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Linh vye k§ thuit dwoce dé cip

Sang ché @& cap dén phuong phép san xuét thirc an hodc dd udng trén co sé mach
nha thich hop cho ddi twong méic bénh tidu chay md st dung. Cu thé 13, sang ché d&
cip dén phwong phéap san xuét thirc an hoic dd udng trén co s& mach nha chira hordein
v6i ham luong rat thép. Sang ché con @& xuét cdy lta mach sinh ra hat c6 thé dugc sir

dung trong phuong phap theo sang ché.
Tinh trang ky thuit céia sang ché

Bénh tiéu chdy m& (CD: Coeliac disease) 1& mot bénh ly duong rudt qua trung
gian té bao T gdy ra boi sy sit dung prolamin cé trong cac loai hat nhu Iia mi, lia mach
va lda mach den. C4c triéu ching 14m sang cia bénh CD bao gdbm mét moi, tiéu chay,
chuéng bung, giam cén, thiéu mau va rdi loan than kinh (Green et al., 2006). CD c6 lién
quan dén ty 18 gia ting bénh 4c tinh dudng rudt, nhu nguy co méc bénh ung thu rudt
tang gip 10 14n, nguy co méc u lymph6 khong Hodgkin ting tir 3 dén 6 1an va nguy co
méc u lymphd t& bao T rudt ting gip 28 14n (Green et al., 2009) cling nhu tang ty 1&
bénh thiéu mau, ching lodng xuong, thiéu hut than kinh, va céac rdi loan ty mién khac
nhu bénh déi thdo dudng (Skovbjerg et al., 2005). Trong trudng hgp ciia prolamin dugce
nghién ctru nhidu nhat, o-gliadin, ddc tinh phin 16n qua trung gian bdi mot glutamin
duy nhét trong mot peptit duy nhét (Anderson et al., 2000; Shan et al., 2002) tao ra mdt
loat cc phan ting phd hity ma cudi ciing pha huy 16ng nhung ctia rudt non, giam sy hép
thu chét dinh dudng va tic dong 1én sirc khoe. Cac epitop doc hai cua bénh tiéu chay
md dbi vai tt ca cac protein prolamin da biét cua lua mi, laa mach va lua mach den
hién nay da duoc 1ap ban do rong rai bang cach sir dung quin thé t& bao T khong dich
chuyén phén 14p tir mau ngoai bién chira HLA-DQ2" & nguodi bi bénbj ti€u chay md sau
mdt khoang thoi gian ngén thir thach boi ché d6 an kiéng bing lta mi, laa mach va
lua mach den (Tye-Din et al., 2010). Ngac nhién 13, chi ba peptit c¢é tinh sinh mién dich
cao, dugc tao ra tr a-gliadin (ELQPFPQPELPYPQPQ, SEQ ID NO: 1), o-gliadin/C-
hordein ~ (EQPFPQPEQPFPWQP, SEQ ID NO: 2), va  B-hordein
(EPEQPIPEQPQPYPQQ, SEQ ID NO: 3), c6 thé giai thich nguyén nhén cia 90% phan
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ing d4c hidu ctia bénh tiéu chay md, gy ra boi sy bd sung ddy dii cua cac protein cia
lia mi, Ita mach va lda mach den.

Bién phap diéu trj bénh CD duy nhét hién nay 13 subt doi tranh st dung gluten tho
chira ho cac protein trong tu dwgc tim thdy trong lta mi (gliadin, glutenin), lua mach
den (secalin), lia mach (hordein), va yén mach (avenin). Tuy nhién, c4c ché d6 an ubng
ndy rit ton kém (Lee et al., 2007) va di kém véi viéc hép thu luong chét xo thip va
lugng dudng cao (Kupper et al., 2005; Wild et al., 2010; Ohlund et al., 2010), nén cac
ché d6 n udng nay lai giy nhidu nguy co voi strc khée. Viée tranh st dung gluten tho
dan dén sy binh thudong héa cac sb liéu thdng ké strc khoe trong hau hét cc truong hop,
nhung khong phai trong tit ca cic trudng hop méc bénh tiéu chay md (Lanzini et al.,
2009; Rubio-Tapia et al., 2010). Khoang 1% dén s trén toan thé giéi méc bénh tiéu
chiy md, tuy nhién, c6 téi 50% ngudi truéng thanh vin khong dwgc chin doan hoic
khong thé hién cac triéu ching hién nhién (Catassi et al., 1994; Fowell et al., 2006).

Ho chinh cua céc protein cé trong hat ngii cbc cua bo Triciceae 1 albumin,
globulin va protein kidu gluten, dwgc goi chung 13 prolamin (Shewry and Tatham,
1990). Albumin va globulin dwgc phan bb rong ri trong sb cac cdy ra hoa, nhung
prolamin chi dwgc phat hién & cd, cu thé 13 ho phu Pooideae (Hausch et al., 2002).
Prolamin, dugc goi tén nhu vay vi ching chita prolin va glutamin cua axit amin véi ty
1¢ cao, khéng véi sy hity protein trong qué trinh cét (Hausch et al., 2002). Dau tién gen
a-gliadin 14 gen prolamin dAu tién dwgc tach dong va hién nay da biét vé vai trd cia
protein nay trong bénh ti€u chdy m& (Kasarda et al., 1984). Pdc tinh cta prolamin nay
duoc tap trung & peptit riéng 1& 57-QLQPFPQPQLPYPQPQS-73 (SEQ ID NO: 4) ¢6
gbc glutamin Q65 1 axit amin cha yéu. Su dot bién cua glutamin riéng 1€ nay, vi duy,
thanh lysin, pha hiy ddc tinh d6i v6i duong rudt cua prolamin nay (Anderson et al.,
2000). Cac peptit duge thity phan mot phin vuot qua biéu md va xam nhép vao 16p dém
ni€ém mac b%mg co ché chua dugc biét dén; & day, Q65 dugc loai amin bdi
transglutaminaza md (tTG) thanh E65 (glutamat), 1am ting kha ning kich thich mién
dich cua peptit (Skovbjerg et al., 2004). Dién tich 4m tao diéu kién thuat loi cho su gén
két cta peptit v6i thu thé DQ2 (hoic it phd bién hon 1a véi thu thd DQS) trén bé mat
cta t& bao trinh dién khang nguyén (Antigen Presenting Cell), cho phép trinh dién
peptit cho té bao T CD4+, duge gi6i han bdi DQ2, dic hi¢u gluten cu thé, c6 dich 1a
rudt. Té bao CD4-T dwoc hoat héa theo cach nhu vay trai qua qué trinh mé rdng vo tinh
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va lan lugt hd trg sy m& rong cla té bao B dic hidu gluten va dic hiéu TG2 cung véi sy
sinh ra khang thé khang TG2 va khang gluten dic trung cta bénh tiéu chdy md. Pap
tng Th1 qua trung gian té bao ciing x4y ra, nhd sy tiét cac xytokin viém (Tjon et al.,
2010). Do d6, mot tuong tic protein duy nhét, duoc tao didu kién thuan loi boi viée dua
vao géc mang dién am duy nhét, khoi mao mét loat cac téng ddc hiéu va c6 dich, cubi
cting 1a dan dén su ph4 hity 16ng nhung rudt.

Lua mach (Hordeum vulgare 1.) 1a mot loai ngii cdc duoc tréng rong rai duge st
dung dé tao ra mach nha cho nganh cdng nghiép rugu-bia va thuc phdm. Liua mach da
dugc mach nha héa 14 thanh phan chinh trong bia, cung cp ngudn carbohydrat dé 1én
men. Khong may 13 d6i véi dudng rudt, bia lam tir lda mach ciing chira hordein (gluten)
v6i lugng nhé nhung lai doc hai dbi véi duong rudt (Dostalek et al., 2006). Lugng
hordein chiém mét nira lwgng protein c6 trong hat [ia mach (Moravcova et al., 2009),
va dugc cu thanh béi bbn ho da gen: B-hordein (30-45kDa; chiém 70% ham luong
hordein) va C-hordein (45- 75kDa; chiém 20% ham luong hordein) 13 c4c hordein
chiém wu thé trong hat, trong lac d6 D- (105kDa) va y-hordein (35-40kDa) 1a cac thanh
phz‘in thir yéu (Shewry et al., 1999). Cao luong, ké, va kiéu mach da dugc mach nha héa
duoc sit dung 1am ngudn nguyén lidu thay thé khong chtra gluten dé san xuit bia
(Wijngaard et al., 2007), tuy nhién, kho 13p lai chit lugng va qué trinh san xuét bia tir
laa mach c6 chi phi thip bang c4c hat nay.

Dinh nghia chuin cia WHO dbi vé6i thuc phim khong chira gluten dwoc chip
nhén bdi Uy ban tiéu chuin thuc phdm Codex (Codex Alimentarius) nim 2008 doi héi
rang thye phdm dugc san xuét tir ngii c6¢ nhur laa mi va lia mach phai chira gluten véi
ham lugng dudi 20mg/kg (20ppm) dé duge dan nhan 1a “khodng chira gluten”. Phuong
phép dinh lugng chinh x4c dé danh gi4 ham lwong gluten cua thuc pham va dd ubng la
str dung phwrong phéap phd khéi duge béo céo bsi Colgrave et al. (2012).

W02009/021285 mod ta qud trinh tao ra hat lGa mach ¢6 ham lugng hordein giam
dén nhd hon 10% so véi murc kiéu dai, cu thé 13 vé& hordein B va C. Tuy nhién, van cin
dén hat c6 ham lwong hordein thap hon nhiéu dé san sut thyuc pham va dd ubng ma c6
thé dugc str dung boi ngudi méc bénh CD.

Do d6, can dén lta mach c6 ham lugng hordein gdy bénh CD gan nhu 13 thip nhit

ma c6 thé dugce sir dung trong thuc phim va b ubng cho dbi tugng d& méc bénh CD.
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Ban chit k§ thuét ciia sang ché

T4c tac gia sang ché da tao ra hat lua mach chira hordein véi ham lwong rat thap.
Hat nay c6 thé duogc st dung dé san xuét rat nhiéu loai thuyc phim va dd ubng trén co
s& mach nha ma c6 thé duoc sir dung béi di twong méc bénh tiéu chay md.

Theo khia canh d4u tién, sang ché dé xudt phuong phap san xuét thanh phin thuc
phém hoic dd uéng trén co s& mach nha, hodc thuc phém hoic dd uéng trén co sé mach
nha, trong 6 phuong phap nay bao gdm cac budc (i) xi Iy hat lia mach dé tao ra mach
nha, hém rugu, bdt hodc bdt nguyén cam, va/hodc (ii) tron hat lda mach, hodc mach
nha, hém ruou, bdt hodic bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén véi it nhit mot thanh
phén thue phém hodc dd uéng khac, trong d6 hat Iia mach, mach nha, hém rugu, bot
hodc bdt nguyén cam ndy chira hordein v6i ham lugng nho hon hodc bing khoang
50ppm, bang cich d6 san xuét thanh phin thuc phdm hoic db udng trén co s& mach
nha, thuc phdm hoic db ubng trén co s mach nha.

Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuit phuwong phap san xuit thanh phén thyc
phdm hozc d6 udng trén co s& mach nha, hodc thyc phim hozc db udng trén co sé mach
nha, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc bude (i) xt ly hat lia mach chira hordein
véi ham lwong nho hon hodc béng 50ppm dé tao ra mach nha, hém ruou, bot hodc bot
nguyén cam, va/hodc (ii) trdn hat lha mach, hodc mach nha, hém ruou, bdt hodc bot
nguyén cam tao ra tir hat néu trén voi it nhat mot thanh phé‘m thuc phém hoic dd uéng
khac, trong d6 hat lia mach, mach nha, hém rugu, bot hodc bdt nguyén cam nay chira
hordein v6i ham Iugng nhé hon hoic bing khoang 50ppm, bing cach d6 san xuét thanh
phan thuc phim hoic db ubng trén co s mach nha, thuc phim hozic db udng trén co so
mach nha.

Theo m{t phuwong 4n, hat, mach nha, hém ruqu, bdt hodc bt nguyén cdm chira
hordein v6i ham lugng nhé hon hoic bang khoang 20ppm, nhé hon hodc bing khoang
10ppm, nhé hon hoic bing khoang Sppm, nim trong khoang tir 0,05ppm dén 50ppm,
hoic tlr 0,05ppm dén 20ppm, tir 0,05ppm dén 10ppm, tir 0,05ppm dén Sppm, tir 0,1ppm
dén 5ppm, bang khoang 3,9ppm, hoic bang khoang 1,5ppm.

Theo phuong 4n khéc, trong lugng trung binh ctia hat bang it nhit khoang 35meg,
it nhat khoang 39mg, it nhit khoang 41mg, it nhit khoang 47mg, nim trong khoang tir
35mg dén 60mg, tir 40mg dén 60mg, tir 45mg dén 60mg, bing khoang 39,1mg, bing
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khoang 41,8mg hoic bang khoang 47,2mg.

Theo phuong 4n khéc nita, hat, mach nha, hém rugu, bdt hodc bdt nguyén cam
chira hordein véi ham lwgng nhé hon hodc bing khoang 20ppm, va trong lugng trung
binh cuia hat nim trong khoéang tir 40mg dén 60mg. Theo phuong 4n khac, hat, mach
nha, hém rugu, bt hodc bdt nguyén cdm chira hordein véi ham luong nhé hon hodc
bang khoang 20ppm, va trong lwong trung binh cta hat nim trong khoang tir 45mg dén
60mg. Viéc d& cap cu thé dén cac hdn hop nay khong loai trir cac hdn hop khéac c6 cac
dAu hiéu nay.

Theo phuong 4n khac nita, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 90%, it nhAt
khoang 95%, nim trong khoang tir 80% dén 98%, hoic tir 80% dén 93%, hat khong di
qua ry c6 kich thudc mét ludi 2,8mm.

Theo phuwong 4n khéc nita, hat, mach nha, hém rugu, bot hodc bot nguyén cam
chira hordein véi ham lwgng nhé hon hoic bing khoang 20ppm, trong lugng trung binh
cta hat ndm trong khoang tir 40mg dén 60mg, va it nhit khoang 80% hat khong di qua
rdy c6 kich thuédc mét lugi 2,8mm. Theo mot phuong an khac, hat, mach nha, hém
rugu, bot hodc bot nguyén cam chita hordein véi him lugng nho hon hoic bang khoang
20ppm, trong lugng trung binh ctia hat nim trong khoang tir 45mg dén 60mg, va it nhat
khoang 80% hat khong di qua ray c6 kich thudc mit lu6i 2,8mm. Viéc dé cap cu thé
dén c4c hdn hop nay khoéng loai trir cac hdn hop khac ¢6 cac ddu hidu nay.

Tham chi theo phwong 4n khac nita, hat c6 ngudn gdc tir cdy c6 chi sb thu hoach
bang it nhit 40%, ndm trong khoang tir 40% dén 60%, tir 40% dén 55%, hodc tir 40%
dén 50%. Theo phwong 4n dugc wu tién, hat c6 ngudn gbc tir cay co6 chi sd thu hoach
nim trong khoang tir 40% dén 50%

Theo phuong 4n khac, hat c¢6 ty sb d6 dai/dd day nhé hon khoang 5, nhé hon
khoang 4, nhé hon khoang 3,8, tir 2 dén 5, hoic tir 2,5 dén 3,8.

