbm viéc dwa miu va polynucleotit nay vao didu kién lai héa nghiém ngit

trén; va thir nghiém mAu nay vé sy lai hoa polynucleotit véi ADN nay.

9. Kit phat hién ADN:

a. bao gém doan mdi thtr nht va doan mdi thit hai theo diém 7; hodc

b. bao gdm polynucleotit lai héa trong diéu kién rira nghiém ngit trong 0,2X SSC
& 50°C véi trinh ty nucleotit dwgc chon tir nhém bao gdm cac gde tir 1863 dén 1875 ¢
trinh tw néu trong SEQ ID NO:29, cac gbc tir 6679 dén 6700 c6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO:29, va cac doan b thé cia chung; va

bao gdm chét phan ing va vat lidu cin thiét dé thuc hién viec phét hién nay.
10. Polynucleotit bao gdm trinh tu néu trong SEQ ID NO: 29.

11. Phuong phéap phong trir ¢6 dai, trong d6 phwong phép nay bao gébm budc dua thude
diét c6 aryloxyalkonat 1én viing c6 chtra it nhat mot cay tréng, trong d6 mot cdy trong nay

1 céy trdng theo diém 1.

12. Cay ngd chuyén gen chira axit nucleic t4i té hop nim trong hé gen cia cdy trong nay,
axit nucleic tai t6 hgp nay bao gdm axit nucleic chira cc gbc 1874-6689 c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 29 dugc cai xen gitta axit nucleic bién dau 5' bao gbm céc gbc 1-1873
c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO:29 va axit nucleic bién diu 3' bao gbm céc gbc 6690-
8557 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:29.

13. Hat ngd thu duogc tir cay ngd theo diém 12.
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agacacgcgg
ccgagaggag
gtcggttgeg
ctcccctect
acttactccg
aagtatgagc

gccgccggag
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6540
6600

6660
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6780
6840
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7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
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cgacggagga cgtgatgaca gtgtattttc ccattgtcct agggcaagac
ggctccgaca tctaccccaa cattgcatag acaattggag cgacttcagt
tcgccaactt ccagtccctce tttgacaagc cggcgcagcc atgggaccta
ggcatcaggg cgatgaaacg ctccggttgt acctcaagag gttttagacc
acacccccga agtcgccgag gcgggggtga ttgaagactt ctaccgagga
cggctttcgt ccgagccata ctccagaaaa gcgtcggcca cctccgaaca

gaggcagacc tctacatcac cacggattaa cgggcccagg acctcatcgg
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gccgcgecac acgcgccacg gtgtgacacg aaccagce
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<220>
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<400>
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Trinh ty nhén tao

Poan mdi cho gen danh diu sudn bén
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<220>
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<400>
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Poan mdi cho gen danh diu sudn bén
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tgtgttcttg attgggtgag acat

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

<220>
<223>

<400>

32
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Trinh ty nhén tao

Poan mdi cho gen danh d&u sudn bén
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tactggggat tagagcagaa g

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

<220>
<223>
<400>

33
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Trinh ty nhdn tao

Poan mdi cho gen danh diu sudn bén
33

aatctatgtg tgaacagcag c
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gcaatgcagt
tggtgcttca
aaatccattg
atgaggaacc
tccaatgact
cttgttccgg

aggcacgaaa
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8220

8280

8340

8400

8460

8520

8557

23

24

21

21



271752

e

uRy 1018 wAZUS 1 A 022 10 (T18eAVAD) 0FLISVAd vno wseyd op urg 1 S14

(ov1)d
fLogb) 1dsy

[REPE Y [asy
AN £ GRdWZ, HiN £

[T EREG 38 $ed &

(oLgt) 1dsy
(8gav) 1dsg
1HO
b-avy (oB19) [dsy
©adv

g 218y
ovrLIsvad

{vigid

(¥4 pdsy

SAMYIN L8

-117-



271752

. . OFU e {57 TRl 1vad)
BRLTHFE V(] B0 U2 24 BUDI UDX §80 L1 1A Wi vl uvy 1008 op uig 7 8

SRARZ MR WIBL 10y Susp wou d s

L] e O _

ThEW S

SP-DER I3
1

1ds4/0%

9

{Repre
L1Syad

il s

L]

Tia/ 157 SU0p 10w 3 T

-118-



Ofu wad
6-8LTOP-SVA B0 uad 91y Suoa] uax mo 1 ia 10w end uk wif op ung ¢ i

dagori< o0 e ;
49 e da56che
i 24z« dazssee (03N
da78e8< 0q $682< 14603

271752

%,

%mh.

1ds4/0%£1Svad

-119-



271752

, 6-8LTOFSVA
05U SuoIS o NIV UDX 1D UTOP 104 10P YuIl 08 FU0p YOBI 0P 0§t B4

i b Y

¥ NETY HOX IR0 U0
¥ e - L : m, 1
+ 1ep yoampy weyd ueg z mp ysanyy wieyd upg 9
Y : —
v + + : _
PY wiggd ups ¢ i € wp yagnupy fupyd ey [ 1 anyy wpyd weg
: m g : o
”N&' w‘- * B,
LT AT B UG

4
H
i

ayy \ A HYINLGY \v £ ugig
Hin.¢ gy 119 w7 3u0p 10U A Y]

A HYINZBY



271752

£ UDIq 12D € UDLG 1 6-RLTOF-SV

[~V 05U SugId vno 0p App mp nan 02 M yuia doy dus 231 iU opx

2P 1w uvap 11 ia 191q oy2 AU 0p PS “F-RLT(H-SV( 08U Suo R WD UgIg Funa
LD U VY 3P WD 0P YOINYY Fuon SUAP 1S 3ONP 10U UEOP DBD 24 0P g "¢ S

E 3

NV HIX 180 uRog

. (=1 mamz ]\
WO FOY sutp o 3@& N~ 41 1PUIS ]
wa,%% mﬁgmg,&mw

W 4-Q)7ULLIOY
d-8guioy  —»

-121-



271752

£ dov uip rou Funa o Ley win 2onp Fupa dqy varx wa Sudm udiy Ep uwyg

. ual du o] o (weyd yoid uepyd) dqg 1ednipy wey doy uip rou upyd o {
Qd 1z vox mD) "6-8LTOF-SVQ 0Fu Sums RO 10U SUNA O NV M UL uax

6 RLTOFSV( USX 13 wiop

SUIBU ur)

w9 81

AEP TG IR0

£ NEp uRlg

TR 1R 1000°]

£ npp g

-122-



271752

yop ueyd 9p Sunp ns 90NP 3y SY) 90 €A 870 03U 19A 10p SuQIS URYU Op OF “L ‘51

(rer o)
T4

€ e q 1o4d 10U oYy
09y Te
1oyd m

15¢08 g 229 < 159

1o4d iy 1oyd iy 1oyd iy

L — €l ¢— 1l — TL

v toyd 1ou gy A
09D Tef

g 1oyd 10u oy
oHn3u o9Yd TRY

PE]
A
g 1oyd 10u o

0910 Tej

. v 1oyd 10u o
opn8u o9yo 1|

oL

v

(re[ 2up)
T4

d &A D 1oyd 10U 93

03Yo 1o

1oyd iy Toyd iy 1oyd 1y

€9 —» 1se29 —»  gseog >

A
g v 1oud 10U ot

opnSu 09O Te|

[de]:]
H
v 1oyd 10U o1
o6n3u o9yod 1e|

o4

(rer o)
T4
D 1oyd 10U o1
031 Te]
€5€04

-123-





