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Linh vue ky thuit dwgce dé cap

Sang ché dé cap dén ciy Eustoma méi co tinh bt duc duc té bao chit va
phuong phép nhan gidng ciy nay. Cu thé hon, sang ché d& cap dén cay Eustoma méi
¢6 tinh bat duc duc té bao chét, trong d6 Eustoma gin nhu khong c6 chiic ning san
xuét phin hoa do sy hinh thanh chua hoan chinh cia nhi hoa hodc phin hoa va phuong
phép nhan gibng ching.

Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Eustoma 1a tén di truyén cla ciy duoc nhan gibng bang hat ty giao thudc chi
Eustoma trong ho Gentianaceae va phat trién ty nhién & cac ving Nam Bic M§ va
Trung Bic My. Céc cdy nay bao gdm hai loai: (1) Eustoma grandiflorum (Tén Tiéng
Anh: Prairie gentian, tén khoa hoc tru¢c day: E. russellianum (Hook) G. Don ex Sweet
hodc Lisianth(i)us russellianus Hook.) va (2) Eustoma exaltatum (Tén Tiéng Anh:
Seaside gentian hodc Catchfly gentian, t€n khoa hoc trudc day: E. selenifolium Salisb.).
Cay nay thudong dugc biét dén véi tén thong thuong 1a Lisianthus. Vao nam 1835, loai
cdy tr nhién nay dugc dua vao Scotland va dugc chi dinh 1a cdy Lisianthus
russellianus Hook. Sau d6 cdy dugc dua vao Nhat vao nhirng nam 1930 va dugc nhan
gibng chu dong tir 46, chi yéu 13 hoa ct hodc cay kiéng. Cay Eustoma grandiflorum
duoc str dung chu yéu trong phwong phap nhan gibng nay.

Eustoma duge biét 13 loai hoa va cy canh c6 gié tri thuong mai va gié tri trang
tri cao. Cu thé 13, cac gidng ma c6 tinh da dang dugc san xuét duéi dang cac gidng hoa
cét, va cac gidng Eustoma ndy duoc xem la mot trong cac gidng hoa cét phd bién (xem
tai liéu phi sang ché 1).

No6i chung, cic cay thé hé con thir nhat (F1) c6 ddc tinh tdt hon so véi cac cdy
bd me ctia chiing ma dugc st dung trong cay trdng trong vudn phd bién, do loi ich tir

wru thé lai. Trong sb cac cay trong Eustoma, cac cdy ¢6 nhu cau cao la cac giong hoa
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cét, gibng thé hé con thtt nhét ciing chiém wu thé do cac gibng nay lam cho cay trong
¢6 tinh khang bénh hodc ¢ chét lwong cao.

Déi v6i phurong phdp nhén gidng hiéu qua trong san xuét cdy, nha chon gidng
can cung cAp hat giéng ¢6 d6 thuin cao. Phuong phép san xuét gidng thudc gidng thé
hé con thtr nhat bao gbm budc ngit nhi thi cong tir cdy me, sau d6 thy phén cho dau
nhuy cta cdy me da ngit nhi bing phén hoa ctia ciy bb.

Giai doan ma c6 thé ngit nhi dugc hoa cua cdy me thuong bi han ché & giai
doan ngay trudc khi nd hoa, va ciing thuong phu thudc vao didu kién thoi tiét. Do d6
phuong phéap ngit nhi ¢6 cac nhuoc diém vé mit thao tac trong d6 giai doan ngit nhi
thich hop thudng rit khé du doan. Do thao tac ngat nhi ndy dwoc thyc hién mot cach
thu cbéng, do do phén hoa con lai do ngit nhi chua hét c6 thé giy ra sy nay mam cla
hat giéng dugc tu thu phén khong mong mudn. Su nhiém tap do céc hat giéng tur thu
phén nay din dén sy giam khong c6 loi vé chét lugng hat giéng. Véi 1y do nay, cin
phai phat trién mot phuwong phép san xuét gidng cay Eustoma bang cach st dung tinh
bét duc duc ma khong cAn dung dén phuong phap ngit nhi thi cong cdy me.

Dwarf Lisianthus dugc bién nap bang phwong phap chuyén gen rolC st dung
Agrobacterium rhizogenes da biét (Tai liéu phi sang ché 2), cay nay dugc bdo cdo 1a
cdy ¢6 hoa nho va bi mét tinh hitu thy cua hat phén ddng thoi mét sy uu tién phat trién
than chinh (hoi chimg rol). K§ thuét trong Tai liéu phi sing ché 2 da dugc tng dung
trong phuong phap da dugc boc 10 @8 san xuét gidng F1 st dung Lisianthus ¢6 tinh bat
duc duc, trong do gidng dugc duy tri bing thé hé chdi tu sinh (Tai liéu sang ché 1).
Tuy nhién, giéng F1 dugc tao ra theo phuong phap nay mang cac dic tinh khong mong
muén. Do d6, phuong phép ndy khong dwoc st dung trong phuong phép nhin gibng
cac giéng hoa cét do cac gibng nay cin phai c6 dang cy hodc chiéu cao dé co thé ban
duoc.

Tinh bét duc duc té bao chét (cypoplasmic Male Sterility - CMS), 1a mét dang
bét duc duc, dugc di truyén tir té bao chat. Phuong phép lai dong bét duc duc té bao
chét voi dong bt duc duc tao ra hat giéng c6 do thuan cao. Ngoai ra, dong bét duc duc
té bao chét c6 thé dugce lai voi dong bao tdn c6 hé gen nhan twong ty v6i hé gen nhén

clia dong bt duc duc té bao chit va dong té bao chét binh thudong nhg d6 c6 thé dé
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dang duy tri va nhén gidng dong. Do d6, phuong phéap san xuét hat cho giéng thé hé
con thir nhét béng cach st dung tinh bét duc duc té bao chét c6 tinh thuc té rit cao va
dugc st dung cho mot lugng 16n céc cay trong chinh trong vuon. Tuy nhién, phwong
phép san xult Eustoma bét duc duc t& bao chét vin chua duge bao céo, mac du di c6
nhu cu phét trién phwong phép sén xuét hat ctia Eustoma bing cch st dung tinh bét
duc dyc. Do d6, phuong phap san xuét hat can dén thao tac ngét nhi ma van duoc thuc
hién trong phuong phap san xuét hat cta céc gidng Eustoma F1 do thuc té khong c6 hé
thdng san xuét gidng str dung cac dong bét duc duc.

Trong khi do, mubn c6 do bén cua hoa dai, tirc 1a thoi gian trang tri hoa dugc
1au thi cin phai tri hodn su hoa gia ctia canh hoa. Cac vi du vé nguyén nhén gay ra su
hoa gia ciia canh hoa bao gdm su thu phén v su hinh thanh etylen do sy tén thuwong
trén du nhuy hogc voi nhuy cua nhuy hoa gay ra (Tai liéu phi séng ché 3).

Eustoma ¢6 nhuy hoa bi bién dang, do d6 d4u nhuy cua no6 can dugc giit kin dé
ngin chan sy thu phén va tri hodn su hoa gia ciia hoa, dd dugc biét dén 1a giéng
Eustoma ¢6 d6 bén clia hoa dai (Tai lidu sang ché 2).

Viéc cai thién do bén ctia hoa cin dén sy nhan giéng dong ¢6 chi nhi ciia nhi
hoa ngan, hozic sit dyng dong cay c6 cAu tric co quan duge thay d6i dé ngan chin su
thu phén tu nhién trén dau nhuy cta no, nhu trong nhuy hoa bi bién dang dugc dé cap
& trén.

Vé6i diéu kién 1 cin phai ngin chin sy phat tdn phén hoa vao hoa va cdy canh
c6 gia tri thuong mai cao. Tuy nhién, tht ca cac giéng Eustoma hién nay du c6 nhi
hoa tao ra phan hoa va do do, vi du, gdy ra su phét tan phin hoa, 1a khong c6 lgi do nd
bi dinh trén céc canh hoa hodc quﬁn ao.