Theo phuong 4n khac nita, bt hodc bdt nguyén cdm duoc tao ra tir hat chia
hordein v6i ham Iwgng nhé hon hoic bing khoang 10ppm, nhé hon hoic bang khoang
S5ppm, nim trong khoang tir 0,05ppm dén 10ppm, hodc tir 0,05ppm dén 5ppm, bing
khoang 3,9ppm, hoic bing khoang 1,5ppm.

Theo mt phuong an, mach nha hodc hém ruou duge tao ra tir hat chira hordein
v6i ham lugng nhd hon khoang 50ppm, hodc nhé hon khoang 20ppm.

Theo phuong 4n khac nita, hat, hodc mach nha, hém rugu, bt hodc bot nguyén
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cam tao ra tir hat néu trén, c6 muc kiéu dai nhé hon khoang 10%, nho hon khoang 5%
hodc nhé hon khoang 2%, hodc khéng chira, mot hodc nhiéu hon mot hodc toan bd cac
hordein:

i) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra du¢i dang SEQ ID NO:53,

ii) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:54,

iii) C-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra du¢i dang SEQ ID NO:55, va

iv) D-hordein chita trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:56,
trong d6 mdi mirc nhé hon khoang 10%, nhé hon khoang 5% ho#c nhé hon khoang 2%
12 so v6i hat laa mach, hodc mach nha, hém rugu, bot hodc bot nguyén cam kiéu dai tao
ra tir hat néu trén, cua giéng lta mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc
Commander.

Theo mot phuong &n, B-hordein 14 it nhét B1-hordein (vi du chta trinh tu axit
amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO: 78) va B3-hordein (vi du chira trinh tu axit
amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO: 79). Theo m6t vi du khac, C-hordein chira
trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO: 80. Theo mot vi du khac, D-
hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO: 76.

Theo mot phuong 4n, hat, hodc mach nha, hém rugu, bdt hodc bot nguyén cam tao
ra tir hat néu trén, con c6 mtrc kiéu dai nhé hon khoang 10%, nhd hon khoang 5% hoic
nho hon khoang 2%, hoic khong chira:

i) y-hordein chtra trinh ty axit amin dwgc dua ra duéi dang SEQ ID NO: 57,
va/hoic
ii) protein A kiéu avenin chira trinh ty axit amin dugc dua ra du6i dang SEQ ID
NO: 52,
trong d6 mdi mirc nhd hon khoang 10%, nhé hon khoang 5% hodc nhé hon khoang 2%
1a so v6i hat lua mach, hodc mach nha, hém rugu, bot hodc bdt nguyén cam kiéu dai tao
ra tir hat néu trén, cia giéng lia mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc
Commander. Theo mot vi dy, y-hordein chira trinh tu axit amin dugc dua ra duéi dang
SEQ ID NO: 81. Theo mot vi du khéc, protein A kiéu avenin chira trinh tu axit amin
dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO: 84.
Theo phuong 4n néu trén, tt hon 14 y-hordein 1a v1-hordein va y2- hordein.
Theo mot phuong an, hat déng hop tlr vé& alen cua locus Hor2, tai d6 hau hét hoic

toan by gen ma hoa B-hordein da dugc loai bo, hodc trong d6 mach nha, hém rugu, bot
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hodc bt nguyén cdm tao ra tir hat néu trén chita ADN mang alen ctia locus Hor2, tai d6
hau hét hodc toan bd gen ma hoa B-hordein da duogc loai bo.

Theo phuong 4n khac, hat ddng hop tir vé alen vo hiéu ciia gen ma héa D- hordein
tai locus Hor3, hodc trong d6 mach nha, hém rugu, bot hodc bdt nguyén cam tao ra tir -
hat néu trén chita ADN mang alen vo hiéu ctia gen ma hoéa D- hordein, t6t hon 12 alen
v0 hi€u ndy chira codon két thuc, dot bién vi tri cit, dot bién léch khung doc, doan xen,
doan khuyét hodc ma héa D-hordein da dugc cit ngén, hoic, tai d6 hiu hét hodc toan
bd gen ma héa D-hordein da dugc loai bo.

Theo phuong 4n khac nita, D-hordein d3 duoc cit ngén c6 codon két thuc bd ba
mi hoéa axit amin sb 150.

Theo mot phuwong 4n khac, hat déng hop tir v& alen & locus Lys2 cta laa mach
sinh ra hat khong chtta C-hordein, hodc trong d6 mach nha, hém ruou, bot hodc bot
nguyén cam tao ra tr hat néu trén chitra ADN mang alen & locus Lys3.

Theo phuong 4n khéc nita, hat, mach nha, hém rugu, bot hodc bot nguyén cam
chira hordein v6i him lugng nho hon hoic bang khoang 1%, nhé hon hogic bang khoang
0,01%, nhd hon hoic bang khoang 0,007%, nhé hon hoic bing khoang 0,0027%, nim
trong khoang tir 0,001% dén 1%, tir 0,001% dén 0,01%, bing khoang 0,007%, hoic
bang khoang 0,0027%, khi so v6i hat thu duge tir cdy laa mach kiéu dai trong Gng hoic
mach nha, hém ruou, bdt hodc bot nguyén cam dugce tao ra theo cach twong tu tir hat
thu dugc tir cdy lia mach kiéu dai tuong ung.

Theo mot phuong 4n khéc nita, hiéu suét hat c6 ngudn gdc tir cdy bang it nhat
khoang 60%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 90%, nim trong khoang tir 60% dén
100%, tlr 70% dén 100%, tir 80% dén 100%, khoang 60%, khoang 70%, khoang 80%,
hodc khoang 90% hiéu suét hat ctia cdy lua mach kidu dai.

Theo mét phwong an khéc, trong lugng trung binh cla hat bang it nhét khoang
70%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 90%, it nh4t khoang 95%, ho#c bing khoang
100%, hat ctia cdy laa mach kiéu dai.

Thém chi theo phuong 4n khac nita, hat, hodc mach nha, hém ruou, bot hodc bot
nguyén cdm tao ra tir hat néu trén, chra mot hoic nhiu hon mét hodc toan bd céc
hordein sau vé6i lugng nhod hon hoic bang khoang 10%, nhd hon hodc bing khoang 5%,
nhé hon hogc bing khoang 2%, ndm trong khoang tir 0,1% dén 10%, hogc tir 0,1% dén

10%, khi so v6i cdy ltia mach kiéu dai twong tng;
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i) B-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:53,

ii) B-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:54,

iii) C-hordein chia trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:55, va
iv) D-hordein chtra trinh tu axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:56.

Theo mot phuwong 4n khéc, hat, hogc mach nha, hém rugu, bdt hodc bt nguyén
cam tao ra tir hat néu trén, con chira cac chét sau véi lugng nho hon hodc bang khoéang
10%, nhé hon hoac b?mg khoang 5%, nhé hon hoac béng khoang 1%, nidm trong
khodng tir 0,1% dén 10%, hodc tir 0,1% dén 10%, khi so v6i cdy lta mach kiéu dai
tuong tng:

i) y-hordein chira trinh ty axit amin dugc dwa ra duéi dang SEQ ID NO:57, va/hoic
ii) protein A kiéu avenin chwra trinh tu axit amin dwoc dua ra duéi dang SEQ ID
NO:52.

Theo mdt phuwong 4n khac, hat, hodc mach nha, hém rugu, bdt hodc bot nguyén
cam tao ra tir hat néu trén, con chira y3-hordein, v4i lwong nhé hon hoidc bﬁng 60% khi
s0 v6i lugng y3-hordein & cdy lia mach kiéu dai twong tmg, y3- hordein chtra axit amin
¢o trinh ty duoc dua ra dudi dang SEQ ID NO:58, nhu y3-hordein chtra axit amin c6
trinh tu dugc dua ra duédi dang SEQ ID NO:83.

Vi du vé cdy laa mach kidu dai bao gdm, nhung khong chi giéi han ¢, Bomi,
Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hoic Commander.

Theo mdt phwong 4n khéc, ham lugng tinh bdt clia hat bang it nhit khoang 50%
(trong lwong). Tét hon nita 13, ham lugng tinh bdt ctia hat ndm trong khoang tir 50%
dén 70% (trong lwong).

Theo phuong an khéac nita, doc tinh dbi véi duodng rudt ciia bdt duoc tao ra tir hat
nh6 hon khoang 5%, hogc nhé hon khoang 1%, so véi bot duge tao ra tir hat cia cay lua
mach kiéu dai twong tmg.

Theo phuong an khéc nita, trong lugng hat trung binh it nhit cao gip khoang 1,05
l4n, it nhét khoang 1,1 1in hoic ndm trong khoang tir 1,05 dén 1,3 14n hat:

i) ddng hop tir v& alen cua locus Hor2, tai d6 hau hét hoic toan bd gen mé hoa B-
hordein di dugc loai bo,

ii) ddng hop tir vé alen & locus Lys2 ctia Iia mach sinh ra hat thiéu C hordein, va

iii) ddng hop tir vé alen kiéu dai cia D hordein ma héa protein c6 chiéu dai ddy du.

Thém chi theo phuong 4n khac nita, hat c6 ngudn gbe tir cdy c6 hiéu suét hat gip
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it nhat khoang 1,20 14n, hodc it nhét khoang 1,35 14n, hodic ndm trong khoang tir 1,2 dén
1,5 14n, hodc tir 1,2 dén 2,0 14n so v&i hat thu dugc tir cay:

i) dong hop tir v& alen cua locus Hor2, tai d6 hau hét hodc toan bd gen ma hoa B-
hordein d3 duoc loai bo,

ii) ddng hop tr vé alen & locus Lys2 cta lia mach sinh ra hat thidu C hordein, va

iii) ddng hop tir vé alen kiéu dai cia D hordein ma héa protein ¢6 chidu dai day du.

Vi duy, vé hai phuong 4n néu trén, hat c6 cac ddu hiéu nhu duge xac dinh trong céc
phan tir i) dén iii) c¢6 thé 1a hat G1* dugce mo ta trong WO 2009/021285.

Theo mdt phuong 4n khéc, it nhit khoang 50%, it nh4t khoang 60%, it nhAt
khoang 70%, it nhét khoang 80%, it nht khoang 90%, hoc it nhit khoang 95%, hé gen
clia hat lia mach giéng véi hé gen cua gidng laa mach kidu dai nhu, nhung khong chi
gi6i han &, Sloop, Hindmarsh, Oxford hoic Maratime.

Theo mdt phuong 4n, hat c6 ngudn gbc tir cdy khong chuyén gen. Theo mdt
phuong 4n khéc, hat c6 ngudn gbc tir cay chuyén gen.

Theo mdt phuong 4n khac, cdy chira gen chuyén ma héa polynucleotit didu hoa
giam sy tao ra cia it nhit mot hordein trong hat. Tét hon, 1a polynucleotit theo phuong
4n ndy 1a polynucleotit ddi nghia, polynucleotit c6 nghia, polynucleotit xtc tac,
microARN nhén tao hodc phan tir ARN soi kép diéu hoa giam sy biéu hién ciia mot
hodc t6t hon 1a nhiéu gen ma hoa hordein.

Theo mét phuong 4n khac, phuong phap theo sang ché bao gdm budc tao ra bot
hodc bdt nguyén cam tir hat.

Theo mdt phwong 4n khéc nita, phuong phép theo sang ché bao gdm budc tao ra
mach nha tir hat.

Theo mot phuong 4n, ¢ udng trén co s& mach nha 14 bia va phuong phéap theo
séng ché bao gf‘)m budc lam ndy mim hat hodc hat v& dugc tao ra tir d6. Theo mot
phuong 4n, phuong phép theo sang ché con bao gdm bude chia hat da dugc lam nay
mam va 1am kh thanh hai hodc nhiéu trong ) phan doan ndi nhii, phan doan 16p ndi
md, phan doan vé, phan doan mam ngon cudn, va phan doan mach nha c6 ré con; va
budc phéi hop va bude tron cac lwong da dinh cia hai hosic nhidu phéan doan.

Theo mot phuong 4n, it nhit khoang 50% hat ndy mam trong 3 ngdy sau khi
ngam.

Theo mot phuong 4n khéc nita, thanh phan thyc phdm hoic thanh phin dd uéng
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trén co s¢ mach nha 1a bét, tinh bdt, mach nha, hodc hém ruou, hoic trong d6 thuc
phdm 13 banh mi ¢6 st dung bot nbi hodc khong st dung bot ndi, mi 6ng, mi soi, ngii
cbe 3n sang, thuc phdm an nhe, banh ngot, banh nuéng hodc thuc phim chira nuée sbt
trén co s& bot.

Theo mét phwong 4n, @b udng trén co sé mach nha 1a bia hoic rugu uyt-ki.

Theo mét phuong 4n, thuc phdm hoic dd ubng trén co s mach nha 1a dé cho
nguoi st dung.

Theo mét phuong an khéc nita, sau khi sit dung thue phdm hodc ubng, it nhit mot
triéu chimg cta bénh tiéu chdy m& khong duoc phat trién & bénh nhan mic bénh nay.

Theo mdt khia canh khéac, sang ché d& xuét cdy lia mach sinh ra hat chira hordein
v6i ham lugng nho hon hoic bing khoang 50ppm.

Ciing duoc d& xuét 13 hat cua cdy lta mach theo sang ché.

Hat theo sang ché va/hoic hat ciia cdy lia mach theo sang ché c6 thé c6 mot hodc
nhiéu d4u hiéu néu trén.

Theo mdt phuong 4n, hat Iia mach c6 kha ning sinh ra cdy lta mach theo séng
ché

Theo mdt phuong an, hat dugc xit Iy sao cho né khong thé nay mim. Theo mdt
phuong an, hat khong c6 vo.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xut phuong phap san xuét hat lta mach,
phuong phap nay bao gdm céc bude:

a) trong cdy lia mach theo sang ché,
b) thu hoach hat, va
c) ty y xtt 1y hat.

Theo mdt phuong 4n, phuong phdp theo sang ché bao gdm budce trdng it nhét
10000 cay trén canh ddng c6 dién tich it nhét 1 hecta (10000m?).

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phép san xut bot, bot nguyén
cam, tinh bdt, mach nha, hém rugu ho#c san phém khéc thu dugc tir hat theo sang ché,
trong d6 phuong phap nay bao gém céc budc;

a) thu hat theo sang ché, va
b)xtr 1y hat dé tao ra bot, bot nguyén cam, tinh bot, mach nha, hém ruou hoic
san phdm khéc.

Ciling dugc d€ xuat 1a sdn pham dugc tao ra tir cdy lia mach theo sang ché, hoic
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hat theo sang ché.

Theo mdt phwong 4n, san phdm 13 thanh phéan thyc pham, thanh phan db udng trén
co s&é mach nha, san phém thuc phém hoac san phém dd uéng trén co s& mach nha.

Theo mdt phurong 4n, san phdm dd udng trén co s& mach nha 13 bia hodc rugu uyt-
ki.

Theo mét phuong 4n khac nita, san phdm 13 san phidm khong phai thuc phim.
Cac vi du bao gém, nhung khong chi gidi han &, mang, 16p bao, chét két dinh, vat liéu
xdy dung va vat li€u bao gai.

Ciing duoc dé xuit 1a thuc phim hoic @b uéng trén co s& mach nha dugc tao ra
bang cach sir dung theo sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit bia chira mot hoic nhidu protein hat
lta mach va hordein v6i lwgng nhé hon 0,9ppm.

Theo mot phwong 4n, bia chira etanol véi lwong bang it nhit khoang 2%, it nhét
khoang 3%, it nhit khoang 4%, hodc it nhit khoang 5%.

Theo khia canh khéc, sang ché @& xuét bot hodc bot nguyén cam chira mdt hodc
nhiéu protein hat lta mach va hordein véi lugng nhé hon khoang 50ppm, hodc nho hon
khoang 20ppm.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét mach nha hodac hém ruou chira mét hoic
nhiéu protein hat lta mach va hordein vé6i lwong nhé hon khoang 50ppm, hoéc nhé hon
khoang 20ppm.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phép x4c dinh alen cia gen D
hordein ctia Itia mach ma héa D hordein d& dwoc cit ngin, trong d6 phwong phap nay
bao gdm cac budc:

i) thu mAu chira axit nucleic tir cay laa mach, va

ii) phén tich mau vé su c6 mit hoic khong c6 mit cia gbc guanin & vi tri 450
ctua khung doc mé ma hoa D hordein,
trong d6 sy c6 mit clia guanin cho biét gen D hordein ma héa D hordein da dwoc cét
ngén.

Theo mot phuong 4n, bude b) bao gdm budc khuéch dai ADN hé gen bing cach
st dung doan mdi GGCAATACGAGCAGCAAAC (SEQ ID NO: va
CCTCTGTCCTGGTTGTTGTC (SEQ ID NO: 67), hoic bién di cia mdt hodc ca hai

doan moi néu trén, va budc cho san pham da khuéch dai ti€p xic vai enzym gidi han
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Kpnl, trong d6 sy khong c6 mdt cua sy phan cét cho biét gen D hordein ma hoéa D
hordein da dugc cit ngin.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét phuong phap tranh hodc giam ty 16
méc bénh tidu chady m& hodc mac do nghiém trong cuia bénh tiéu chay md ¢ d6i tuong,
trong d6 phuong phép nay bao gdm budc cho d6i twong st dung thuc phim hoic )
ubng trén co s& mach nha theo sing ché, hoic hat theo sang ché qua dudng miéng,
trong do sy giam ty 1€ méc bénh tiéu chay m& hodc mic dd nghiém trong ctia bénh tiéu
chay m& 14 so véi ty 1& hodc mirc d) nghiém trong ciia bénh tiéu chdy mo ¢ dbi tuong
st dung qua dudng miéng cing mdt lugng thuc phim hoic d6 ubng trén co s& mach
nha twong (ng dugc tao ra tir hat lia mach kiéu dai.

Ciing dugc dé xuét 1a viéc st dung thuc phém hodc dd uéng trén co s& mach nha
theo sang ché, hodc hat theo sang ché, dé san xuét thuc phdm hodc dd ubng dé st dung
qua duong miéng & dbi twong dé tranh hodc giam ty 1& méc bénh tiéu chdy m& hodc
mirc d0 nghiém trong ctia bénh ti€u chay md.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit phuong phép xé4c dinh hat lta mach ma c6
thé dugc str dung dé san xuét thuc phém va/hodc db uéng trén co s& mach nha dé abi
trong mic bénh tiéu chidy md& st dung bao gbm cécbudc:

a) thu mot hodc nhiéu nguyén liéu sau:
i) mau tir cay c6 kha ndng sinh ra hat néu trén,
i) hat,
iii) mach nha dugc tao ra tir hat, va/hodc
iv) dich chiét cia hat néu trén,
b) phén tich nguyén liéu thu dugc tir budc a) vé ham lugng B, C va D hordein,
peptit dugc tao ra tt B, C va D hordein, va/hodc v& alen ctia gen B, C va D hordein,
¢) lya chon hat chira hordein v6i ham lugng nh6 hon hodc bang 50ppm dé san
xuét thue phim va/hoic d6 ubng trén co s& mach nha cho d6i twgng méic bénh tidu chay
md st dung.

Theo mot phuong 4n, nguyén liéu thu dugce tir budce a) chira ADN hé gen va budce
b) bao gf“)m bude x4c dinh sy khong c6 mit hodc c6 mit cla alen clia gen méd hoa mot
hodc nhiéu hoic toan bo:

i) B-hordein chtra trinh ty axit amin dwgc dua ra dudi dang SEQ ID NO:53,
ii) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:54,
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iii) C-hordein chira trinh tu axit amin dugc dwa ra duéi dang SEQ ID NO:55, va

iv) D-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:56,
trong d6 su khong c6 mit cla cic alen xdc dinh hat chira hordein v6i ham luong nhé
hon hogic bang khoang 50ppm.

Phwong 4n bat ky & day s& dugc 14y dé ap dung vé6i nhing sira dbi thich dang vé
chi tiét cho phuong 4n bt ky khac, trir khi c6 quy dinh cu thé.

Sang ché khong bi gi¢i han & pham vi boi cc phuong 4n cu thé dwge mo ta & day
ma duge du dinh chi dung cho muc dich minh hoa. Cac san phém, ché phém va phuong
phép tuong dwong v& mat chirc ning 13 rd rang trong pham vi cua sang ché, nhu dugc
mo ta & day.

Trong sudt ban md ta nay, tric khi ¢6 quy dinh cu thé hoic ngit canh doi héi theo
cach khac, khi néi téi budc duy nhét, ché phém, nhém cac budc hodc nhom céc ché
phim s& dugc hidu 14 bao gdm mét va nhidu (nghia 1a mot hodc nhidu) budc, ché phim,

nhom cac budc hodc nhém cac ché pham.

M5 ta vin tit cic hinh vé

Sang ché duge md ta & day bang cac Vi du khdng 1am han ché pham vi ctia séng
ché va cac hinh v& di kém.

Fig.1 thé hién su biéu dién bing so dd clia nhiém séc thé 1 cta lia mach.

Fig.2 thé hién sy dinh luong hordein tuong dbi trong bia. Dién tich dinh cua céac
peptit da chon cho biét hordein hodc polypeptit c6 lién quan du thira nhidu nhét phat
hién dugc trong bia (A) QQCCQPLAQISEQAR (SEQ ID NO: 5) thé hién protein A
kidu avenin; (B) VFLQQQCSPVR (SEQ ID NO: 53) thé hién B1- hordein; (C)
VFLQQQCSPVPMPQR (SEQ ID NO: 54) thé hién B3-hordein;

(D) ELQESSLEACR (SEQ ID NO: 56) thé hién D-hordein; va (E)
QQCCQQLANINEQSR (SEQ ID NO: 58) thé hién y-hordein-3. Céc peptit dai dién nay
dugc st dung dé minh hoa lugng twong tng cla protein hordein chi yéu 0 bia dugc san
xuét tir Ita mach kiéu dai (Sloop) va hai loai bia c6 doan khuyét hordein dugc san xuét
tir gidng lia mach Risg 56 va Rise 1508, twong ing, va trong bia thuong mai 60. Dién
tich dinh nhé dugc phét hién dbi v4i bia 17, 47, 49-52, 54 khong chira gluten 1a do mirc
nhiéu thip trong tin hiéu va khong phai 12 do sy phat hién hordein.

Fig.3 thé hién su so sanh cac trinh ty axit amin ctia D hordein thu duoc tir giéng

Ita mach Sloop (kiéu dai) va Ethiopia R118 (khong chira D-hordein).
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Fig.4. thé hién sy so sanh trinh ty axit amin cta D hordin va nucleotit ma hoa thu
duoc tir gibng Ita mach Sloop (kiéu dai) va Ethiopia R118 (khong chira D- hordein). Vi
tri ctia doan mdi dé phat hién mdi alen duoc thé hién cing v6i vi tri phan cit Kpnl chi
c6 mdt trong trinh tw kiéu dai.

Fig.5 x4c dinh ham lugng hordein cta cac dong ULG3.0 bang phwong phip MRM
MS nho dién tich dinh, va cho biét ty 1& phin tram so vé6i giéng lia mach Sloop
(100%).

Fig.6 x4c dinh ham lugng hordein cia cac dong ULG3.0 bang phwong phap MRM
MS nho dién tich dinh, va cho biét tj 1& phan trim so véi giéng laa mach Sloop
(100%).

Fig.7 x4c dinh ham lugng hordein trong bia ULG3.0 bang phwong phap MRM MS
duéi dang dién tich dinh d6i véi peptit xac dinh. Dién tich dinh dwoc thé hién, va ty 18
phn trim so véi gidng lia mach Sloop (100%).

Fig.8 cho biét sy phat hién hordein va protein kiéu hordein bing phwong phap
MRM MS trong bot thu dugce tir cdc dong canh tranh ULG3.0 (T2-4-8) va ULG3.2, so
sanh véi cac giéng laa mach kiéu dai Sloop, Baudin, Commander va Hindmarsh. M&i
so dd thé hién gia tri trung binh +/- SD d6i véi dién tich dinh 14y téng (3 chuyén tiép
MRM) d6i véi peptit dai dién tir mdi ho hordein. Trong mdi trudng hop, peptit (trinh tu
nhu dugc liét ké trong so dé) so v6i protein A kiéu avenin, B1-, B3-, C-, D-, v1- hoac
y3-hordein. S6 ding ky Uniprot dugc thé hién trong chu thich (vi du, F2EGD5 dbi véi
vi du dautién).

Liét ké danh muc trinh tu

SEQ ID NO. 1 va 4: peptit o-gliadin ctia lta mi.

SEQ ID NO. 2, 3, 6 dén 11, 16 dén 59 va 85: peptit hordein ctia lta mach. SEQ ID
NO. 5: peptit A kiéu avenin cta lia mi.

SEQ ID NO. 12 dén 15: peptit prolamin cta laa mach den. SEQ ID NO. 60 dén
71: doan mdi oligonucleotit. '

SEQ ID NO. 72: vung hé gen ma hoa D-hordein cta lta mach cv. Sloop.

SEQ ID NO. 73: vung hé gen ma héa D-hordein cuia lia mach cv. Ethiopia R118
(khong chira D-hordein).

SEQ ID NO.74: D-hordein cta lia mach cv. Sloop.

SEQ ID NO. 75: D-hordein cua lia mach cv. Ethiopia R1118. SEQ ID NO. 74: D-
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hordein cua lta mach cv. Sloop.

SEQ ID NO. 75: D-hordein ctia lia mach cv. Ethiopia R118.

SEQ ID NO. 76: Khung doc m& ma hoa D hordein ctia lda mach cv. Sloop.

SEQ ID NO. 77: Khung doc m& mé héa D hordein cia lua mach cv. Ethiopia
R118.

SEQ ID NO. 78: Vi du vé Bl-hordein cta lta mach kiéu dai (Sé diang ky:
Q40020).

SEQ ID NO. 79: Vi du vé B3-hordein cia lia mach kidu dai (SO dang ky:
Q4G3S1).

SEQ ID NO. 80: Vi du v& C-hordein cia ltia mach kiéu dai (S6 dang ky: Q40055).

SEQ ID NO. 81: Vi dy v& yl-hordein cia laa mach kiéu dai (SO ding ky:
P17990).

SEQ ID NO. 82: Vi du vé& y2-hordein ciia laa mach kiéu dai (S6 dang ky:
Q701B4).

SEQ ID NO. 83: Vi du v& y3-hordein Iia mach kiéu dai (S6 ddng ky: P80198).

SEQ ID NO. 84: Vi du v& protein A kiéu avenin ctia lda mach kiéu dai (S6 ding
ky: F2EGDS).

MG té chi tiét sang ché
Cdc phwong phdp chung va dinh nghia

Trir khi ¢6 quy dinh cu thé, tt ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc dugc sir
dung & diy s& c6 cung nghia nhu thudng duogc hiéu boi chuyén gia trong linh vuc nay
(vi duy, trong linh vuc nhén gidng cay, cong nghé thuc phém, nudi cdy té bao, di truyén
phan t&r, mién dich hoc, héa hoc protein, va hoa sinh).

Trir khi c6 chi din khac, céc k§ thuét protein tai t& hop, nudi cdy té bao, va mién
dich hoc dugc st dung trong sang ché 1a cac phuong phap chuén ma chuyén gia trong
linh vuc ndy da biét. Cac phwong phap nay dugc md ta va gidi thich khip céc tai ligu
chuyén nganh nhu, J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and
Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbour Laboratory Press (1989),

Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volumes 1
and 2, IRL Press (1991), D.M. Glover and B.D. Hames (editors), ADN Cloning: A
Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995 va 1996), and F.M. Ausubel et al.
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(editors), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-
Interscience (1988, ké ca cac ban méi cap nhét cho t6i nay), Ed Harlow and David Lane
(editors) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988),
va JE. Coligan et al. (editors) Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons
(k& ca cac ban m&i cap nhit cho t6i nay).

Nhu duoc sit dung & day, thuat ngit “lua mach” dugc dung dé chi loai bét ky cua
gidng Hordeum, ké ca céac loai tb tién cta chung, cling nhu thé hé con cua chiing duge
tao ra boi su lai chéo véi cac loai khac. Dang duge wu tién cua lua mach 1a loai
Hordeum vulgare. Hat ctia hau hét cac cay lia mach dugc phat trién thuong mai trén
thé giéi ngy nay c6 qué thoc dugce bao (bao trdu) ma duge goi 1a vo trdu, 12 may ngoai
va may trong, dugc két hop thanh vé qua khi trudng thanh. Céc cay trdng khéc, duoc
goi la Iua mach khong trAu hodc trin, khong phai dip va trdu d& dang duogc loai bo
trong qua trinh dap. Hat lda mach trdn duoc wu tién dé sir dung cho ngudi, mic du hat
c6 triu c6 thé dugc st dung sau khi x4t, trong d6 hat lda mach c6 vo trdu 13 dugc wu
tién d6i v4i nganh cdng nghiép rugu bia va dé 1am thirc an cho dong vét. Tinh trang cla
hat khong tréu dugc kiém soat bing gen lan duy nhét ky hiéu 13 nud dinh vi trén nhanh
dai cta nhi®m sic thé 7H (Kikuchi et al., 2003).