Mic du co nhidu vAn d& lién quan dén do bén cua hoa, v.v., c6 thé duogc giai
quyét bang cich st dung tinh bat duc duc, ma khong 1am thay dbi cac dac tinh hitu ich,

nhung thyc té cdy Eustoma ndy c6 tinh bt duc duc van chua dugc phat trién.
Danh sach tai liéu trich dan

Tai liéu séng ché

Tai liéu sang ché 1: Cong bd don yéu ciu cAp patent Nhat s6 9-107829
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Tai lidu sang ché 2: patent Nhat S6 4133011

Tai liéu phi séng ché

Tai li¢u phi sdng ché 1: Nogyo Gijutsu Taikei (Agricultural Technology System (in
Japanese)), Flowers and Ornamental Plants, Vol. 8, addendum, No. 6, p. 387-395,
2004, duoc phat hanh boi Rural Culture Association Japan

Tai liéu phi sang ché 2: The Tissue Culture (in Japanese), Vol. 19, No. 2, p. 50-55,
1993, New Science Co., Ltd.

Tai li€u phi sang ché 3: Jissen Kaki Engei Gijutsu (Actual Practice of Ornament
Horticultural Techniques (in Japanese)), Cultivation Management and Blooming
Adjustment of Lisianthus, 2003, dugc phat hanh boi Seibundo Shinkosha Publishing
Co., Ltd.

Tai liéu phi sang ché 4: E. S. Mousavi, M. Behbahani, E. Hadavi, S. M. Miri (2012),
CALLUS INDUCTION AND PLANT REGENERATION IN LISIANTHUS
(EUSTOMA  GRANDIFLORIUM), ANNIVERSARY EDITION TRAKIA
JOURNAL OF SCIENCES, Vol. 10, No. 1, pp. 22-25

Tai li€u phi séng ché 5: J. Duminil, M.-H. PEMONGE and R.J. PETIT (2002),
Molecular Ecology Notes, vol. 2, p. 428-430 "A set of 35 consensus primer pairs

amplifying genes and introns of plant mitochondrial DNA"

Ban chét k§ thuit cia sing ché
Vén @ k¥ thuat

Déi v6i cac van dé nhu phuong phap ngit nhi ric rdi trong khi san xut hat
gibng F1 thudc cac gibng Eustoma thong thudng, vén d& vé chét luong hat gidng giam,
va céc thach thuc lién quan dén 9 bén ctia hoa hodc sy phat tan phén hoa nhu dugc
mb t& & trén, sang ché cling dé xuét cdy Eustoma méi c6 tinh bét duc duc té bao chat

va phuong phép tao ra cac ciy nay.
Cach giai quyét van aé
Céc tac gia sang ché da tién hanh céc nghién ctru chuyén sau dé dat dugc muc

dich va sau d6 hoan thanh phuong phép nhan gidng lién quan dén viéc tao ra cay
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Eustoma méi c6 tinh bat duc duc té bao chét, nhan gidng dong Eustoma c6 tinh bat
duc duc té bao chét, va thu giéng thé hé con thu nhét st dung cay Eustoma bét duc duc
té bao chat.

Cu thé, sang ché dé cap dén ciy Eustoma méi c6 tinh bét duc duc té bao chét va
phuong phép nhan gidng chung. Cu thé hon, sang ché dé cap dén cay Eustoma méi c6
tinh bat duc duc té bao chat, trong d6 Eustoma gin nhu khong c6 cac chirc ning san
xuét phén hoa do su hinh thanh chua hoan chinh ctiia nhi hoa hodc phén hoa, va
phuong phap nhin gidng chiing.

Cu thé, séng ché d& xut cac ndi dung trong cac muc tir (1) dén (34) dudi day:
(1) Cay Eustoma c6 tinh bat duc duc té bao chét, hoic thé hé sau cta no.

(2) Cay Eustoma hodc thé hé sau cia né theo muc (1), trong dé cdy Eustoma hodc
thé hé sau ctia né c6 trinh ty nucleotit duge néu trong SEQ ID NO: 1 hoac 2.

(3) Cay Eustoma hodc thé hé sau cia né theo muc (1) hodc (2), trong d6 cay
Eustoma hodc thé hé sau cta n6 1a cay bat duc duc té bao chit dugc tao ra tir su thy
phin chéo gitta cdy me 13 cdy Eustoma c6 trinh tu nucleotit dwgc néu trong SEQ ID
NO: 1 hoiic 2 va cdy bb 1a cdy Eustoma tuy y.

(4) Cay Eustoma hodc thé hé sau cta né theo muc bét ky trong s6 cac muc tir (1)
dén (3), trong d6 cdy Eustoma hodc thé hé sau cua né la cay bat duc duc té bao chit
duoc tao ra tir sy nhan giéng chéo giita cay me 1a cdy Eustoma c6 trinh ty nucleotit
duoc néu trong SEQ ID NO: 1 hodc 2 va cay b 14 cay E. grandiflorum.

(5) B0 phan cua cay Eustoma hodc thé hé sau ctia né theo muc bét ky trong s6 cac
muc tir (1) dén (4).

(6) Hat giéng cta cdy Eustoma hodc thé hé sau cta né theo muc bét ky trong sb cac
muc tir (1) dén (4).

(7) MO seo bao gdm t€ bao cua cay Eustoma hodc thé hé sau cta n6 theo muc bit
ky trong s6 cac muc tr (1) dén (4).

(8)  Cay Eustoma dugc kich thich tir md seo theo muc (7) va dugc nhén gidng vo
tinh béng k¥ thuat nudi céy mo, hoic thé hé sau cta né.

(9) B0 phén cua cay Eustoma hodc thé hé sau ctia n6 theo muc ().
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(10) Phuong phap tao ra cdy Eustoma dugc kich thich tir md seo theo muc (7) va
dwoc nhén giéng vo tinh bang k¥ thuat nudi ciy mo.

(11) Té bao chét chira trong ciy Eustoma hodc thé hé sau cta né theo muc bat ky
trong s6 cac muc tir (1) dén (4) va (8), bo phan cia cay theo muc bét ky trong sb cac
muc (5) va (9), hat gidng theo muc (6), hodc md seo theo muc (7).

(12) Ty thé chira trong cdy Eustoma hodc thé hé sau ctia n6é theo myc bét ky trong sd
céc muc tir (1) dén (4) va (8), bd phan cia cdy theo myc bét ky trong s6 cac muc (5) va
(9), hat gidng theo muyc (6), hodic md seo theo muc (7).

(13) Cay Eustoma c6 tinh bét duc duc té bao chét c6 sb ndp lwu FERM BP-11506,
hodc thé hé sau ctia no.

(14) BO phén cua cay Eustoma hodc thé hé sau ciia n6 theo muc (13).

(15) Hat gibng ctia cay Eustoma hodc thé hé sau cia n6 theo muc (13).

(16) Té bao chit chira trong cdy Eustoma hodc thé hé sau ctia n6 theo muc (13), bd
phén cta cdy theo muc (14), hodc hat giéng theo muc (15).

(17) Ty thé chira trong cdy Eustoma hodc thé hé sau cua n6 theo muc (13), bd phén
ctia cdy theo muc (14), hodc hat gibng theo muc (15).

(18) MBb seo cua cdy Eustoma c6 tinh bat duc duc té bao chét c6 sb nop luu FERM
BP-11507.

(19) Cay Eustoma dugce kich thich tr m6 s¢o theo muc (18) va dugc nhéan gidng vo
tinh bang k§ thuat nudi cdy mo, hodc thé hé sau ctia no.

(20) B0 phén cta cdy Eustoma hodc thé hé sau cia n6 theo muc (19).

(21) Phuong phép tao ra cdy Eustoma dugc kich thich tir md s¢o theo muc (18) va
dwoc nhén giéng vo tinh bang k¥ thuat nudi ciy md.

(22) Té bao chét chira trong md seo theo muc (18), cdy Eustoma hodc thé hé sau cua
n6 theo muc (19), hodc bd phén cla cdy theo muc (20).