Bénh tiéu chay m& hodc bénh Celiac 1a mot 161 loan ty mién dich ctia rudt non xay
ra & cac dbi tuong c6 t& bam di truyén & tit ca cac nhém tudi sau tré nhii nhi. N6 anh
huéng dén khoang 1% dan sé6 An-Au, mic du n6 chua dugc chdn dodn dang ké. Bénh
tiéu chdy m& giy ra bdi phan tng cia gliadin, mot protein gluten tim thdy trong ltia mi
(va cac protein twong tu cta bg Triticeae bao g0m céc ciy trong khac nhu lia mach va
lta mach den). Khi tiép xac véi gliadin, enzym transglutaminaza mo6 lam bién ddi
protein, va hé mién dich phan tng chéo v6i md rudt, gay ra phén Gng viém. Diéu nay
din dén viéc 1am mong 16p 16t cta rudt non, anh hudng dén sy hip thu chét dinh
dudng. Bién phap didu tri hitu hiéu duy nhét 12 ché d6 an khong c6 gluten sudt doi.
Tinh trang bénh nay cé mdt vai tén khac, bao gém: bénh cceliac (c6 chit ce), bénh viém
rudt loét miéng c(o)eliac, bénh viém rudt loét miéng khong nhiét ddi, bénh viém rudt
loét miéng dia phuong, bénh dudng rudt do gluten hodc bénh duong rudt do nhay
gluten, va chiing khong dung nap gluten. Céc triéu ching ctia bénh ti€u chay md thay
dbi rong rai tir ngudi nay dén nguoi khéc. Céc triéu chimg clia bénh tiéu chdy md ¢6 thé

bao gém mdt hodc nhidu triéu chimg sau: khi, chuéng va dau bung 1ap di 1dp lai, ti€u
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chdy man tinh, t4o bon, da nhgt nhat, phén co mui ho6i hodc co chit béo, giam can/ting
can, mét moi, thiéu méau khong rd nguyén nhén (lugng té bao hdng ciu thip gy mét
méi), dau xwong hodc khép, chirng lodng xuong, thiéu xuong, bién ddi hanh vi, té nhéi
& chin (do sw pha huy ddy than kinh), chudt rit co bdp, con dong kinh, chdm kinh
(thuong 13 do su gidm can qua muc), vo sinh, sdy thai tai phat, phét trién cham, khong
16n & tré em, c6 cac vét loét nhot nhat trong miéng, dugc goi 1a vét loét ap-to, bién mau
rang hodc mAt men ring, va phat ban ngtra duoc goi la viém da ecpet. Mot vai trong sb
céac triéu ching thong thudong hon bao gdm: mét moi, tiéu chay gian doan, dau hodc
quin bung, khé ti€u, day hoi, chuéng bung; va giam can. Bénh tiéu chay m& c6 thé
dugc chan doan, vi du, nhu dugc md ta trong WO 01/025793.

Nhu duge st dung & ddy, thuét ngt “alen vo hi€u cia gén ma hoa D- hordein tai
locus Hor3” dugc ding dé chi alen bét ky ctia locus nay khong ma héa protein D-
hordein, hodic néu mdt protein duge ma héa né khong c6 tinh sinh mién dich cho dbi
tuong méc bénh tiéu chady m&d (nhu D-hordein dd dugc cht ngén dugc thé hién trén
Fig.3).

Nhu duoc st dung & dady, thudt ngit “thiéu” nhu dugc st dung & day trong ngit
canh cta chét d3 néu c6 nghia 1a chét nay khong c6 mit trong hat lda mach, hodc san
phim dugc tao ra tr d6, theo sang ché, hodc nghia 1 chit nay khong dugc phét hién
trong hat hodc san phim theo séng ché khi viéc phan tich chit duoc thuc hién bang cach
st dung phuong phéap da biét trong linh vuc nay. Didu d6 c6 nghia 14 chit ndy c6 thé ¢
mat & mic khong di dé phat hién, hodc trong sai sd chuin ctia phép phan tich chét do.
Vi dy, trong ngit canh cta hordein da n€u, thuét ngi “thiéu” c6 nghia 1a hordein cu thé
khong dugc phat hién trong thir nghiém, vi du, nhu thit nghiém MRM MS, thlr nghiém
ELISA hoiic thir nghiém dién di 2D-gel, nhw dugc 14y vi du & day. Chat thiéu d6 c6 thé
khong dugc phét hién & mot loai thir nghiém hodic trong nhidu logi thir nghi¢m. Hiéu
duoc ring chit duge cho 1a thiéu trong hat ho#c sén phim theo sang ché s& c6 mit, nhu
dé dang dugc xé4c dinh bang thtr nghiém da biét trong linh vuc nay, trong hat kiéu dai
hoic san phim twong tng.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “hordein”, vi du khi dugc s dung trong cum
tir “hordein v6i lwgng nhéd hon hodc bang khodng 50ppm” va cc cum tir trong ty dugc
dung dé chi hordein toan phan bao gdm B-, C-, D- va y- hordein.

Theo ngit canh, “hat” thudong dugc diung dé chi hat truéng thanh d@ dugc thu
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hoach nhung ciing ¢ thé dugc dung dé chi hat sau khi x@t Iy, vi dy, nhu xat hodc lam
bong, tai do phin 16n hat con nguyén ven, hogc sau khi ngdm hodc nay mam. Hat
trudng thanh thudng c6 ham lugng 4m nho hon khoang 18-20%. Hat lia mach kiéu dai
(hat nguyén) thudng chtra protein v6i ham luong nim trong khoang tir 9 dén 12%, va tir
30-50% protein 13 prolamin, thong thudng 1a 35%, nén hat lta mach kiéu dai chua
prolamin v6i luong nim trong khoéng tir 3 dén 4% trong luong. Prolamin duoc phat
hién l1a g:‘?ln nhu chi ¢6 trong ndi nhi, phén chiém 70% trong lwgng hat nguyén.

Nhu dugc st dung & day, thudt nglt “chi s6 thu hoach” dugc dung dé chi trong
luong cta hat da dugc thu hoach dudi dang phan trim cta tdng trong luong cua cay.

Nhu duoc str dung & day, thut ngit cdy lia mach “kiéu dai twong tmg” dugc ding
d& chi cay chira it nhit khoang 50%, t6t hon nita 1a it nhét 75%, tot hon nita 1a it nhét
95%, tt hon nita 13 it nhit 97%, t5t hon nita 12 it nhét 99%, va con tét hon nira la
99,5% kiéu gen clia cdy theo sang ché, nhung sinh ra hat c6 ham luong hordein khong
bi bién dbi. Theo modt phuong 4n, ciy lda mach “kiéu dai twong Umg” 12 ciy trong duoc
st dung trong cac thir nghiém nhén gidng cay 8 sinh ra c4c bién di di truyén c6 sy san
sinh hordein dugc giam thiéu trong hat. Theo phwong 4n khéc, cdy lia mach “kiéu dai
tuong Gng” 1a cay trdng bd-me ma gen chuyén dugc dua vao lam giam sy san sinh
hordein trong hat. Theo phuong an khac nita, cdy lua mach “kiéu dai tuong ung” 1a cay
trdng dugc st dung & ngdy ndp san phim thuong mai cua hat lta mach nhu, nhung
khong chi gii han &, Bomi, Sloop, Carlsberg II, K8, L1, Vlamingh, Stirling, Hamelin,
Schooner, Baudin, Commander, Gairdner, Buloke, WI13586-1747, WI3416, Flagship,
Cowabbie, Franklin, SloopSA, SloopVic, Quasar, VB9104, Grimmett, Cameo*Arupo
31-04, Prior, Schooner, Unicorn, Harrington, Torrens, Galleon, Morex, Dhow, Capstan,
Fleet, Keel, Maritime, Yarra, Dash, Doolup, Fitzgerald, Molloy, Mundah, Oxford,
Onslow, Skiff, Unicorn, Yagan, Chebec, Hindmarsh, Chariot, Diamant, Koral, Rubin,
Bonus, Zenit, Akcent, Forum, Amulet, Tolar, Heris, Maresi, Landora, Caruso, Miralix,
Wikingett Brise, Caruso, Potter, Pasadena, Annabell, Maud, Extract, Saloon, Prestige,
Astoria, Elo, Cork, Extract, Laura. Theo mdt phuong 4n, cdy lua mach “kiéu dai twong
{mg” sinh ra hat c6 ham lrong hordein khong bi bién di do n6 chira bé thé day du ciia
gen hordein chirc ning ma héa protein hordein chic ndng, bao gbm B, C, D va y-
hordein dugc ma héa béi cac locus Hor2, Horl, Hor3, va Hors.

Nhu duge sit dung & ddy, thuat ngit “mot hodc nhidu protein hat lta mach” dugc
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dung dé chi cac protein c6 trong ty nhién duge sinh ra boi hat lta mach chir khong phai
hordein. Vi du v& céc protein nay 1a da biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc nay. Céc
vi du cu thé bao gém, nhung khong chi giéi han &, albumin lua mach nhu protein
chuyén lipit 1 9kDa (LTP1: lipid transfer protein 1) (xem Douliez et al. (2000) va S
dang ky Swiss-prot No. P07597 1a mot vi du), chét tc ché a-amylaza trypsin (CMd,
CMb, CMa), protein Z (xem Brandt et al. (1990) va Sb dang ky Genbank No. P06293),
va protein dugc x4c dinh trong tai liéu Colgrave et al. (2012), ké ca cac dang da duoc
xtr 1y (trudng thanh) cta ching, cling nhu cdc dang bién tinh va/hodc phan doan cua
ching duogc tao ra dudi dang két qua cta qué trinh san xuit mach nha, bdt, bot nguyén
cam, thuc phém hogic d6 udng trén co s& mach nha theo sang ché.

Nhu duge st dung & ddy, “trong lugng trung binh ctia hat” tdt hon 13 dugc xic
dinh bing cach thu it nhat 25, it nht 50 hoc it nhat 100, tét hon nita 1a khoang 100, hat
riéng r& tir cay (hodc cly twong tu v& mit di truyén sinh trudng trong cing didu kién) va
x4c dinh trong lugng trung binh cta hat.

Nhu dugc st dung & ddy, thudt nglt “mach nha” dugc sit dung dé chi mach nha
lta mach, “bot” dé chi bot laa mach, “bot nguyén cam” dé chi bot nguyén cam cua lia
mach, va “bia” dé chi bia duogc tao ra bing cach st dung lia mach lam thanh phén
chinh ctia n6 tao ra cacbohydrat c6 thé 1én men duoc, trir khi mach nha, bdt, bot nguyén
c4m hogic bia dugc dé cap 18 rang 1a ¢o ngudn gbc tir ngudn khong phai 13 laa mach.
Nhu duoc st dung & ddy, “hém rugu” duge ding dé chi chét 16ng chiét duge tir bude
u trong giai doan niu bia hoic rugu uyt-ki. Hém rugu chira duong s€ dugc 1€n men
b%mg ndm men bia dé tao ra ruou. Cu thé hon, nguén mach nha, hém rugu, bot, bia, bot
nguyén cam, san phim thuc phém, v.v., theo sdng ché c6 ngudn gbc tir viee xir ly (vi
du, x4t va/hodc 1én men) hat lta mach. Hat, mach nha, hém ruqu, bot, bot nguyén cam
hoac bia theo sadng ché c6 thé dugc tron hoic phéi hgp v6i hat, mach nha, hém ruoqu,
bot, bot nguyén cam hodc bia ma khong dwoc tao ra tir lia mach. Cac thuét ngir nay bao
g@)m mach nha, hém rugu, bot, bia, bdt nguyén cim, san phérn thuc phém, v.v., duogc
tao ra tir hdn hop céc hat bao gém lta mach. Theo phuong an dugc uu tién, it nhét 10%
hodc it nhit 50% hat dugc st dung dé tao ra mach nha, hém ruou, bot, bia, bdt nguyén
cam, san phém thuc phém, v.v., 1a hat lia mach.

Thuét ngt “cdy” nhu dugc sit dung & ddy dudi dang danh tir dugce dung dé chi

toan bo cay, vi du, nhu cdy sinh truéng trén canh déng dé san xuit laa mach thuong
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mai. “Bd phan cua cdy” dugc dung d8 chi cac cAu trac thuc vat cua cay (vi dy, 14,
thén), ré, co quan/céu trac hoa, hat (ké ca phdi, ndi nhii, va vo hat), md cay (vi du, mo
mach, md gbc, va cac md tuong tu), té bao, hat tinh bdt hogc thé hé con ciia ching.

“Cay chuyén gen”, “cay bién di gen” hoic cac bién thé cta ching dugce dung dé
chi cay chua chu tric gen (“gen chuyén”) khong tim thdy dugc trong cay kiéu dai cta
loai, gidng hoic cay trong tuong tu. “Gen chuyén” dugc nhéc dén & day c6 nghia thong
thuong trong linh vuc cdng nghé sinh hoc va bao gdm trinh ty di truyén da duoc tao ra
hodc bién dbi boi cong nghé ADN hodc ARN téi td hop va dugc dua vao té bao céy.
Gen chuyén c6 thé bao gdm trinh ty di truyén dugc tao ra tir té bao cua cdy. Thong
thudng, gen chuyén duge dua vao cay bang céc thao tac cua con ngudi, vi du, nhu béng
c4ch bién nap nhung phwong phap bét ky c6 thé dugc st dung theo cach chuyén gia
trong linh vuc nay thira nhan.

“Phan t axit nucleic” dugc dung dé chi polynucleotit, vi dy, nhw ADN, ARN
hodc oligonucleotit. N6 ¢6 thé 1a ADN hodc ARN c6 ngudn gbc hé gen hodc tbng hop,
soi kép hodc sgi don, va phéi hop véi cacbohydrat, lipit, protein, hodc cac chét khac dé
thue hién mot hoat dong cu thé duoc xac dinh & day.

“Iién két didu khidn” nhu st dung trong day 1a d& chi méi lién hé vé mit chirc
ning gitta hai hodc nhidu doan axit nucleic (vi du, ADN). Thong thudng, thudt ngir nay
duoc dung dé chi mbi lién hé vé mit chirc ning cua yéu td didu hoa phién ma (gen khoi
dAu) v6i trinh tu duge phién ma. Vi dy, gen khoi dau duge lién két diéu khién v6i trinh
tw méd hoéa, nhu polynucleotit dugc xac dinh & day, néu né kich thich hodc diéu hoa su
phién ma cuda trinh ty ma hoa trong té bao thich hop. N6i chung, cic yéu t6 didu hoa
phién ma gen khoi du dugc lién két didu khién voi trinh ty duge phién mé 1a & canh
nhau vé& mit vét 1y véi trinh ty duge phién ma, tirc 1a, ching téc dong déu (cis-acting).
Tuy nhién, mét s6 yéu t§ didu hoa phién ma, nhu gen ting cuong, can phai khong &
canh nhau vé mit vat 1y hodc khong dat gén véi trinh ty m3 hdéa ma ching lam ting su
phién ma.

Nhu st dung & ddy, thuit ngir “gen” dugc dua vao véi y nghia rong nhit cta nd
va bao gdm trinh tu deoxyribonucleotit bao gdm ving mé hoéa protein clia gen chu triic
va bao gE‘)m cac trinh tu duoc dat lién k& véi viung mé hoda trén ca dau 5> va 3’ véi
khoang cach it nhit 12 khoang 2kb & ca dau nay va c6 vai trd trong su biéu hién gen.

Céc trinh tu dugc ddt & d4u 5’ clia ving ma héa va c6 mit trén mARN duge goi la cac

-21-



34030

trinh tu 5° khong dich ma. Trinh tu dwoc dat & dau 3’ hojc xudi dong cua vung ma hoa
va c6 mit trén mARN duoc goi 1 trinh tw 3° khong dich ma. Thuat ngir “gen” bao gdm
ca dang cADN va dang hé gen cua gen. Dang h¢ gen hodc dong vo tinh cua gen chua
vung ma hoa co thé bi ngft quang boi cac trinh ty khong ma hoéa c6 tén la “intron” hodc
“yiing xen “ hoic “trinh ty xen”. Céc intron 1a cac doan gen dugc phién ma vao trong

ARN nhin (hnRNA); céc intron nay co thé chtra cac yéu td diéu hoa nhu gen tang

’
(19794

cuong. Intron duge tach riéng ra hodc “cdt ra” tir san phim phién ma nhan hodc san
phdm phién ma so bd; do d6 cac intron 1a khong c6 trong san phim phién md ARN
thong tin (MARN). mARN hoat dong trong qué trinh dich ma dé xé4c dinh rd trinh ty
hoiic thtt ty cla axit amin trong polypeptit méi sinh. Thuét ngit “gen” bao gdm phan tir
tong hop hodc dung hgp ma hoa toan bd hodc mot phan protein theo sang ché dugc mo
ta & day va trinh ty nucleotit bd sung véi trinh ty bét ky néu trén.

Nhu dugc st dung & day, thuat ngit “thanh phan thuc phim hoic dd ubng khéc”
dugc ding dé chi chét bét ky thich hop dé sir dung boi dong vat, tét hon, 12 chét bét ky
thich hop dé sir dung béi con ngudi, khi dugc cung cép duéi dang mot phan cta thuc
phdm hoic dd ubng. Cac vi du bao gbm, nhung khong chi giéi han &, hat thu dugc tir
céc loai cdy khac, duong, v.v., nhung khong kénudc.

Cay theo sang ché thuong c6 mot hodc nhiéu sy bién di di truyén ma mdi bién di
tao ra ham lugng giam cua it nhét mot hordein, tdt hon nita 12 it nhat B, C va D-hordein.
Nhu dugc st dung ¢ day, thuat ngit “bién dj di truyén ma mdi bién di tao ra ham luong
giam cua it nhit mot hordein” dugc ding dé chi hién twgng da hinh bét ky cua cay lta
mach ma lam giam sy san sinh hordein. Bién di di truyén co thé chta, vi du, doan
khuyét cta gen hordein hodc mot phﬁn cuia nd, hodc dot bién 1am gidm su phién ma gen
ctia lta mach. Vi du v& céc bién di di truyén ndy c6 mit trong gidng lia mach Rise 56,
Risg 527 va Risg 1508 va Ethiopia R118. Do d6, cac cdy nay co thé dugc st dung lam
ciy bb-me dé tao ra cdy theo sang ché. Cay theo séng ché c6 thé tao ra tir thé hé con
nho sy lai gifta thé dot bién bét ky trong s cac thé dot bién lta mach nay. Theo phuong
an dugc wu tién, cdy theo sang ché khong phai 1a thé hé con nho su lai gifta gidng laa
mach Risg 56 va Rise 1508 chira cac thé dot bién hor2 va lys3 c¢6 mit trong cac dong
ndy va la kiéu dai d6i v6i gen ma hoa D-hordein. Theo mot phwong én, c&y mé hoa y3-
hordein chira axit amin c¢6 trinh tu dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:58, nhu v3-
hordein chira axit amin c6 trinh ty dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:83. Vi dy, céy ¢co
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thé c6 gen y3-hordein kiéu dai chtrc ning nhu nhu gen y3-hordein cla giéng Iia mach
Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander. Theo mét phuong an, cay
khong phai 1a thé hé con nho su lai gitta Risg 527 va Rise 1508.

Nhu duoc st dung & ddy, trir khi ¢6 quy dinh khac, cum tir “khoéng” dugc dung
@8 chi khoang hop 1y bt ky cia gid tri quan tim. Theo phuong én dugc uu tién, thuat
ngit “khoang” dugc ding dé chi +/-10%, tét hon nita 1a +/- 5%, tot hon nita 1a +/-1%,
gia tri cu thé.

Trir khi duge xac dinh theo cach khéc, khi néi v& trong lugng va phﬁn tram, don vi
1a trong luong.

Thuét ngit “va/hodc”, vi dy, “X va/hodc Y” s& duge hiéu c6 nghia 1a “X va Y”
hodc “X hodc Y” va co thé duoc st dung dé mang lai su hd tro rd rang cho ca hai nghia
ho#c cho mdi nghia.

Trong subt ban mo ta, tir “bao gém”, hoidc cac tir twong ty nhu “chira”, s& duogc
hidu 12 ngy ¥ sy gdbm c6 mot yéu td, s6 nguyén hotc bude da néu, hodc nhém céc yéu
t5, s6 nguyén hodc budc, nhung khong ¢ nghia loai trur yéu t, s6 nguyén hoic budc
bét ky khac, hodc nhém cac yéu t6, sb nguyén hodc budc.

Prolamin va hordein

Prolamin ngii cb¢ (dugc biét dén 13 gliadin trong lua mi, hordein trong Iia mach,
secalin trong lia mach den, avenin trong yén mach, va zein trong ngd) 1 protein dy trix
noi nhil chu yéu trong tit ca céc loai hat ngil cbc, ngoai trir yén mach va gao (Shewry
and Halford, 2002). Hordein c6 mdt v6i lugng nam trong khoang tir 35 dén 50% protein
toan phin trong hat lia mach (Jaradat, 1991). Chiing dugc phén loai thanh bdn nhém, A
(con dugc goi 12 y hordein), B, C, va D, theo hoat tinh giam (Field et al., 1982). B, C, D
va y-hordein duge ma héa béi cac locus Hor2, Horl, Hor3, va Hor5, tuong Gng, trén
nhidm séc thé 1H nhu dugc thé hién bing so dd trén Fig.1.

B hordein 13 phan doan protein chu yéu, khéc biét voi C hordein vé& ham luong luu
huynh cta ching (Kreis and Shewry, 1989). B hordein chiém 70— 80% ctia hordein
toan phﬁn va C hordein chiém 10-20% hordein toan phﬁn (Davies et al., 1993). A
hordein thuong khdng dugc cho 1a phan doan du trit, trong d6 D hordein tuong dong
v6i glutenin cé trong lugng phan tir cao. Hordein, cung v&i phan con lai cua prolamin
ngii cde co lién quan, khong dugc biéu hién trong ban than phéi hop i, khong gidng

nhu céc protein du trit khac nhu napin; chiing duge cho la dugc biéu hién chi trong ndi
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nhii chira tinh bdt trong giai doan s6m-dén-mubdn ciia qua trinh phat trién hat. Vi du vé
trinh tu axit amin ctia hordein lda mach va gen mé hoa ching dugc thé hién trong WO
2009/021285.
Mach nha héa

Db udng trén co s& mach nha @2 xuét boi sang ché bao gdm dd ubng c6 cdn (k& ca
dd ubng chung cit) va d6 ubng khong c6 c¢dn duoc sinh ra bang cach st dung mach nha
lam mot phn hoic toan bd nguyén liéu ban d4u cua chiung. Cac vi du bao gdm bia,
happoshu (dd udng c6 vi bia c6 ham lugng mach nha thap), ruou uyt-ki, d6 ubng trén
co s& mach nha c6 ham luong cdn thép (vi du, d6 udng trén co sé mach nha chia cdn
v6i ham lugng dudi 1%), va dd ubng khong chira con.

Mach nha héa 1a qué trinh ngdm va lam nay mam c6 kiém so4t, tiép theo 1 lam
kho hat laa mach. Chudi céc sy kién nay rit quan trong dbi vé6i qua trinh tdng hop nhiéu
enzym lam bién ddi hat, quy trinh ma chu yéu khir polyme thanh t€ bao noi nhii da chét
va huy dong céac chit dinh dudng cta hat. Trong qua trinh 1am kho tiép theo, huong vi
va mau sic duge tao ra do cac phan tng nhudm nau héa hoc. Mic du, viéc st dung ban
dAu ciia mach nha 13 dé san xuét dd ubng, né con cod thé dugc st dung trong cac quy
trinh cong nghiép khéc, vi du 1a ngudn enzym trong nganh cong nghiép san xuét banh,
hodc 13 chét tao huong vi va tao mau trong nganh cong nghiép thuce phém, vi du dudi
dang mach nha hodc dudi dang bot mach nha, hodc khong truc tiép dudi dang xi r0
mach nha, v.v..

Theo mét phuong 4n, sang ché @ cap dén phuong phép san xuét ché phdm mach
nha. Tét hon 13 phuong phép ndy bao gdm céc budc:

(i) cung cAp hat cta cdy lia mach theo sang ché,

(ii) ngadm hat néu trén,

(iii)lam nay mam hat d& dugc ngdm trong cac diéu kién d3 dinh trudc va
(iv)1am kho hat di nay mam néu trén.

Vi dy, mach nha c6 thé dugc dugc tao ra bang phuong phap bét ky trong s6 cac
phuong phép di dugc md ta trong Hoseney (Principles of Cereal Science va
Technology, Second Edition, 1994: American Association of Cereal Chemists, St. Paul,
Minn.). Tuy nhién, phuong phéap thich hgp khac bat ky dé san xuét mach nha ciing c6
thé duge st dung boi sang ché, nhu phuong phap d8 san xuit mach nha dic biét, bao

gdm, nhung khong chi gi6i han &, phuong phép rang mach nha. Mot vi du khong lam
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gi6i han pham vi cla sang ché dugc mo ta trong Vi dy 6.

Mach nha cé thé dugc didu ché b%mg cach sir dung chi hat dugc tao ra tir cay lda
mach theo sang ché hoic trong hdn hop bao gé)m cac loai hat khéc.

Mach nha chu yéu duogc st dung dé nAu bia, nhung con dugc st dung dé san xuét
rugu chung cit. Qua trinh néu bia bao gém cac budc san xuét hém ruou, budc 1én men
chinh va phu va budc hau xu ly. PAu tién, mach nha duoc xay, khudy vao nuéc va gia
nhiét. Trong budc “G rugu” nay, enzym dugc hoat hoa trong qua trinh mach nha hoa
lam thoai bién tinh b6t ctia nhan phdi thanh dudng c6 thé 1én men. Hém rugu tzo ra
duoc 1am trong, nim men dugc thém vao, hdn hop nay duge 1én men va budc hau xtt ly
duoc thuc hién.

Theo phuong 4n khéc, ché phém hém ruou co thé dugc diéu ché tir mach nha.
Hém ruou nay c6 thé 13 ham ruou thit nhit va/hodc thtr hai va/hoge hém ruou tiép nita.
N6i chung, ché phim hém rugu s& chira amin nito véi ham lugng cao va cacbohydrat
c6 thé 1én men duoc, chi yéu 12 maltoza. Thong thudng, hém ruou dugc didu ché bﬁng
cach 0 mach nha véi nudc, nghia la bﬁng cach U ruou. Trong qué trinh U ruqu, ché
phim mach nha/nuée c6 thé dugc thém ché phdm gidu cacbohydrat bd sung, vi du céc
chét phu lia mach, ngd hodc gao. Céc chét phu ngi cbc chua duge mach nha hoa
thuong chira enzym khong hoat tinh, v do d6 dwa vao mach nha hodc enzym ngoai
sinh dé tao ra enzym can thiét dé chuyén hoa duodng.

N6i chung, budc thir nhét trong quy trinh san xuit hém ruou 1a xay mach nha aé
nudce c6 thé thAm nhap vao cac hat nhé cua hat trong pha 0 rugu, ma vé co ban 1a sy mé
rong cla qua trinh mach nha hoa bang su khir polyme cila cac co chét dudi tac dung cua
enzym. Trong qua trinh G rugu, mach nha d4 xay dugc 0 v6i phén doan long nhu nude.
Nhiét d6 hosic dugc gitt khong dbi (U rugu ding nhiét) hogc duge ting dan. Trong
treong hop khéc, chit tan duoc tao ra trong qué trinh mach nha héa va u rugu duge
chiét vao phan doan 1éng néu trén trudce khi dugc tach bang cach loc vao hém rugu va
céc hat nho ran con lai 12 hat d& dugc st dung. Hém ruou nay ciing ¢ thé 1a hém ruou
tht nhét. Sau khi loc, thu dugc hém ruou tht hai. Cac hém ruou khac nita ¢d thé dugc
didu ché bang céach lap lai quy trinh néu trén. Mot vi du khong lam gidi han pham vi
bao ho cua sang ché vé phuong phép thich hop dé didu ché hém rugu duge md ta trong
Hoseney (néu trén).

Ché pham hém rugu con c6 thé duge di€u cheé bang cach U cay lia mach theo sang
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ché hodic cac bd phin cua nd voi mot hodc nhiéu enzym thich hop, nhu ché phém
enzym hodc ché phdm hdn hop enzym, vi du Ultraflo hogc Cereflo (Novozymes). Ché
phim hém rugu ciing ¢6 thé dugc didu ché bang cach st dung hdn hop bao gdm mach
nha va cdy lta mach céc bd phén ctia n6 chua dugc mach nha hoéa, tuy y bd sung mot
hodic nhiéu enzym thich hgp trong qué trinh didu ché nay. Ngoai ra, enzym prolyl-
endopeptidaza chi ph4 hity dic hiéu lién két amin doc hai lién quan dén bénh tiéu chay
m& c6 thé duge thém vao trong qua trinh 1én men hém rugu dé 1am giam ddc tinh cta
hordein con lai (De Angelis et al., 2007; Marti et al., 2005; Stepniak et al., 2006).

Xt Iy hat

Hat Iua mach theo sang ché c6 thé dugc xtr ly dé tao ra thanh phﬁn thuc phém,
thanh phan d6 udng, thuc phém hodc db udng, hodc san phim khong phai 1a thyc phim
bang cach st dung phuong phép bét ky da biét trong linh vuc nay.

Theo mdt phuong an, san pham 13 bot hat nguyén cam (bdt hat nguyén cam chua
dugce xay siéu min, nhu bot hat nguyén cam chua dugc xay si€u min; bot hat nguyén
cam, hodc bdt dugc san xuét tir khoang 100% hat). Bot hat nguyén cam bao gém thanh
phin bot dé tinh ché (bot da tinh ché) va phan doan tho (phén doan thd chura dugc xay
siéu min).

Bot da dugce tinh ché c6 thé 12 bot duge diéu ché, vi dy, b::fmg cach xay va sang lua
mach sach. Co quan quéan ly thuc phadm va duge phim My (FDA: Food and Drug
Administration) doi héi bot dép tmg mot sé tiéu chun vé kich thude hat dé duge cho 1a
thuoc loai bot lia mach da duoc tinh ché. Kich thude hat ctia bot da dugc tinh ché dugc
md ta 12 bot trong d6 khong dudi 98% di qua tAm vai c¢6 d6 m& khong 16n hon do mé
ctia ludi thép c& “212 micromet (U.S. Wire 70)”.

Phan doan tho bao gdm it nhat mot trong s: cam va phoi. Vi du, phdi 12 phoi thyc
vat dugc tim théy trong nhan phdi lda mach. Phdi chua lipit, chéit xo, vitamin, protein,
chit khoang va cac chét dinh dudng thuc vat, nhu flavonoit. Cam bao gdm mot sd 16p
té bao va chura lipit, chat xo, vitamin, protein, chét khoang va céc chét dinh dudng thuc
vat, nhu flavonoit, véi lugng déng ké. Hon nita, phan doan thd c6 thé bao gbém 16p
aleuron con chira lipit, chit xo, vitamin, protein, chét khoang va cac chit dinh dudng
thuc vat, nhu flavonoit. Lép aleuron, trong ldc, vé& mit ky thuat, dugc cho 12 mot ph'?m
ciia ndi nhil, ¢6 nhidu dic tinh twong ty nhu dic tinh cia cim va do d6 thudmg dugc 1y

ra cing v6i cdm va phdi trong qua trinh xay. L6p aleuron chira protein, vitamin va cac

-26-



34030

chit dinh dudng thuc vat, nhu axit ferulic.