(23) Ty thé chtra trong md seo theo muc (18), cdy Eustoma hodc thé hé sau cia n6
theo muc (19), hodc bd phén cua cay theo muc (20).

(24) Phuong phéap tao ra hat gibng thé hé con thir nhét, bao gdbm bude lai cay me 1a

cdy Eustoma hodc thé hé sau clia n6 theo muc bit ky trong sb cac muc tir (1) dén (4)
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va (8) v6i cay bb 13 cay Eustoma c6 kha ning lai dugc vé6i ciy me ndy, va do d6 tao ra
hat gidng thé hé con thir nhét tir cdy me duoc lai nay.

(25) Phuong phép tao ra hat giéng thé hé con thtt nhét, bao gdm bude lai cAy me 1a
cdy Eustoma hodc thé hé sau ciia n6 theo muc (13) véi cay bd 12 ciy Eustoma c6 kha
ning lai duoc v6i cdy me nay, va do d6 tao ra hat gibng thé hé con thir nhét tir cy me
duoc lai nay.

(26) Phuong phép tao ra hat gibng thé hé con thtr nhét, bao gdm budc lai cdy me 12
cay Eustoma dugc tai sinh tir mo seo theo muc (18), hodc thé hé sau cia n6 v6i cy b
1a ciy Eustoma c6 kha ning lai dugc v6i cdy me nay, va do do tao ra hat gibng thé hé
con thir nhét tir cdy me dugc lai nay.

(27) Hat gidng thé hé con thir nhit dugc tao ra bing phuong phap theo muc bat ky
trong sd cac muc tir (24) dén (26).

(28) Cay thé hé con thir nhit duoc trdng tir hat gidng thé hé con thit nhét theo muc
(27).

(29) Phuong phép tao ra cdy Eustoma, bao gbm budc lai nguge lién tiép cay
Eustoma c6 trinh tu nucleotit dugc thé hién bing SEQ ID NO: 1 hodc 2 trong té€ bao
chét cta né véi cdy Eustoma c6 dic tinh hitu ich dé tao ra cay Eustoma ma c6 dic tinh
hitu ich va biéu hién tinh bt duc duc t& bao chit.

(30) Phuong phép tao ra cdy Eustoma, bao gdm budc lai nguge lién tiép cay
Eustoma c6 tinh bat duc duc té bao chit c6 sé ndp lwu FERM BP-11506, hodc thé hé
sau ciia né véi cdy Eustoma c6 dac tinh hitu ich dé tao ra cdy Eustoma ma c6 ddc tinh
hitu ich va bidu hién tinh bit duc duc té bao chat.

(31) Phuong phép tao ra cdy Eustoma, bao gdm budc lai nguoc lién tiép cay
Eustoma dugc kich thich tir md seo cta cdy Eustoma c6 tinh bt duc duc té bao chét co
s6 ndp lvu FERM BP-11507 va dugc nhan gibng vo tinh bang k¥ thuét nu6i cy md,
hogc thé hé sau cia n6 véi cdy Eustoma c6 dic diém hiru ich dé tao ra cady Eustoma ma
¢6 dc tinh hitu ich va bidu hién tinh bat duc duc té bao chét.

(32) Phuong phap tao ra cdy Eustoma theo muc bét k¥ trong s6 cac muc tir (29) dén

(31), trong d6 ciy Eustoma c6 dac tinh hitu ich c6 ngudn gdc tir E. grandiflorum.
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(33) Cay Eustoma dugc tao ra bang phwong phép theo muc bét ky trong s6 cac muc
tir (29) dén (32), hodc thé hé sau clia no.
(34) BO phén cua cay Eustoma hodc thé hé sau cua né theo muc (33).
Hiéu qué ciia sang ché

Sang ché d& xuit phuong phap st dung cdy Eustoma méi 6 tinh bat duc duc té
bao chét, dat dugc bing phuong phép nhén gidng cay Eustoma va gidng F1 ctia n6 c6
ning sut hat gibng, do bén ctia hoa, va/hodc tinh chét trang tri rat tdt va phwong phap

san xudt hat giéng chét lugng cao tir gibng F1 ctia nd.

M6 ta vén tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién cdy Eustoma bat duc dyc té bao chét theo sang ché va Eustoma
b4t duc duc. Fig. 1(A) thé hién dong bat duc duc, Fig. 1(B) va Fig. 1(C) thé hién dong
bét duc duc té bao chét c6 nhi hoa phat trién chua hoan chinh. Fig. 1(D) thé hién dong
bét duc duc t& bao chét khong c6 nhi hoa.

Fig. 2 thé hién két qué dién di sau khi st dung k¥ thuat PCR, lam khu6n, ADN
tbng sb ctia dong Eustoma bat duc duc té bao chit (t& bao chat SSE-CMS: lan 1), loai
Eustoma dai (1an 2 dén 8) dugc giit lai boi Sakata Seed Corporation, va cay trong
Eustoma (1an 9 dén 15) dugc nhan gidng bdi Sakata Seed Corporation. Lan M la thang
chuén khéi Iwong phan ti. Fig. 2(A) thé hién cac két qua thu dugc bang cach sir dung
Chi thi 1 14 chi thi dic hiéu déi v6i dong SSE-CMS Eustoma. Fig. 2(B) thé hién cac
két qua thu duoc b%lng cach st dung Chi thi 2 1a chi thi ddc hi¢u cho dong SSE-CMS
Eustoma. Fig. 2(C) thé hién cac két qua thu dugc bing cach st dung nad5/4-5 14 chi
thi chung cho tit ca cic cay Eustoma.

Fig.3 thé hién trinh tu nucleotit cia chi thi 1 va chi thi 2.

MO ta chi tiet sang che
Duéi day, sang ché s& duge mo ta mot cach chi ti€t.

1. Cay Eustoma bt duc duc té bao chét
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Phuong phap nhan gidng cdy Eustoma c6 tinh bét duc dyc theo sang ché bao
gdm budc sang loc cdy lai Eustoma d8 chon cdy Eustoma c6 tinh bét duc duc té bao
chét.

"Cly Eustoma" hoac "Eustoma" theo sang ché ding d chi cay thudc gidng
Eustoma thudc ho Gentianaceae. Cy nay la cdy tréng trong vuon thuong duge biét
v6i tén 1a Lisianthus & Nhat.

Hoa, bao gbm hoa Eustoma, thuong c6 dai hoa va canh hoa trong d6 c6 nhi hoa
va nhuy hoa. Nhi hoa thudng bao gdm bao phén va chi nhi chira phén hoa. "Tinh bat
duc duc" theo sang ché ding dé chi giai doan trong d6 nhi hoa dugc phat trién khong
hoan chinh do d6 khong thé du dé tao ra phén hoa. Tinh bét duc duc dugc thé hién bai,
ma khong gi6i han &, vi du, cdy Eustoma khong c6 nhi hoa hogc nhi hoa dugc phat
trién khong hoan chinh (xem Fig. 1). "Tinh bét duc duc té bao chat" dung dé chi dic
tinh bét duc duc duoc thira hudng tir cdy me bdi gen c6 ngudn gbc tir mot co quan cua
té bao chat.

Theo sang ché, "thé hé sau cla cdy Eustoma c0 tinh bt duc duc t& bao chat" co
nghia 13 thé hé tiép theo hodc cdy Eustoma sau d6 thu dugc bang cach lai cAy me 1a
cay Eustoma c6 tinh bét duc duc té bao chit vai cay b 1a cay Eustoma c6 kha ning
duogc lai voi cdy mang tinh bat duc duc duoc thira hudng tir me. Theo sang ché, "bo
phén cia cdy" chira mot hodc nhiéu té bao cua cay hodc t& bao chét tir mot hodc nhidu
t€ bao ctia cdy va cu thé c6 nghia 12 bd phan hodc md bét ky trong sb cac co quan hodc
mo nhu hoa, 14, than cdy, va r&, té bao (bao gdm thé nguyén sinh c6 ngudn gdc tir cac
té bao) hoic té bao chét tir cic co quan hodc md nay, va tdp hop cia cac té bao hoic té
bao chit.

Trong ban mod ta sang ché, cum tir "cdy Eustoma c6 sb ndp luu FERM BP-
11506" ciing bao gdm cac cdy c6 dic tinh bat duc duc t& bao chit va gin nhu gidng
v6i cdy binh thuong. Cu thé 13, cum tir "ciy Eustoma c6 s6 ndp luu FERM BP-11506"
cing bao gbém, vi du, cac dot bién hoic tai td hop gen ciia cAy Eustoma c6 s& nop luu
FERM BP-11506 véi didu kién 14 cac dot bién hodc tai td hop gen nay duy tri dugc
tinh bat duc duc té bao chat.
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Trong ban mo ta sang ché, cum tir "mé seo cia cdy Eustoma cd ) ndp luu
FERM BP-11507" cfing bao gdm mo seo tir cac cdy ma c6 dic tinh bét duc duc té bao
chét duoc tao ra va gén nhu teong duong véi mo seo. Cu thé 13, cum tir "md seo ctla
cay Eustoma c0 s6 ndp luu FERM BP-11507" cling bao g(‘Sm, vi du, dot bién hodc tai
td hop gen c6 ngudn gdc tir mod seo cua cly Eustoma ma c6 s6 nop luu FERM BP-
11507 va md seo c6 ngudn gde tir cac dot bién hoic tai t6 hop gen (gitt lai tinh bét duc
duc té bao chat) ciia cdy Eustoma ma c6 s& ndp luu FERM BP-11506, véi diéu kién 1a
cac cdy duoc tai sinh tir dong bao tdn bat duc duc té bao cht.

Cay Eustoma bt duc duc té bao chét theo sang ché c6 cac dic diém sau day:

(1) Dong nay khong cAn dén budc ngit nhi cac cay me d8 tao ra gidng thé hé con tht
nhét va do d6 dat dugc su san xuét hat giéng c6 hi€u qua vé mat kinh té.

(2) Phwong phép lai dong nay v6i dong bét duc duc tao ra hat gidng c6 dd thuén cao
do dic tinh bat duc duc cua nd.

(3) Dong nay c6 thé dugc lai véi dong bao ton c6 hé gen nhan twong tu v6i hé gen
nhan cua dong va t& bao chét binh thudng nhd d6 dé dang duy tri va nhan gidng dong.
(4) Dong nay, khong tu thu phén, c6 thé rc ché sy hoa gia ctia hoa do su thu phin gay
ra, din dén do bén ciia hoa tét hon.

(5) Dong nay khong c6 phén hoa va do do, khong c6 canh hoa thbi hodc hodc bi phu
do sy phat tan phén hoa.

2. Phuong phép tao ra cdy Eustoma bat duc duc té bao chét

Phuong phap san xut cy Eustoma bét duc duc theo sang ché bao gdbm budc lai
cdy me 1a loai cdy Eustoma dai v6i cdy bd 14 cay Eustoma grandiflorum, budc sang
loc cac ca thé biéu hién tinh bt duc duc trong sé cac thé hé sau. Ca thé khong c6 nhi
hoa hodic nhi hoa dugc phét trién khong hoan chinh dugc sang loc déi véi ca thé biéu
hién tinh bt duc duc. Dé x4c nhan thém ré‘mg tinh bat duc duc 1 dic tinh duge thira
huéng tu té bao chét, ca thé duoc lai nguoc voéi dong Eustoma bat duc duc, va thé hé
sau clia né duge xac nhan dé biéu hién tinh bat duc duc.

3. Phuong phap san xuét hat giéng thé hé con thir nhét
Cay Eustoma bt duc duc té bao chit duoc san xuit bing phuong phép theo

sang ché co thé lién tiép dugc lai ngugc voi cdy Eustoma c6 dic tinh duge vu tién nho
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d6 thu dugc dong duoc wu tién c6 tinh bit duc duc té bao chét la thé hé sau. Dong
dugc wu tién ndy c6 tinh bat duc duc té bao chat c6 thé duge st dung 1am ciy me dé
thu duoc hat gidng thé hé con thir nhét (hat gidng F1).

4. Thtr nghiém do bén ctia hoa

Cay Eustoma bét duc duc té bao chét theo sang ché c6 thé duoc danh gia vé do
bén ciia hoa nhu duoc thé hién dudi day. Theo sang ché, "d6 bén ctia hoa" ¢ nghia la
"thoi gian nd hoa". Do do, "dd bén cta hoa dai" c6 nghia 1a "khoang thoi gian nd hoa
turong dbi dai tir khi b4t dAu nd hoa dén khi ngimg nd hoa". Liéu khoang thoi gian ng
hoa cua cdy Eustoma tuong dbi dai c6 dugc xac dinh bang phuong phap danh gia
twong dbi cua nhidu ca thé twong ing ctia cdy Eustoma bét duc duc binh thudng va cay
Eustoma bét duc duc té bao chét dugc tréng duéi cac didu kién méi truong tuong tu
hay khong.

Vi du v& thir nghiém d6 bén ciia hoa, phuong phép danh gia do bén cta hoa cit
s& dugc md ta. Theo phuong phép nay, s6 lwong thich hop cta céc ca thé bat duc duc
va c4 thé bt duc duc binh thudng thich hop ciia Eustoma dugc trdng dudi cée diéu
kién tuong tu dau tién duoc tao ra dudi dang vat liéu thir nghiém. Hoa cuia céc céd thé
Eustoma ndy duoc thu dong thoi hau hét vao ngay nd hoa (ngay quan sat thdy su mé
ctia canh hoa) trén cudng ciia chung. Cudng dugce diéu chinh dén chidu dai khong dbi
(vi du, khoang tu 4 dén 6cm). Sau do, vat liéu tht nghiém da dugc diéu chinh kich
thuée dugc gift dimg trong phong dugc kiém sot nhiét d6 c6 nhiét d khong ddi (tot
hon néu nim trong khoang tir 18 dén 22°C), d6 4m khong doi (t6t hon néu nim trong
khoang tir 55 dén 65%), va chu ky 12-gio séang/12-gid tbi sao cho cac phan cit than
cua ching dugc ngdm trong nudce. Quan sat cac thay d6i ctia béng hoa.

"Thoi diém bit ddu né hoa" duge xé4c dinh 13 thoi diém khi cac canh hoa dugc
mé ra. "Thoi diém ngung nd hoa" dugc xac dinh 1a thoi diém xuét hién cac canh hoa
(thoi diém héo quét hodc teo lai ciia cic canh hoa) dé do khoang thoi gian nd hoa cua
mdi bong hoa (giai doan tir khi bét ddu né hoa dén khi ngimg né hoa). S6 lidu trung
gian ctia giai doan né hoa dugc do twong ung co6 thé dugc x4c dinh va so sanh gitta cic
c4 thé bat duc duc binh thuong va ca thé bét duc duc dé danh gia do bén hoa cua cay

Eustoma bét duc duc theo sang ché.
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5. Su phat trién ctia c4c chi thi phan tir @8 phan biét t& bao chat

Céc trinh tu hé gen ty thé duoc so sanh gilta dong Eustoma bét duc duc té bao
chit ma duoc tao ra theo sang ché véi cay Eustoma da biét théng thuong. Ving dic
hiéu dbi v6i dong Eustoma bét duc dyc té bao chit c6 thé duge nhén biét, nhd d6 tao
ra chi thi phan t& dong vai tro lam yéu t6 phan biét. Chi thi phan t& c6 thé duoc phat
hién theo phwong phap di biét béi ngudi 6 trinh do trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay, nhu PCR. Viéc sit dung chi thi phan tir cé thd chung minh dwoc ring dong
Eustoma bét duc duc té bao chét theo séng ché riéng biét khong chi khac vé dic tinh
hinh thai hoc ma con khac vé dic tinh sinh hoc phén tir so véi cac cdy Eustoma da biét
thong thudng.