Hon nita, phan doan thd c6 thé dwoc tron v6i thanh phan bdt da tinh ché. Tot hon,
néu phan doan thd duge tron ddng nhét voi thanh phan bdt da tinh ché. Viéc tron dbng
nhit phan doan thd va thanh phan bot da tinh ché ¢ thé giup lam gidm sy phan tang
cuia cac hat nhd boi kich thude trong qua trinh véan chuyén. Phan doan thd co thé dugc
trdn voi thanh ph?ln bot da tinh ché dé tao ra bot hat nguyén cam, do d6 tao ra bot hat
nguyén cam c¢6 gia tri dinh dudng, ham luong chit x0, va kha ning chdng oxy héa cao
khi so sanh v&i bot da dugc tinh ché. Vidy, phéan doan thd hodc bot hat nguyén cam c6
thé duogc st dung & cac lugng khac nhau dé thay thé bot hat d3 dugc tinh ché hoic
nguyén cam trong banh nudng, dd 4n nhe, va san phim thuc phim. Bot hat nguyén cam
theo sang ché (nghia 13 bot hat nguyén cam chua dugc xay siéu min) ciing c6 thé duoc
bén tryc tiép trén thi trudng cho ngudi tiéu ding dé sir dung trong cac san phdm banh
nuéngtainhécﬁahg.Theophuongénlénlvidu,pnﬂﬂtaohatcﬁab@thatnguyéncénl
12 profil sao cho 98% trong lugng hat ctia bot hat nguyén cam nho hon 212 micromet.

Theo cac phuong an khac, enzym dugc tim thdy trong cdm va phdi cta bdt hat
nguyén cam va/hodc phan doan tho dugc bét hoat dé 1am 4n dinh bot hat nguyén cam
va/hodc phan doan thd. Séang ché dy dinh ring thuat ngit bi b4t hoat ciing c6 cung
nghia nhu bi e ché, bj 1am bién chit, hodic cic nghia twong tw. Lam 6n dinh la qua
trinh s&t dung hoi, nhiét, tia xa hodc cac phuong phap xt 1y khac dé 1am bt hoat enzym
c6 mit trong 16p cdm va phoi. Cac enzym cé mit ty nhién trong cam va phoi s& xtc
tac cac phan ung bién ddi cua cac hop chét trong bot, anh hudng bét loi dén céc dic
tinh néu nudng cla bdt va thoi han st dung. Enzym bat hoat khong xuc tic cac phan
@mg bién dbi cita cac hop chét c6 mit trong bdt, do d6, bot da dugc lam 6n dinh vn gitt
lai dugc cac ddc tinh niu nuéng cua nd va co thoi han st dung dai hon. Vi du, dé thuc
hién séng ché, c6 thé ap dung k¥ thuat xay hai dong dé xay phan doan thd. Khi phan
doan th6 dugc tach ra va lam 4n dinh, sau d6 phan doan tho dugc xay nho may xay, tbt
hon, 1a may céan reén, dé tao ra phan doan tho su phin bd kich thuéc hat nhé hon hodc
bing 500 micromet. Theo phwong an lam vi duy, tdc @6 diu may can rén thudng hoat
dong trong khoang tir 115m/gidy dén 144m/gidy, toc do d4u may cao s& tao ra nhiét.
Nhiét tao ra trong qué trinh va dong khong khi lam gidm luong tai vi khuén ctia phan
doan thd. Theo cac phuong 4n khic, trudce khi xay trong may cén rén, phén doan tho c6

thé ¢6 s& dém trén dia hao khi trung binh bing 95000 don vi tao khuén lac/gam (cfu
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(colony forming unit)/g) va s6 dém vi khudn dang coli trung binh bang 1200cfu/g. Sau
khi di qua may cén rén, phan doan th6 co6 thé ¢6 sb dém trén dia ho khi trung binh
bang 10000cfu/g va s6 dém vi khudn dang coli trung binh bang 900cfu/g. Do do, lugng
tai vi khudn c6 thé dugc gidm & muc nhan thiy dugc trong phan doan tho theo sang
ché. Sau khi ray, phan doan thd da xay bt ky c6 kich thuéc hat 16n hon 500 micromet
¢6 thé duge cho quay trd lai quy trinh d8 xay tiép.

Theo cac phuong an khéc, bot hat nguyén cam hodc phéan doan thd cé thé 13 thanh
phan cia san pham thuc pham. Vi dy, san pham thuc phdm c6 thé 14 banh mi vong,
banh quy, banh mi, banh mi tron, banh simg bd, banh hip, banh nuéng x6p kiéu Anh,
banh nudéng xép, banh mi pita, bAnh mi nhanh, san phém bot nhao dugc 1am lanh/lam
dong lanh, bot nhao, dau him, banh bdt ngd, twong Gt, banh taco, banh tamale, banh
tortilla, banh pot pie, ngii cbc an lién, bot an lién, hdn hop nhdi, bot co thé vi song
dugc, banh brownie, banh ngot, banh phomat, banh ngot cafe, banh quy, mén trang
miéng, banh nuéng, banh cudn, keo, vé banh nudng, nhan banh nudng, thuc phém danh
cho tré em, hdn hop bot dé nuéng banh, hdn hop banh nuéng, banh mi, hdn hop nudc
xbt, chit don ding cho thit, chét thay thé thit, hdn hop gia vi, hdn hgp sap, nude x6t,
bot dao bo, nudce x4t salat, stup, kem chua, mi sgi, mi 6ng, mi ramen, mi chow mein, mi
mein, hat va siro danh cho kem, kem que, vo bc qué, banh kep kem, banh quy gion,
banh mi nuéng &n véi sip, banh donut, trimg cudn, bim bim, banh hoa quéa va hat, dd
4n nhe c6 thé vi song duoc, banh dinh dudng, banh bot rén, san phdm banh mi nudng
so, banh quy pretzel, banh put-ding, san phdm trén co s& granola, khoai tay chién, o
annhe, hon hop dd an nhe, banh waffle, dé piza, thuc phém cho déng vat hodc thuc
phdm cho thii nudi.

Theo cac phuong an khéc, bot hat nguyén cam hogdc phén doan thd cb thé 13 thanh
phén ctia san phdm b6 sung dinh dudng. Vi du, san phim bd sung dinh dudng c6 thé 1a
san phém duoc thém vao ché d6 an chra mdt hodc nhiéu thanh phﬁn, thuong bao gém:
vitamin, chét khoéang, thao mdc, axit amin, enzym, chét chéng oxy hoéa, thdo mdc, gia
vi, cac vi khuén c6 lgi (probiotic), dich chiét, prebiotic (ngudn thirc dn cho probiotic) va
chét xo. Bot hat nguyén cam hodc phén doan tho theo sang ché bao gbém vitamin, chit
khoang, axit amin, enzym, va chét xo0. Vi du, phan doan thd chtra lugng ddm déc cua
chét xo tho cling nhu céc chét dinh dudng thiét yéu khac, nhu B-vitamin, selen, crom,

mangan, magie, va chét chéng oxy héa, 12 thiét yéu cho ché d &n manh khoe. Vi du 22
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gam phan doan tho theo sang ché phan phdi 33% trong téng nhu cau chét xo hing ngay
dugc khuyén cdo. Hon nita, 14 gam phan doan tho theo sing ché 1a cén thiét ¢é phan
phdi 20% trong tbng nhu cau chét xo hing ngay dugc khuyén cdo. Do d6, phén doan
thd 12 ngudn b sung tuyét voi cho nhu cAu chét xo ctia mdi c4 nhan. Do dé, theo mot
phuong 4n, bot hat nguyén cam hodc phén doan thd ¢6 thé 13 thanh phén ctia chét bd
sung dinh dudng. Chat bd sung dinh dudng c6 thé chtra thanh phan dinh dudng da biét
bét ky s& hd trg stc khoe chung cuia mdi c4 nhan, c4c vi du bao gdm, nhung khong chi
giGi han &, vitamin, chit khoang, cc thanh ph?m x0 khéc, axit béo, chét chéng oxy hoa,
axit amin, peptit, protein, lutein, riboza, axit béo omega-3, va/hodc cac thanh phén dinh
dudngkhéc.

Cac phuong an khac, bdt hat nguyén cam hodc phan doan th6 co thé 12 chét bd
sung x0 hodc thanh phén ctia né. Nhiéu chét bd sung xo hién dang dugc st dung nhu vé
hat ma d& (psyllium husk), dAn xuét xenluloza, va gdm gua da thuy phan c6 gié tri dinh
dudng han ché so v6i ham lugng chét xo cia chiing. Ngoai ra, nhidu chit bd sung xo c6
két chu khong mong mudn va vi khé chiu.

Chét b sung xo dugc san xuét tir bt hat nguyén cam ho#c phin doan thd c6 thé
gitp phén phéi chit xo cling nhu protein, va chét chéng oxy hoéa. Chét bb sung xo ¢6
th8 dugc phan phéi, nhung khong chi gi6i han, & cic dang sau: hén hop db udng lién,
dd ubng lién, banh dinh dudng, banh x6p, banh quy, banh quy ron, thach, vién nang,
keo, vién nén nhai dugc va vién tron. Mot phuwong an phén phdi chét bd sung xo & dang
d6 ubng shake hoic loai mach nha c6 huong vi, phwong an nay ¢ thé 1a dic biét hip
dAn duéi dang chit bd sung xo cho tréem.

Theo phuong an khac, qué trinh xay co thé dugc sir dung dé tao ra bot da hat, bot
da lta mach, hodc phin doan thd da hat. Vi dy, cdm va phdi tur mot loai lta mach ¢6 thé
dugc xay va phéi hop vé6i noi nhii da xay hogc bt hat nguyén cam lta mach cua loai
laa mach khéc. Theo cach khac, cam va phoi ciia mot loai hat khac ¢c6 thé dugc xay va
phéi hop véi ndi nhil xay hodc bdt hat nguyén cdm cta loai hat khéc. Theo phuong an
khac, cam va phdi tir loai lda mach hodic hat thtr nhét c6 thé dugc phdi hop v6i cim va
phoi tir loai lia mach hodc hat thir hai dé tao ra phan doan thd da hat. Dy dinh rﬁng
sang ché bao gém budce tron hdn hop bét ky ctia mot hodc nhidu loai cam, phoi, ndi
nhil, va b0t hat nguyén cam ctia mdt hodc nhiéu hat. Phuong phép da hat, da lia mach

nay co thé duoc st dung dé tao ra bot thong thuong va loi dung céc dic tinh va ham
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lugng dinh dudng cua nhiéu loai hat hoic lia mach dé tao ra mot loai bot.

Bot hat nguyén cam theo sang ché c6 thé dugc tao ra bang nhidu quy trinh xay
khéac nhau. Mot phuong an vi du bao gbm buédc xay hat trong mot dong duy nhét ma
khong can tach ndi nhil, cdm, va phoi cia hat thanh nhiéu dong riéng r&. Hat sach va da
phdi tron duge chuyén dén may xay hanh trinh thi nhét, nhu may nghién bla, may
nghién truc lan, may nghién dinh gim (pin mill), may nghién va dép, may nghién dia,
may nghién ma sat, mdy cén rén, hodc cic may tuong tuk. Theo mot phuong 4n, may
xay c6 thé 12 may can rén. Sau khi xay, hat duoc d& ra va chuyén vao may sang. May
sang bit ky da biiét trong linh vyc ndy dé sang hat da xay c6 thé duge sir dung. Vat
lidu di qua lu6i cia may sang 13 bot hat nguyén cam theo sang ché va khong can phai
xu ly tiép. Vat liéu con lai trén mit lu6i duge goi 12 phan doan thir hai. Phén doan thu
hai c6 kich thudc hat cin duoc gidm thém nita. Do d6, phan doan thir hai nay c6 thé
dugc chuyén dén may xay hanh trinh thir hai. Sau khi xay, phan doan thir hai c6 thé
duge chuyén dén may sang thir hai. Vat liéu di qua ludi cia méy sang thi hai 1a bot hat
nguyén cdm theo sang ché. Vit liéu con lai trén lugi dugc goi 13 phan doan thr tw va
cin duge xit Iy tiép dé 1am giam kich thudc hat. Phan doan thir tu trén ludi cia méy
sang thir hai dugc chuyén tré lai hoic may xay hanh trinh thir nhét hoic may xay hanh
trinh tht hai d& xr 1y tiép nho chu ky hdi tiép. Theo phuong 4n khac theo sang ché,
quy trinh nay c6 th bao gdm nhiéu méy xay hanh trinh thir nhét dé tao ra ning suét ciia
hé cao hon.

Du dinh rﬁng Cac san phém bot hat nguyén ca4m, phin doan thé va/hodc hat theo
sang ché c6 thé dugc tao ra boi quy trinh xay da biét trong linh vuc nay. Hon nira, du
dinh rang san phém bot hat nguyén cam, phan doan tho va/hodc hat theo sang ché ¢
thé duoc bién ddi hodc ting cuong bing nhiéu quy trinh khac nhu: 1én men, an lién hoa,
ép diin, bao nang, nudng, quay, hodc cic quy trinh tuong tu.

Cdc polynucleotit diéu hoa gidm sw san sinh hordein

Theo mot phuong an, hat theo sdng ché, va/hodc dugc st dung trong phuong phép
theo sang ché, dugc tao ra tir cdy lua mach chuyén gen chtta gen chuyén mi héa
polynucleotit didu hoa giam su séan sinh cda it nhé4t mot hordein trong hat. Vi du vé céc
polynucleotit nay bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6, polynucleotit dbi nghia,
polynucleotit ¢6 nghia, polynucleotit xtic tdc, microARN nhén tao hodc phan tr ARN

soi kép. Khi c6 mit trong hat, mdi polynucleotit trong sd cac polynucleotit nay lam
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giam mARN trong hordein chiu trach nhi¢ém dich ma.
Polynucleotit doi nghia

Thuét ngit “polynucletoit d6i nghia” c6 thé c6 nghia 1a phan tr ADN hodc ARN,
hodc phdi hop clia chung, bd sung cho it nh4t mot phan ciia phan tt mARN cu thé ma
héa hordein va c6 thé gy can trd sy kién hau phién mi nhu dich ma mARN. Viéc su
dung céc k¥ thuét d6i nghia 13 da biét trong linh vuc ndy (vi dy, xem G. Hartmann and
S. Endres, Manual of Antisense Methodology, Kluwer (1999)). Viéc sit dung cac k¥
thust dbi nghia & thuc vat da dugc néu bdi Bourque (1995) va Senior (1998). Senior
(1998) cho rang hién gid cdc phuong phép d6i nghia 13 c4c ky thuat rat t6t dé thao tac
biéu hién gen.

Polynucleotit d6i nghia trong cdy lta mach theo séng ché s& lai véi polynucleotit
dich trong cac diu kién sinh ly. Nhu dugc sir dung & ddy, thuét ngit “polynucleotit d6i
nghia lai hoa trong cac diéu kién sinh Iy c6 nghia 1a polynucleotit (s¢i don day da hoic
mdt phan) it nhit c6 kha ning tao ra polynucleotit s¢i kép véi mARN ma héa protein,
nhu hordein Itia mach trong céc diéu kién binh thudng trong té€ bao lua mach.