Trinh tu nucleotit duoc néu trong SEQ ID NO: 1 va 2 ¢6 thé dugc sir dung 1am
cac chi thi phan tir & phan biét dong Eustoma bat duc duc t& bao chét theo sang ché.
No6i cach khéac, dong Eustoma c6 trinh tu nucleotit co ngudn gbc tir trinh ty nucleotit
dugc néu trong SEQ ID NO: 1 hodc 2 bing cach lam mat, thay thé, hodc bd sung mot
hodc nhidu bazo khic nhau ciing c6 thé co ban lién quan dén dong gan nhu twong tu
véi dong Eustoma bat duc duc té bao chét theo sang ché, véi diéu kién 1a trinh tu
nucleotit dugc phong dai va dugc phat hién theo cach tuong ty nhu trong trinh tu
nucleotit ¢6 SEQ ID NO: 1 hodc 2. Vi du, trinh ty nucleotit c6 do ddng nhat la 80%,
t&t hon néu 14 90%, tdt hon nita néu 12 95% hodc ¢6 dd ddng nhét cao hon so v6i trinh
tu nucleotit dugc néu trong SEQ ID NO: 1 hodc 2 ¢6 thé dugc sir dung 1am chi thi
phan tir dé phan biét dong Eustoma bét duc duc té bao chét.

6. Su kich thich md seo, su nhan giéng, va biét hoa lai dong Eustoma bt duc duc té
bao chét

Dong Eustoma bt duc duc té bao chét duoc tao ra theo sang ché c6 thé dugc
nhén gidng v6 tinh bing phwong phap nudi chy md. Dong Eustoma bat duc duc té bao
chit c6 thé duoc nhan giéng vo tinh, vi dy, bing phuong phap kich thich md seo va
biét hoa lai dugc boc 16 trong tai liéu phi sang ché 4.

Cu thé 13, bé mit dia 14 cla dong Eustoma bat duc duc té bao chit ma duoc
trdng trong nha kinh duge vé tring, tiép d6 dugc dit vao mdi trudng kich thich mo seo,

va duoc nudi cay dé kich thich mo seo. Tiep d6, mo seo di tao ra dugc chuyén vao
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mdi treong dugc biét hoa lai va dugc nudi céy dé kich thich chdi. Sau d6, chdi da tao
ra dwoc chuyén vao moi truong ra ré dé kich thich su ra ré. Theo cach nay, cdy dugc
tai sinh. Nguoi ¢6 trinh d9 trung binh trong linh vuc ky thuét nay cé thé thiét 1ap diéu
kién nudi cdy thich hop dé kich thich md seo, nhan gidng, va biét hoa lai theo k§ thuat
da biét trong linh vuc k¥ thuét.

Noi dung cua tat ca cac patent va tai liéu tham khao dugc trich dan & day duoc
két hop dé tham khéo toan b. Ngoai ra, cac ndi dung dugc mo ta trong ban mo ta va
hinh v& ctia don xin cip patent Nhat S& 2012-213296 (dugc ndp vao ngay 27 thang 9
nam 2012) dya trén yéu ciu bao ho cho don uu tién cua sang ché trén co so duoc dua

vao day bang cach vién dan.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc md ta cu thé theo cac vi du dudi day. Tuy nhién, sang ché
khéng bi gi6i han & cac vi du nay theo cac cach bat ky.
Vi du 1: Phuong phép san xuét cay Eustoma méi c6 tinh bat duc duc

Cay Eustoma c6 tinh bt duc duc theo séng ché duoc tao ra tai Misato Research
Station cua Sakata Seed Corporation bing cich sang loc tir cdc cdy lai gilta cdy
Eustoma tu nhién thudc loai ¢6 tén chua xac dinh dugc gidi thiéu tt My va Eustoma
grandiflorum.
Quy trinh nhén gidng cdy Eustoma theo séng ché

Khoang 60 nhém trong tdng sd cac cdy lai dugc chudn bj trude trong s& muoi
hai dong ciy Eustoma ty nhién thudc loai c6 tén loai chua x4c dinh dugc luu giit boi
Sakata Seed Corporation va dong bb me (E. grandiflorum) c6 ngudn gbc khac nhau
cling dugc giit lai boi Sakata Seed Corporation dé thu duoc hat giéng F1. Hat giéng F1
nay duoc gieo, va kiéu hinh cta cac cdy F1 dugc kiém tra. Tiép d6 cac quan thé F1
dugc sang loc d8i voi hai hodc ba ca thé thich hop, tiép d6 dua thude vao phuong phép
lai theo khéi dé thu duoc hat giéng ciia thé hé sau (dudi ddy, duoc ding dé chi "thé hé
F2").

Hat giéng thé hé F2 duoc gieo va khoang tir 50 dén 100 cé thé duoc tréng. Dic

diém kiéu hinh dugc bao gdm trong cic quin thé F2 duoc kiém tra. Két qua 1a, su
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phan chia theo dudng kinh, mau séc, va loai hoa, va su chin sém dwogc quan sat trong
hau hét cic quéan thé F2. Trong sb cac quan thé nay, quan thé F2 ¢6 ngudn gbc tir hat
gibng F1 (du6i day, dugc dung d& chi Nném A) thu dugc bing su lai ciy Eustoma tu
nhién E-1 c6 tén loai khong xac dinh dugc lvu gitt béi Sakata Seed Corporation 1a cay
me c6 dong bd me G-1 (E. grandiflorum) 1a ciy bb dwoc dé xuét, khong nhu mong doi,
nhiu c4 thé bidu hién dic tinh bt duc duc ma trude diy chua duoc biét v& cay
Eustoma. Mot c4 thé dugc chon trong s6 cac ca thé nay va duogc lai véi 4 dong bd me
G-2, G-3, G-4, va G-5 dugc luu giir Sakata Seed Corporation 14 ciy bd dé thu duoc hat
giéng con (thé hé F2BCl1; dugc dung dé chi cac Nhéom B, C, D, va E, tuong ing). Céc
thé hé duoc chi ra bdi BCl, BC2, v.v., véi nhiéu giéng lai ngugc thanh E.
grandiflorum v6i dong CMS (Tinh bét duc duc té bao chét) dé tranh nham 14n.

Hat gidng thé hé sau (thé hé F2BC1) nay dugc gieo va dic tinh cla 12 cé thé
cho mdi dong dugc kiém tra. Két qua 13, tit ca cac dong va c4 thé dugc biéu hién 1a
dic tinh bt duc duc ma khong c6 nhi hoa hoic c¢6 nhi hoa dugc phat trién chua hoan
chinh. Bén cé thé thé hé F2BC1 ¢6 ngudn gbe tir Nhém C (duéi day, dwoc dung dé chi
ms-1), hai c4 thé thé hé F2BCI c6 ngudn gbc tir Nhém D (dudi day, duoc ding dé chi
ms-2), ba va bdn c4 thé thé hé F2BC1 ¢6 nguén géc tr Nhom E (dudi day, duge dung
dé chi ms-3 va ms-4) duoc lua chon va lai véi cay b, tic 13, dong bd me G-3 va G-6
d6i véi ms-1, dong cdy me G-4 va G-7 d6i v6i ms-2, dong cdy me G-5 va G-8 dbi véi
ms-3, va dong cdy me G-5 va G-9 d6i voi ms-4 @ thu dugc cdy gidng thé hé sau
twong ting cia ching (thé hé F2BC2).

Cay gidng thé hé sau (thé hé F2BC2) duoc gieo, va cac dic tinh kidu hinh cia
thé hé sau duoc kiém tra. Két qua 1a, quén thé thé hé sau c6 cac dong thu dugc béng
cach lai ms-1 v6i G-3 va G-6 c6 mot s ca thé bat duc duc c¢6 nhi hoa duge phat trién
chua hoan chinh, trong khi cac qu?m thé khac biéu hién dic tinh bat duc duc khi khong
¢6 nhi hoa. Céc c4 thé bit duc duc nay dugc lai véi khoang 100 dong bb me dé thu
duge hat giéng thé hé sau (thé hé F2BC3).

Hat gidng thé hé con (thé hé F2BC3) duoc gieo va dic tinh kidu hinh ctia thé hé
sau dugc thtr nghiém. Két qua 1a, thé hé sau duoc x4c nhan c6 dic tinh bat duc duc.

Diéu nay chiing minh ring dong bt duc dyc t& bao chét biéu hién tinh di truyén tir me
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&n dinh duoc san xuét thanh cong. Do d6, té bao chit ciia né dugc thiét ké dudi dang
té bao chit SSE-CMS. Hat gidng F2BC1 biéu hién tinh bat duc duc én dinh cia té bao
chit dugc luu trt béi National Institute of Technology and Evaluation (NITE)
International Patent Organisms Depositary (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi,
Tsukuba, Ibaraki, Japan) vao ngay 20 thang 07, 2012 (sb chi din duoc dua ra boi kho
Iuu gitt @ nhan biét: 08P-81S; S6 ndp lwu FERM BP-11506).
Vi du 2: Sy cdng nhédn kha ndng sinh san cua cay bét duc duc

Pé xac nhan su xuét hién 6n dinh cua dic tinh bat duc duc, cdy me la cay
Eustoma E-1 duoc lai voi dong bd me G-10 (E. grandiflorum) dé tao ra hat gidng F1
(duéi day, dugc ding dé chi Nhém F). Hat giéng thudc Nhém A va F dugce gico, va 6
c4 thé mdi nhém dugc chon va dya vao phuong phép lai theo khéi. Két qua 13, cic c4
thé c6 ngudn gbe tir Nhém A tao ra hat gidng thé hé F2 & hiéu sudt bang 0,22g cho 56
qua dau, trong khi cac ca thé c6 ngudn gbc tir Nhém F tao ra hat gibng thé hé F2 &
hiéu suét bang 0,47g cho 59 qua d4u. Hat giéng thé hé F2 cta mdi nhém duge gieo va
duoc thtr nghiém vé téc do nay mam cua cac c4 thé bt duc duc. Két qua 13, 19 trong
s6 92 c4 thé thé hé F2 c6 ngudn gbe tir Nhém A va 14 trong s6 88 ca thé thé hé F2 ¢6
nguén géc tir Nhom F ¢6 biéu hién dic tinh bat duc duc.

Cac két qua nay chi ra réng dic tinh bét duc duc xuét hién kha bn dinh.
Vi du 3: thi nghiém do bén cua hoa dbi voi giéng Eustoma c6 tinh bat duc duc

Céc dong bat duc va dong hitu duc duc phu thugc vao thtr nghiém do bén cua
hoa.
(1) Vét liéu thr nghiém

Hai loai cdy Eustoma dugc sit dung 1am vat li¢u thir nghiém bao gdm: ¢4 thé F1
ctia cdy Eustoma hiru duc duc binh thuong va ca thé F1 cia ciy Eustoma bét duc duc
t& bao chit. Hoa (tit ca déu bt ddu no hoa) thudc hai loai ca thé Eustoma nay thu
duge tir canh ddng tréng Eustoma cing véi cudng ciia chiing. Cudng hoa dugc diéu
chinh dén chiéu dai béng 4cm. Pau nhuy ctia cac ca thé Eustoma hitu duc duc duge
thu phan bang tay v6i gia thuyét rang cc c4 thé nay s& duoc van chuyén. Ngoai ra, cac

c4 thé Eustoma bét duc duc té bao chit cling dugc hodc khong dugc thy phén tht cong
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hodc khong dugc thu phén br?mg tay béng phén hoa ctia dong bat duc duc, va ca hai ca
thé nay déu phu thudc vao thir nghiém.
(2) Phuong phép thir nghiém

Thir nghiém do bén cua hoa dugc thuc hién cho mdi vat liéu thtr nghiém duoc
dat vao 6ng thir nghiém dd ddy nuéc voi va duoc thyuc hién trong phong dugc diéu
chinh nhiét d6 ma ¢6 nhiét do bing khoang 20°C, do 4m bang 60% (£ 5%), va chu
trinh 12 gio md/12 gio tit cia dén huynh quang chung (I-line White Rapid 40W).
Trong thtt nghiém nay, nuéc khong dugc thay do su nhiém tap, v.v.., ma khong nhin
thdy dugc trong nudc.
(3) Phuong phép déanh gia va xéc dinh

"Thosi diém bt dAu no hoa" duge dinh nghia 14 thoi diém khi cdc canh hoa md
ra. "Thoi diém ngimg nd hoa" dugc xé4c dinh trén co s& xuét hién canh hoa (thoi diém
héo quét hoic teo lai ctia hoa) bdi ngudi gay gibng.
(4) Céc két qua tht nghiém

Cay Eustoma bét duc duc té bao chét duoc thu phén bang phén hoa cta dong
hitu duc c6 do bén cta hoa khong khac nhiéu so voi @o bén cta hoa tir ciy Eustoma
bét duc duc. Didu nay ching minh ring cic didu kién thir nghiém 1a diéu kién trong
b6i canh di truyén cta dong dugc sir dung ma khong anh hudng dén do bén cua hoa.
Do cay Eustoma bat duc duc t& bao chét khong tao ra phén hoa, do d6 do bén cua hoa
vé trung binh bing 7 ngay 1au hon so v6i do bén cta hoa cta dong hitu duc dyc (Bang
D).

Bang 1 Thit nghiém d6 bén ciia hoa

S lugng cé thé & thoi diém ngimg nd hoa
Ph . 4 5 6 7 8 9 10 11
Vit licu uong phap o \ \ \ X \ \ .
athicn | oty gay | ngay | ngdy | ngay | ngay | ngay | ngay | ngay
sau sau | sau | sau | sau sau sau sau
do do do do do do do do
Dong 4
hitu duc g;h‘-l pthan 2 | 17 | 15| 9 5 2 1
duc ang tay
Thu phan
Dong bang tay phén
bat duc | hoa c6 ngudn 3 11 14 10 11 8 3
duc gbc tir dong
hitu duc
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Dong o A
bt duc | <hong can 3 3 4 6 7
thu phan
duc
S6 luong ca thé & thoi diém nglmg nd hoa , S6 ngay
Tong trung
sd cac | binh
yae |Phoone | 12013 a)s s |7 s SRR G
lidu p,hap XU | ngdy | ngdy | ngay | ngdy | ngay | ngay | ngay duoc thoi
' ly sau | sau | sau | sau | sau | sau | sau , X
46 6 6 6 6 6 46 thtr diém
6 ) 6 6 6 6 6 nghiém | ngimg
nd hoa
Dong )
hiru | Thu phén 61 5.8
duc | bang tay
duc
Thu phén
X bang tay
Diong phén hoa
bat ; A
c6 ngudn 60 6,9
dl_lC A N
duc goc tu
' dong hiru
duc
| cAn thy 6 | 8 5 5 1 2 4 | 7| 60 12,8
duc X
phan
duc

Vi du 4: Phét trién cac chi thi phan tir & phan biét dong SSE-CMS Eustoma

Dong SSE-CMS Eustoma dugc tao ra theo séng ché biéu hién dic diém kiéu
hinh ma khéng dugc tim thdy & cac cdy trong thong thudng hoic loai dai. Trong khi do,
chi thi phan tir dé phan biét dong SSE-CMS Eustoma dugc tao ra @& ching minh ring
dong nay ciing khac véi cac cay Eustoma da biét thong thuong tir quan diém inh hoc
phén tur.