Phan t&t dbi nghia c6 thé chira cic trinh tu twong tng véi gen cAu tric hodc cac
trinh tu ¢6 tac dung didu khién sy biéu hién gen hodc su kién tach intron. Vi dy, trinh ty
dbi nghia c6 thé twong Gng v6i ving mé hoa cé dich cia gen theo séang ché, hodc ving
5°-khong duge dich ma (UTR: untranslated region) hodc 3°-UTR hodc phdi hop ctia
ching. N6 c6 thé bd sung mot phan cho cac trinh ty intron, ma c6 thé dugc tach intron
trong hodc sau khi phién mi, t5t hon, 12 chi bd sung cho trinh ty exon ctia gen dich. N6i
chung, vé su phéan tan 16n hon cta cac UTR, viée tao dich céc vung nay tao ra tinh dac
hiéu 16n hon ciia sy tic ché gen.

Chidu dai cta trinh tu d6i nghia nén it nhit 1a 19 nucleotit k& tiép, tot hon, 1a it
nhit 50 nucleotit, va tt hon nita 1a it nhét 100, 200, 500 hogc 1000 nucleotit. Su bd
sung trinh ty ¢ chidu dai dy du cho toan b sén pham phién ma gen ¢ thé dugc st
dung. Tét hon, néu chiéu dai nay 1a 100-2000 nucleotit.

Do ddng nhét trinh tw d6i nghia véi san phdm phién ma dich nén it nhét 12 90% va
t&t hon nita 13 95-100%. Hién nhién 13, phan tit ARN dbi nghia c6 thé chira cac trinh ty
khong lién quan ma cé thé c6 chirc ning 1am dn dinh phan tt.

Polynucleotit xuc tdc

Thuét ngit polynucleotit/axit nucleic xiic tdc dugc dung d& chi phéan tit ADN hodc
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phén tir chita ADN (con dugc biét dén trong linh vyc ndy 13 “deoxyribozym”) hodc
phén tir ARN hodc phan tir chira ARN (con dugc goi 1a “ribozym™) nhan biét dac higu
chét khéac biét va xuc tac su bién dbi hoa hoc cu chit nay. Cac bazo axit nucleic trong
axit nucleic xuc tac c6 thé 1a céc bazo A, C, G, T (va U d6i v6i ARN).

Thong thudng, axit nucleic xuc tac chira trinh ty d6i nghia dé nhan biét dic hiéu
axit nucleic dich, va hoat tinh enzym tich axit nucleic (¢ day, con dugc goi 1a “vung
xuc tac”). Dic biét, cac loai ribozym ¢ thé dugc str dung theo séng ché 1a ribozym du
bua (Haseloff and Gerlach, 1988, Perriman et al., 1992) va ribozym cap toc (Shippy et
al., 1999).

Ribozym trong cdy lua mach theo sang ché va ADN ma héa ribozym c6 thé dugc
tbng hop héa hoc bang cach st dung cac phwong phéap da biét trong linh vuc nay.
Ribozym con c6 thé dugc diu ché tir phan tir ADN (ma khi phién ma, tao ra phan tir
ARN) lién két didu khién v6i gen khéi diu ARN polymeraza, vi dy, gen khdi dau ddi
v6i T7 ARN polymeraza hogic SP6 ARN polymeraza. Khi vecto cling chira gen khoi
d4u ARN polymeraza lién két didu khién voi phan tir ADN, thi ribozym c6 thé dugc tao
ra in vitro khi i v6i ARN polymeraza va nucleotit. Theo phuong 4n riéng 1& ADN c6
thé dugc chén vao caset biéu hién hogc caset phién ma. Sau khi tdng hop, phan tr ARN
¢6 thé dugc bién dbi bang cach budc vao phan tr ADN c6 khi ning lan 6n dinh
ribozym va 1am cho n6 khéng véi ARNaza.

Nhu bing polynucleotit d6i nghia duge md ta & day, polynucleotit xic tac cling c6
kh& ning lai hoa phan ti axit nucleic dich (vi du mARN mé hoéa hordein lua mach)
trong “cac diéu kién sinh 1y” nghia la cac didu kién trong té bao lia mach.

Can thiép ARN

Can thiép ARN (RNAi: RNA interference) 12 dic biét hiru hiéu dé e ché dic hiéu
su san sinh mdt protein cu thé. Mic dd khong mudn bi giéi han boi ly thuyét,
Waterhouse et al. (1998) da d& xuét mot md hinh cho co ché ma béng céch d6 dsARN
(ARN soi kép) c6 thé duge sit dung dé 1am giam su san sinh protein. Cong ngh¢ nay
dua vao su c6 mit cia phan tir dsSARN chira trinh tu ma gin nhu gidng v6i mARN cua
gen quan tdm hodc mot phan ciia n6, trong trudng hop ndly mARN ma hoéa polypeptit
theo sang ché. Thich hop 13, dSARN ¢6 thé dugc tao ra tir gen khoi dau don trong vecto
tai tb hop hoac té bao chu, tai d6 céc trinh tu c6 nghia va d6i nghia dugc chin béng

trinh tu khong lién quan cho phép céc trinh tu c¢6 nghia va d6i nghia lai hoa dé tao ra
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phan tir dsARN c6 trinh ty khong li€n quan tao ra cAu trac vong. Dang va sy san sinh
phan tr dsARN thich hgp d6i voi sang ché thudc kha ning cua chuyén gia trong linh
vuc nay, cu thd khi xem xét Waterhouse et al. (1998), Smith et al. (2000), WO
99/32619, WO 99/53050, WO 99/49029, va WO 01/34815.

Theo mot vi du, ADN dugc dua vao sao cho huéng vao sy téng hop it nhét mot
phan san phim ARN sgi kép (duplex) c6 do tuong ddng voi gen dich duge bét hoat. Do
d6, ADN chira c4 trinh ty c¢6 nghia va trinh tu dbi nghia ma, khi dugc phién ma vao
ARN, c6 thé lai hoa dé tao ra ving ARN soi kép. Theo phuong 4n dugc wu tién, trinh ty
c¢6 nghia va ddi nghia dwgc tach biét nhau béi ving dém chta intron ma, khi dugc
phién m3 vao ARN, s& dugc tach ra. Kiéu sép xép nay dugc thé hién dé tao ra hiéu suét
lam bét hoat gen cao hon. Vung sgi kép ¢ thé chira mot hodc hai phan t& ARN, dugc
phién ma tir hodc mdt hodc hai ving ADN. Sy c6 mit cua phén tir soi kép dugc cho
12 kich hoat dap Gng tir hé thyc vat ndi sinh pha hity ca& ARN soi kép va ca san phém
phién md ARN tuong df“)ng tr gen thyc vat dich, lam gidm hodc han ché mot cach c6
hiéu qua hoat tinh cia gen dich.

Chiéu dai cua trinh ty c6 nghia va dbi nghia lai hoa, mdi trinh tw, nén it nhét chira
19 nucleotit k& tiép, tét hon 1a it nhét 30 hodc 50 nucleotit, va tét hon nita Ia it nhét 100,
200, 500 hodic 1000 nucleotit. Trinh ty c6 chidu dai ddy du so véi toan bd sin pham
phién ma gen co thé dugc sir dung. Tt nhét, néu chiu dai nay 1a 100-2000 nucleotit.
Do ddng nhit cta trinh ty c6 nghia va d6i nghia v6i san phim phién ma da dugc tao
dich nén it nhét 1a 85%, tbt hon 14 it nhit 90% va tt hon nita 1a 95-100%. Hién nhién
1a, phan td ARN ¢6 thé chira c4c trinh ty khdng lién quan ma c6 thé c6 chirc nang lam
&n dinh phén tr. Phan tr ARN c6 thé dugc biu hién duéi sy kiém sodt cia gen khoi
d4du ARN polymeraza II hodc ARN polymeraza III. Vi du vé gen khéi diu ARN
polymeraza III bao gbm gen khéi diu tARN hogc snARN.

Phan t¢ ARN can thiép nhé (siRNA: small interfering RNA) chta trinh tu
nucleotit gibng khoang 19-21 nucleotit ké tiép cia mARN dich. Tt hon, 13 trinh ty
mARN dich bt dAu bing dinucleotit AA, chira him lugng GC bang khoang 30-70%
(t6t hon, 1a 30-60%, t6t hon nira 1a 40-60% va tot hon nita 1a khoang 45%-55%), va
khong co ty 1€ phan tram dbng nhit cao véi trinh tw nucleotit bét ky khéc véi dich cia
hé gen cia cdy lua mach trong d6 n6 duoc dua vao, vi dy, nhu duge xac dinh bang cc

nghién ciru BLAST chuén.
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MicroARN

Su diéu hoa microARN 13 mdt nganh duoc chuyén mdn hoa rd rang cda con
duong lam bit hoat ARN phat trién theo hudng diéu hoa gen, phan huéng tir
iARN/PTGS théng thudng. MicroARN 1a nhém dic biét cia ARN nho duoc mai hoa
trong cac yéu tb kiéu gen duoc thiét 14p trong doan ldp dao nguoc dic trung. Khi dugce
phién mé, gen microARN tao ra tién ARN than-vong ma tir 6 microARN da dugc xur
Iy tiép. Thong thuong, microARN c6 chiéu dai khoang 21 nucleotit. miRNA giai
phong dugc dua vao phuc chit kidu RISC chira tiéu quéan thé cu thé cla protein
Argonaute tic dung 1én sy kim ham gen ddc hiéu trinh ty (vi dy, xem Millar and
Waterhouse, 2005; Pasquinelli et al., 2005; Almeida va Allshire, 2005).

Dong ikc ché

Phuong phap sinh hoc phén tir khac ma cé thé duoc st dung 1a phuong phap dong
trc ché. Co ché cua phuong phap ddng T ché van chua dugc hiéu rd nhung né duge
cho 13 lién quan dén qud trinh lam b4t hoat gen sau phién ma (PTGS: post-
transcriptional gene silencing) va vé mit ny c6 thé rat gibng voi nhidu vi du vé su G
ché d6i nghia. N6 lién quan dén viéc dua ban sao gen bd sung hodc doan cla nd vao
thuc vat theo huéng c6 nghia dbi voi gen khéi diu dé biéu hién né. Kich thude cua
doan c6 nghia, su twong ing ciia nd voi cac ving gen dich, va do dbng nhét trinh ty cua
no6 véi gen dich 1a nhu dbi v6i trinh ty d6i nghia dugc mo ta trén day. Trong mot sb
truong hop, ban sao bd sung cua trinh ty gen gdy tré ngai cho sy biéu hién ctia gen
thuc vat dich. V& viéc thuc hién phuong phap ddng trc ché, xem WO 97/20936 va EP
0465572.

Cdu triic axit nucleic

Chu tric axit nucleic c6 thé duoc sir dung dé tao ra cay chuyén gen c6 thé d& dang
duoc tao ra bang cach st dung céc k¥ thuat chuén.

Khi chén ving ma héa mARN, cdu truc nay c6 thé chira céc trinh ty intron. Cac
trinh ty intron nady co thé hd trg su biéu hién cia gen chuyén trong thuc vat. Thuét ngit
“intron” dugc st dung theo nghia thong thudng cia nd, nghia la doan gen dugc phién
ma nhung khong ma héa protein va dugc tach ra khoi ARN truéce khi dich mé. Intron ¢6
thé duge sat nhap vao 5°-UTR hodc ving ma héa néu gen chuyén ma héa san phdm
duoc dich ma, hodc vi tri bat ky trong ving phién ma néu gen chuyén khong ma hoa

san phdm dugc dich ma. Tuy nhién, theo phuong én duge uu tién, ving ma héa
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polypeptit bét ky duoc tao ra dudi dang khung doc m& duy nhét. Chuyén gia trong linh
vue ndy nhan ra la cac khung doc m¢é nay co thé nhan dugc béng cach phién mé ngugc
mARN mai héa polypeptit.

Pé dam bao biéu hién thich hop cia gen mad hoéa an mARN dang quan tam, ciu
trac axit nucleic thuong chira mot hodc nhiéu yéu t6 didu hoa nhu gen khoi dAu, gen
ting cudng, cling nhu trinh tu két thuc phién ma hodc trinh ty polyadenyl hoa. Céc yéu
t6 nay 14 da biét trong linh vyc nay.

Ving khoi diu phién ma chira yéu t6 didu hoa c6 thé tao ra dé biu hién diéu hoa
hozic biéu hién ciu tric trong cay. Tét hon, néu su biéu hién it nhét xay ra trong té bao
cua hat.

Sb lwong gen khoi dau co dinh c6 hoat tinh trong té bao thuc vat da duge mo ta.
Gen khoi du thich hop d& biéu hién co dinh & thuc vét bao gdm, nhung khong chi gi6i
han &, gen khéi dau 35S cua virut kham cua cai hoa lo (CaMV: cauliflower mosaic
virus), gen khéi diu 35S cia virut kham cta cdy huyén sim (FMV: Figwort mosaic
virus), gen khdi déu cia virut dang tryc khuén ciia cdy mia, gen khoi déu cia virut bénh
d6m vang ctia chi thai 1ai, gen khi dau cam Gmg dwogc 4nh séng tir cdu tric siéu phan tir
nhoé cia ribuloza-1,5-bis-phosphat carboxylaza, gen khoi d4u triosephosphat isomeraza
bao tan cua cdy laa, gen khéi d4u adenin phosphoribosyltransferaza clia Arabidopsis,
gen khoi ddu ctia gen actin 1 cia cdy lGa, gen khoi d4u mannopin synthaza va octopin
synthaza, gen khoi dau Adh, gen khéi d4u sucroza synthaza, gen khoi du cua phirc hop
gen R, va gen khoi d4u cia gen protein gin két clorophyl a/B. Céac gen khéi dau nay
duoc st dung dé tao ra vecto ADN ma dugc biéu hién & thuc vat; vi dy, xem WO
84/02913. Tét c4 cac gen khdi diu nay d&u duoge st dung dé tao ra cac dang khac nhau
ciia vecto AND téi td hop 6 thé duge biéu hién & thyc vat.

Gen khoi du ¢6 thé duoc bién ddi bing cac yéu td nhu nhiét d9, 4nh sang hodc p
luc. Thong thuong, yéu t§ didu hoa sé& tao ra ddu 5° cua trinh tu gen cAn dugc biéu hién.
Céu tric nay cling c6 thé chira céc yéu t6 khac c6 tac dung ting cuong phién méa nhu
cac vung polyadenyl hda nos 3” hodc ocs 3” hodc gen két thuc phién ma.