Cac mdi lién ting v6i ADN ty thé dwgc mo ta trong Tai lidu phi sang ché 5 dwoc
str dung dé thuc hién phuong phép phén tich PCR v6i dong SSE-CMS Eustoma va
dong Eustoma hién tai 12 cdc khuon. Két qua 13, cac chi thi khac nhau vé kich thudc
cua cac doan ADN da dugc phéng dai duoc tim théy. Hai loai chi thi, tac 1a,
nad4L/orf25 va nad7/4-5, dugc chon trong sb céac chi thi nhiéu dang nay, va trinh tu
nucleotit cia doan da phong dai dwgc phén tich. Két qua 13, cac vung dédc hiéu véi

dong SSE-CMS Eustoma dugc nhan biét. D& sir dung cac ving ngdy lam yéu t6 phan
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biét, cac mdi duoc thé hién trong Bang 2 dugce thiét ké, va phwong phép phéan tich PCR
(30 chu trinh lap, mbi chu trinh bao gém su bién tinh nhiét & nhiét d6 94°C trong thoi
gian 1 phut, gén & nhiét dd 65°C trong thoi gian 1 phut, va phan ung kéo dai & nhiét do
72°C trong thoi gian 1 phut) dugce thuc hién. Két qua 13, 2 dang chi thi phan t, "Chi
thi 1" va "Chi thi 2", chi cho phép phdong dai doan ADN tir dong SSE-CMS Eustoma
duoc tao ra thanh cong. Chi thi 1 1a chi thi cho phép phong dai doan ADN 323-bp
dugc néu trong SEQ ID NO: 1 sir dung cic mdi orf25-F va orf25-R (Fig. 3). Chi thi 2
la chi thi chi cho phép phdong dai doan ADN 492-bp dugc néu trong SEQ ID NO: 2 su
dung cac mdi nad7-F va nad7-R (Fig. 3).

Céac chi thi duoc chuin bi béng cac phuong phép dugc md ta & trén dugce su
dung dé thyc hién thir nghiém PCR, st dung lam khudn, 190 dong Eustoma hién tai (E.
grandiflorum) dugc nhin gidng boi Sakata Seed Corporation va 34 dong loai Eustoma
dai dugc luu gitr bdi Sakata Seed Corporation. Két qua 13, dong mang hai loai trinh tu
nucleotit ndy dwoc x4c nhén chi 12 dong SSE-CMS Eustoma. Phan két qua thir nghiém
duogc thé hién trong Fig. 2. Cac thir nghiém trong cic hinh v& tir Fig. 2(A) dén 2(C)
dugc thue hién theo cac diéu kién duéi day:
Fig. 2(A): Chi thi 1: Chi thi dic hi€u cho dong SSE-CMS Eustoma

Trinh tu nucleotit (323 bp) dugc néu trong SEQ ID NO: 1 dugc phéng dai bang
PCR (30 chu trinh, mdi chu trinh bao gém bude 1am bién tinh nhiét & nhiét do 94°C
trong thoi gian 1 phut, géin ¢ nhiét do 65°C trong thoi gian 1 phat, va phan Ung kéo dai
& nhiét d§ 72°C trong thoi gian 1 phit) sit dung cac moi orf25-F va orf25-R.
Fig. 2(B): Chi thi 2: Chi thi dic hi¢u cho dong SSE-CMS Eustoma

Trinh tu nucleotit (492 bp) duge néu trong SEQ ID NO: 2 duoc phong dai bang
PCR (30 chu trinh, mdi chu trinh bao gém budc bién tinh nhiét & nhiét 46 94°C trong
thoi gian 1 phut, gin & nhiét d6 65°C trong thoi gian 1 phut, va phan Gng kéo dai &
nhiét d 72°C trong thoi gian 1 phiit) sir dung cac moi nad7-F va nad7-R.
Fig. 2(C): nad5/4-5: Chi thi chung cho tét ca cac cdy Eustoma

DPoan ADN bing khoang 1,5kb dugc phoéng dai tir tt ca cac dong bang phwong
phép PCR (30 chu trinh, mdi chu trinh bao gdm budc bién tinh nhiét & nhiét 46 94°C
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trong thoi gian 1 phit, gén & nhiét do 60°C trong thdi gian 1 phit, va phan tmg kéo dai

& nhiét d6 72°C trong thoi gian 1 phit) st dung cic mdi nad5/4 va nad5/5.

Sau do, dong SSE-CMS Eustoma dugc tao ra bdi sang ché dugc thé hién khac

v6i cac cdy Eustoma d3 biét thong thuong.

Bang 2 Mbi duogc sit dung theo sang ché va trinh tw nucleotit ctia ching

Tén chi thi Tén moi Trinh ty nucleotit (5'—3")
orf25
CTGTYTTTTCGCACTTAGGC
nad4L/orf25 (SEQID NO: 7)
?gg‘gm NO:8) GTCCGRGGTACTATTGCTGT
nad7/4
- (SEQ D NO: 9) TGTCCTCCATCACGATVTCG
nadi nad7/5 CAAATTCTCCTTTAGGTGC
(SEQIDNO:10) | © TT
orf25-F CTACTGAATCCAAGCGAGTGG
Chi thi 1 (SEQID NO: 3)
(SEQID NO: 1) ?;gggj NOi4) | TAGGTAGAGCTGGGCGAGAA
nad7-F AACCACTAACACCTTCCTCGT
Chi thi 2 (SEQ ID NO: 5)
(SEQID NO:2) ?SEZ)‘II‘D NO:6) GCTCTATCTACGTATCTTGAAGTTTC
?ggg/“m NO:11) | CCAATTTTTGGGCCAATTCC
nad>/4-5 nad5/5 AAAGGCATAATGAT
(SEQIDNO: 12) | CATTGCAAAGG

Vi du 5: Kich thich mé s¢o, phét trién, va biét hoa lai dong SSE-CMS Eustoma

Pé nhan gidng vo tinh, bing phwong phap nudi cdy mo, dong SSE-CMS

Eustoma dugc tao ra theo sang ché, dia 14 cta dong SSE-CMS Eustoma duoc tréng

trong nha kinh dugc thu gom. Bé mit ciia dia 14 dugc vo tring trong thoi gian 10 phut

stt dung dung dich natri hypoclorit 1% va dugc rira bing nuée vo tring. Dia 14 d vo

trung dugc dat vao moi truong MS dugce bd sung 1,5mg/l NAA dé kich thich mé seo.

Mo seo duogc chuyén vao moi truong BS duoc bd sung 0,5mg/l GA3 va 1,5mg/l BA dé

kich thich chdi. Chdi da tao ra dugc chuyén vao mdi truong B5 khong chira ho6c moén

thuc vét dé ra ré dé tai sinh cy, tiép d6 duoc x4c nhén 12 bat duc duc.

M0 seo dugce tao ra bdi phuong phap dugc mo ta & trén duge luu trit quéc té boi

National Institute of Technology and Evaluation (NITE) International Patent
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Organisms Depositary (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan)
vao ngay 26 thang 07 ndm 2012 (sb chi din duoc dwa ra béi kho luu gift @& nhan biét:
12S-134C; sb ndp luu FERM BP-11507).

Kha ning Gng dung trong cong nghiép

Sang ché dé xuit cay Eustoma c6 tinh bat duc duc té bao chit, nhan gidng duoc
cdy Eustoma va gidng F1 clia n c6 kha ning sinh san bing hat giéng, do bén cua hoa,
va/hoidc dic tinh trang tri wu viét va hat gibng san xuét chit luong cao cua gidng F1

cda no.
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YEU CAU BAO HO
1. Cay Eustoma c6 tinh bét duc duc t& bao chit hodc thé hé sau cia né, trong dé cay
Eustoma nay hodic thé hé sau cta n6 chira té bao chét c6 sb ndp lvu FERM BP-11506.
2. Cay Eustoma c6 tinh bat duc duc té bao chit hodc thé hé sau cia no, trong do cy
Eustoma nay hodc thé hé sau ctia né ¢6 sb ndp luu FERM BP-11506.
3. BJ phan cia cdy Eustoma hoac thé hé sau cta né theo diém 1 hodc 2.
4. Hat gidng ciia cdy Eustoma hodc thé hé sau ctia n6 theo diém 1 hodc 2.
5. Té bao chét chira trong cdy Eustoma hodc thé hé sau cua né theo diém 1 hoic 2,
trong bd phan ctia ciy theo diém 3 hodc trong hat gidng theo diém 4.
6. Ty thé chira trong cdy Eustoma hodc thé hé sau ctia n6 theo diém 1 hogc 2, trong bo
phéan ctia cdy theo diém 3 hoc trong hat gidng theo diém 4.
7. Mb seo ctia cdy Eustoma c6 tinh bit duc duc té bao chét, trong d6 cdy Eustoma nay
chita té bao chat c6 s6 ndp luu FERM BP-11507.
8. M0 seo cua cdy Eustoma c6 tinh bét duc duc t€ bao chét, ¢6 sb ndp lvu FERM BP-
11507.
9. Té bao chét chira trong mé seo theo diém 7 hoic 8.
10. Ty thé chira trong mé seo theo diém 7 hodc 8.
11. Phuong phép tao ra hat giéng thé hé con thu nhét bao gdm budc lai ciy me 1a cay
Eustoma hoic thé hé sau cia n6 theo diém 1 hodc 2, véi cay bd 1a cay Eustoma c6 kha
ning lai dugc v6i cdy me ndy, va do d6 tao ra hat giéng thé hé con thir nhit tur cdy me
dugc lai nay.
12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 cdy bd 13 Eustoma grandiflorum (E.
grandiflorum).
13. Phuong phép tao ra cdy Eustoma, ciy Eustoma nay cé dic tinh hitu ich va biu
hién tinh bat duc dyc t& bao ché, trong d6 phwong phap nay bao gdm budc: lai ngugc
lién tiép cdy Eustoma hodc thé hé sau cuia n6 theo diém 1 hodc 2 véi cdy Eustoma c6
ddc tinh hitu ich.
14. Phuong phép tao ra cdy Eustoma, cdy Eustoma niy cé dic tinh hitu ich va bidu

hién tinh bat dyc duc té bao chét, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc bude:
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tao ra cdy Eustoma hodc thé hé sau ctia n6 ma duge kich thich tir mé seo clia cay
Eustoma chira t& bao chit c¢6 sé ndp luu FERM BP-11507 va dugc nhan gidng vo tinh
béng k§ thuat nudi cdy mo;

lai nguoc lién tiép cdy Eustoma d3 dwoc tao ra hodc thé hé sau cta n6 véi ciy
Eustoma c6 dic tinh hiru ich dé tao ra cAy Eustoma c6 dic tinh hitu ich va biéu hién
tinh bét duc duc té bao chét.
15. Phuong phap tao ra ciy Eustoma theo diém 13 hogc 14, trong d6 cdy Eustoma c6
dac tinh hitu ich ¢6 ngudn gdc tir Eustoma grandiflorum (E. grandiflorum).
16. Hé gen ty thé duoc chira trong ty thé theo diém 6.
17. Hé gen ty thé duoc chira trong ty thé theo diém 10.
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(4) Chi thi 1 GMs_Lodi dai (7 dong) Cay trdng (7 dong)
[—| - 1 |
2.8 45678910

0,1kb =&

®) Chi thi 2 CcMS Loai dai (7 dong) Cay trbng (7 dong)
S 1. l
: : 5 .6 17 910 11.12 13 14 15

492bp
0,1kb ==

(C)nadb/4*5 cMS Loai dai (7 dong) Cy trbng (7 dong)
I'IF P —1

1,5kb -» 8
1,0kb >

0,5kb > [

0,1kb - [

Fig.2
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(A) SEQID ,86: ’l (chithi 1) V}‘lng duoc gach dudi thé hién cac vi tri mdi
duoc thiét ké theo sang che.
CTACTGAATCCAAGCGAGTGGAATACTTGGAGCGAGCGAGGAGCGAGTGGAATACTTGGAGCEAGCE
AGGAGCGAGTGGAATACTTGGAGCGAGCGAGGAGCGAGTGGAATACTTGGAGCGAGCGAGGAGCGAG
TGGAATGAACGAAAAACCTAAGAAARTCAACTTCAATCAGTGAGCTAGAT GAGAAAGGAGACTGAAG
AAACTGAAAGAGTAGTAGGAGGATGAAAAAGGAAGCAAGTGGAGTAGCAGCGAACGTGGCAGTAGGA
AACCCGCTTCCTTTCTTACCCTAAACCCACTTCCTTTCTCGCCCAGCTCTACCTA

(B) SEQ ID Sé: 2 (chi thi 2) Ving duge gach dusi thé hién cac vi trf mdi
duoc thiét ké theo sang ché.

AACCACTAACACCTTCCTCETTGEGGCTCCGTGCACTGEGARAACGCTAACGCGACGTTTTTAACTA

GAGTTACAAAGCTCCAATAAGGTATCGAGAGGGCTATCATCGAGAGGARGCGAGTTCCATACTTGAA
ACGAGCATGGGAGCGAGCGEAGTACTTTCAGCGAGCCTAAARAGCGAGTTCCATACTCCCATGTTCG
CTCCAGGTGTTCCGCTCACTTGGAACGAAAAACCTAAGAAAATCAACTTCAATCAGTGAGCTAGATG
AGAAAGGAGACTGAATCAACATCAAGAGTAGTAGGTTTGAGAGGATGAGAAGGTAACCGARGAAAAG
AAAAAAAATCAGTGAGCTAGATGAGAAT TAGGAAAAGAGACTTGATCTTATTCAATCAGTGATGAGA
AAGGAGCAAGTGGAGAATCAACATABATCGAAGTAGAGTGAGCTAGAT GAGARAGGAGACTGAAGAA
ACTTCAAGATACGTAGATAGAGC

Fig.3
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<151>
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<210> 1

<211> 323

<212> ADN

<213> chua biét

<220>

<223> chi thi 1

<400> 1

ctactgaatc
gcgagegags
gagcgaggag
agatgagaaa
tggagtagga
cctttcetege
<210> 2

<211> 492
<212> ADN

<213>

<220>

<223> chi

<400> 2

caagcgagtg
agcgagtgga
cgagtggaat
ggagactgaa
gcgaacgtgg

ccagctctac

chua biét

thi 2

gaatacttgg
atacttggag
gaacgaaaaa
gaaactgaaa
gagtaggaaa

cta

agcgagcgag gagcgagtgg aatacttgga
cgagcgagga gcgagtggaa tacttggagce
cctaagaaaa tcaacttcaa tcagtgagct
gagtagtagg aggatgaaaa aggaagcaag

cccgettect ttcttaccct aaacccactt

aaccactaac accttcctcg ttggggetcc gtgcactggg aaaacgctaa cgegacgttt
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ttaactagag ttacaaagct
gttccatact tgaaacgagc
agttccatac tcccatgttc
aaatcaactt caatcagtga
aggtttgaga ggatgagaag
aattaggaaa agagacttga
caacataaat cgaagtagag
cgtagataga gc

<210> 3

<211> 21
<212> ADN

32008

ccaataaggt atcgagaggg ctatcatcga
atgggagcga geggagtact ttcagegage
gctccaggtg ttccgctcac ttggaacgaa
gctagatgag aaaggagact gaatcaacat
gtaaccgaag aaaagaaaaa aaatcagtga
tcttattcaa tcagtgatga gaaaggagca

tgagctagat gagaaaggag actgaagaaa

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 3
ctactgaatc caagcgagtg

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

g

<213> Trinh tu nhan tao

220>
<223> moi

<400> 4
taggtagagc tgggcgagaa

<210> 5
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> mbi
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<400> 5
aaccactaac accttccteg t 21

<210> 6

<211> 26

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 6
gctctatcta cgtatcttga agtttc 26

210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 7
ctgtyttttc gcacttaggc 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<229>
<223> moi

<400> 8
gtccgrggta ctattgctgt 20

<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 9
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tgtcctccat cacgatvtcg

<210> 10
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 10
ccaaattctc ctttaggtgc

<210> 11
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 11
ccaatttttg ggccaattcc

<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> moi

<400> 12
cattgcaaag gcataatgat
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