Trinh ty din diu 5' khong dugc dich mi c6 thé dugc tao ra tir gen khéi dau dwoc
chon dé biéu hién trinh tu gen di tvong ddng, va cb thé duoc bién ddi mot cach riéng
biét, néu cin, d& 1am tang sw dich ma cia mARN. V& viéc t&i uu héa sy biéu hién clia

gen chuyén, xem Koziel et al. (1996). Cac vung 5' khong duge dich md ciing c6 thé thu
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dugc tir ARN virut cta cay (virut khdm cia cay thube 14, virut khic cta ciy thube 14,
virut kham ctia cdy ngd lun, virut khdm Alfalfa, trong s6 cac virut khéc) tlr gen cta sinh
V4t c6 nhan dién hinh thich hop, gen ctia thuc vat (gen din ddu protein gin két clophyll
a/b cia cdy lta mi va cdy ngd), hodc tir trinh ty gen tbng hop. Sang ché khong bi gi6i
han & viéc st dung céc cAu trac trong d6 viung khong dugc dich ma duge tao ra tur trinh
tu 5° khong duge dich ma di kém trinh tu gen khoi d3u. Trinh tu din dau con co6 thé
dugc tao ra tir gen khai dAu hodc trinh tw ma hoa khong lién quan. Céc trinh ty dan c6
thé duoc sir dung trong ngit canh cia sang ché bao gbém trinh ty din dau Hsp70 ngd
(US 5,362,865 va US 5,859,347), va yéu t6 TMV omega.

Su két thuc phién ma dugc di kém vdi trinh tw AND 3' khong dugc dich m3 dugc
lién két didu khién trong vecto thé kham véi polynucleotit dang quan tdm. Vung 3’
khong dugc dich ma cta phan tir ADN tai t6 hop chira tin hiéu polyadenyl héa c6 chirc
nang giy ra su bd sung adenylat nucleotit vao d4u tan cung 3’ ctia ARN ¢ thyuc vit.
Ving 3’ khong duge dich mi ¢é thé nhan duoc tir cdc gen khac nhau dugc biéu hién
trong t& bao thuc vat. Vang 3> khong dugc dich ma cua nopalin synthaza, ving 3’
khong dugc dich ma tir gen Rubisco cia cAu trac siéu phéan tir nhé cua cdy dau, ving 3’
khong dugc dich ma tir gen protein dw trit hat 7S cay dau nanh hat thuong dugc st
dung trong trudng hgp ndy. Cac ving 3' dugc phién mé, khdng dugc dich mé chura tin
hiéu polyadenylat cia gen plasmit cam ung khéi u (Ti: tumor-inducing) Agrobacterium
plasmit cling 1a thich hop.

Thong thuong, cAu trac axit nucleic chira chi thi dung dé chon loc. Chi thi dung dé
chon loc hd tro viéc nhan biét va sang loc thyc vét hodc té bao da dugc bién nap bing
phén t axit nucleic ngoai sinh. Chi thi ding dé chon loc c6 thé tao ra sy khang thube
khéng sinh hoic thude diét c6 cho té bao lua mach, hogc cho phép sir dung cc chét nhu
manoza. Tt hon, néu chi thi dung dé chon loc tao ra sy khang hygromyxin cho té bao
lta mach.

Tt hon, néu céu trac axit nucleic duge dua mot cach 4n dinh vao hé gen cta cay.
Do d6, axit nucleic chira cac yéu t6 thich hop cho phép phén t dugc dua vao hé gen,
hodic ciu tric nay dugc dit trong mdt vecto thich hop ma c6 thé dugc dwa vao nhiém
sic thé cua té bao thuc vat.

Mot phrong 4n theo sang ché bao gbdm viéc st dung vecto téi td hop, trong d6

vecto nay chua it nhit mot gen chuyén dugc thé hién & ddy, duoc chén vao vecto bét ky
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c6 kha nang phan phdi phan tir axit nucleic vao té bao vat chi. Vecto nay chua trinh tu
axit nucleic di twong ddng, d6 1a trinh ty axit nucleic khong dugc tim thdy trong tu
nhién 1ién k& véi phan ti axit nucleic theo sang ché va t6t hon 13 dugc tao ra tir cac loai
khong phai 14 cac loai ma tlr 6 phén tir axit nucleic dugc tao ra. Vecto ¢6 thé 1a ARN
hodc ADN, hodc nhin nguyén thuy hodc nhén dién hinh, va thuong 1a virut hodc
plasmit.

Sé lurong vecto thich hop dé gy nhiém &n dinh té bao thuc vat hoic dé tao ra thuc
vt chuyén gen di dugc mod ta, vi du, trong Pouwels et al, Cloning Vectors: A
Laboratory Manual, 1985, supp. 1987; Weissbach and Weissbach, Cac phuong phap dé
Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989; va Gelvin et al., Plant Molecular
Biology Manual, Kluwer Academic Publishers, 1990. Thong thuong, Céc vecto bidu
hién thuc vat chira, vi dy, mot hodc nhiéu gen thuc vat d3 dugc tach dong trong diéu
kién kiém so4t phién ma ciia céc trinh ty didu hoa 5’ va 3’ va chi thi ding dé chon loc
chiém wu thé. Cac vecto biéu hién thuc vat nay cling co thé chira ving didu hoa gen
khéi ddu (vi du, ving didu hoa kidm soat sw bidu hién cam tng hodc co dinh, sy biéu
hién duoc didu hoa béi méi trudng hodc sy phét trién, hodc sy biéu hién dic hiéu té bao
hodc md), vi tri bit ddu phién ma, vi trf gén két ribosom, tin hiéu xir Iy ARN, vi trf két
thic phién ma, va/hogc tin hiéu polyadenyl hoa.
Cady chuyén gen

Cay lta mach chuyén gen, nhu dugce x4c dinh trong ngit canh cla séng ché bao
gdm cay (cling nhu cac bd phan va té bao cua cdy néu trén) va thé hé con cia né da
duoc bién dbi di truyén bang cach st dung céc k¥ thudt tai t8 hop dé tao ra sy san sinh
cta it nhat mét polynucleotit va/hodc polypeptit trong cdy mong mudn hodc trong co
quan cia cdy mong mubn. Cy chuyén gen c6 thé dugc tao ra bang cach st dung cac ky
thuat da biét trong linh vuc ndy, nhu céc k§ thudt dwoc md ta chung trong A. Slater et
al., Plant Biotechnology - The Genetic Manipulation of Plants, Oxford University Press
(2003), va P. Christou and H. Klee, Handbook of Plant Biotechnology, John Wiley and
Sons (2004).

Theo mot phuong an duge uwu ti€n, ciy chuyén gen ddng hop tit vé mdi va moi
gen ma da dugc dua vao (gen chuyén) thé hé con khong phén cét vé& kiéu hinh mong
mubn. Cay chuyén gen cling c6 thé di hop tir vé gen chuyén dugc dua vao, vi du, nhu

trong thé hé con F1 da dugc phat trién tir hat lai. C4c ciy nay c6 thé mang lai c4c ich loi
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nhu wu thé lai, da biét trong linh vyc nay.

Bén phuong phép chung d& phan phbi truc tiép gen vao t€ bao da duge mo ta: (1)
phuong phap hoéa hoc (Graham et al.,, 1973); (2) phuong phap vat ly nhu vi tiém
(Capecchi, 1980); dién di (vi du, xem WO 87/06614, US 5,472,869, 5,384,253, WO
92/09696 va WO 93/21335); va sing bén gen (vi dy, xem US 4,945,050 va US
5,141,131); (3) phuong phép st dung vecto virut (Clapp, 1993; Lu et al., 1993; Eglitis
et al., 1988); va (4) phuwong phép cé co ché qua trung gian thyu thé (Curiel et al., 1992;
Wagner et al., 1992).

Phuong phap gia tdc ma c6 thé duge st dung, vi du, bao gdm phuong phap bén
ph4 bang vi dan (microprojectile bombardment) va phuong phép tuong tu. Mot vi du
vé phuong phap dé phan phbi cac phan tir axit nucleic dang bién nap dén té bao cay la
phuong phap bian pha bing vi dan. Phuong phap ndy da dugc mo td béi Yang et al,
Particle Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, England
(1994). Hat phi sinh hoc (vi dan) ¢ thé dugc bao bang axit nucleic va phén phéi vao
trong t& bao bing luc dAy. Hat ldy 1am vi du bao gdm hat chira tungsten, vang, platin, va
céc hat twong ty. Ngoai viéc phuong phap nay 1a mét phuong phap hiru hi¢u dé bién
nap thuc vat mot 14 mam theo cach c6 thé tai san xut, mot ich loi cu thé cua phuong
phép bén pha bang vi dan 1a khong phai phan 1ap té bao nguyén sinh, hodc khong can
dén tinh cam bién cta cua viéc tiém Agrobacterium. Mot phuong 4n minh hoa veé
phuong phép phin phéi ADN vio té bao Zea mays bang cach gia tbc 1a hé phan phdi
hat o bing cach bén gen, c6 thé dugc st dung dé diy hat dugc bao bang ADN qua lu6i
chén, nhu luéi thép khong gi hodc ludi Nytex, 1én bé mit loc dwgc phi bing té bao ngd
nudi cdy trong huyén phi. Hé phan phdi hat thich hop dé str dung theo sang ché 1a sting
bén gen PDS-1000/He gia tbc bang heli do Bio-Rad Laboratories cung cép.

DPé bén pha, té bao trong huyén phu cé thé dugc cd trén bd loc. BY loc chira té bao
d dwoc bin pha duoc dit & khoang cach thich hop phia duéi dia lam dung vi dan. Néu
cAn, mot hodc nhiu luéi chén ciing duoc dit gifta sung va té bao cAn dugc bén pha.

Theo céach khéc, phdi chua trudng thanh hodc té bao dich khac c6 thé dugc sip
xép trén mdi trudng nudi cdy rin. Té bao can dugc bén ph4 dugc dit & khoang cach
thich hop phia duéi dia 1am dung vi dan. Néu cin, mdt hodc nhiéu luéi chén ciing dugc
dit giita thiét bi gia tdc va té bao cdn dugc bén pha. Nho viée st dung céc k§ thuat

dugc dua ra & ddy c6 thé nhan duge t6i 16n hon hoic bing 1000 diém hoi tu cia té bao
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biéu hién tam thoi mot chi thi. Sb té bao trong diém hoi tu biéu hién san phém gen
ngoai sinh 48 gid sau khi bén pha thudong nim trong khoang tir mot dén muoi va trung
binh 13 tir mot dén ba.

Trong qué trinh bién nap do bén ph4, c6 thé t6i wu hoa cac didu kién nudi cy
truée khi ban phé va céc thong s6 bin ph4 dé tao ra s6 lwong 16n nhét cac thé bién nap
dn dinh. Ca thong sb vat 1y 1an thong s6 sinh hoc di v6i qua trinh ban pha déu quan
trong trong cong nghé ngay. Cac yéu t6 vat Iy 1a cac yéu t6 lién quan dén viéc didu
khién su két tha ADN/vi dan hodc céac yéu t6 anh hudng dén sy bay va van tdc cua dai
hodc vi dan. Cac yéu t6 sinh hoc bao gdm tit ca cac budc lién quan trong viée didu
khién té bao trudc va ngay sau khi ban pha, viéc didu chinh sy thidm thiu cia té bao
dich d& giup giam thiéu tén thwong di kém véi viée bén phé, va con c4 ban chét cua
AND dang bién nap, nhw ADN mach thing hodc plasmit siéu x04n nguyén ven. Tin
rang cac thao tac trudc khi bén phé 13 ddc biét quan trong dé bién nap thanh coéng phoi
chua trudéng thanh.

Theo phuwong an khéc nita, lap thé ¢6 thé dugc bién nap on dinh. Phuong phap
duoc boc 16 vé& qué trinh bién nap lap thé & cdy cao hon bao gdbm hé phan phéi ADN
bing sting ban hat chita chi thi dung dé chon loc va huéng dich ADN t6i hé gen lap thé
nhd s tai t6 hop twong ddng (U.S. 5, 451,513, U.S. 5,545,818, U.S. 5,877,402, U.S.
5,932479, va WO 99/05265).

Do d6, dy dinh ring c6 thé hy vong diéu chinh nhidu mit cia cac thong sd ban
pha trong cac nghién ctru trén quy mo nho @8 t8i wu héa hoan toan cac didu kién. Cu thé
13, ¢6 thé hy vong didu chinh cac thong sb vat Iy nhu khoang hd, khoang bay, khoang
cach mo, va 4p suét heli. Ciing c6 thé tdi thiéu héa cac yéu té giam tbn thuong bing
cach bién ddi cac didu kién anh huéng dén trang thai sinh-1y cda té€ bao nhan va do d6
¢6 thé anh huong dén su bién nap va hiéu qua thAm nhap. Vi dy, trang thai thAm thiu,
su hydrat hoa mé va trang théi cdy chuyén hodc chu ky té bao ciia té bao nhan co thé
duoc didu chinh dé bién nap t81 wu. Viéc thyc hién cac didu chinh théng thuong khac 1a
da biét dbi véi chuyén gia trong linh vic nhd ban mo ta nay.

Su cdy chuyén qua trung gian Agrobacterium 12 hé c6 ung dung rong rai dé dua
gen vao t& bao thuc vat do ADN c6 thé dugc dua vao toan bd mo thue vat, béng cach
@6 trénh dwgc nhu cAu tai sinh ciy nguyén ven tir t& bao nguyén sinh. Viéc st dung

vecto thAm nhdp thuc vat qua trung gian Agrobacterium d8 dwa ADN vao té bio cdy 1a
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da biét trong linh vuc nay (vi dy, xem US 5,177,010, US 5,104,310, US 5,004,863, US
5,159,135). Hon nita, viéc thAm nhép cta T- ADN la mt quy trinh twong dbi chinh xéc
tao ra mot vai su sép xép lai. Ving ADN can dugc cdy chuyén dwoc x4c dinh bang
trinh tu bién, va ADN can thiép thuong dugc chen vao hé gen cua thuce vét,

Vecto bién nap Agrobacterium méi c6 kha nang phién ma trong E. coli cling nhu
Agrobacterium, cho phép thao tac thuén tién nhu da dugec md ta (Klee et al., In: Plant
ADN Infectious Agents, Hohn va Schell, eds., Springer-Verlag, New York, pp. 179-203
(1985). Hon nita, cac tién bo ky thuat vé vecto dbi voi su cdy chuyén gen qua trung
gian Agrobacterium da cai thién su sip xép clia gen va diém gi6i han trong vecto aé
tao diéu kién thuan loi xdy dung vector c6 kha ning biéu hién cic gen mi hoéa
polypeptit khac nhau. Céac vecto dugc md ta 1a c6 cdc vang da li€n két thuén tién dugc
chin bdi gen khoi ddu va vi tri polyadenyl héa @8 truc tiép biéu hién gen ma hoa
polypeptit d& dugc chén vao va thich hgp cho muc dich theo sang ché. Ngoai ra,
Agrobacterium chira ca gen Ti dugc bao vé va khong dugc béo vé ¢ thé duoc str dung
dé bién nap. O céc gidng cay nay, tai d6 su bién nap qua trung gian Agrobacterium c6
hiéu luc, d6 1a phuong phap lya chon do sy don gian va ban chét x4c dinh cta viéc ciy
chuyén gen.

Cay chuyén gen dugc tao ra bang cach st dung phuong phép bién nap
Agrobacterium thuong chra locus di truyén don trén mot nhi€m sic thé. Cac cay
chuyén gen nhu vy c6 thé dugc cho 12 ban hop tir vé gen dugc thém vio. Pugc uu tién
hon 1a ciy chuyén gen ddng hop tit v& gen cdu trac dugc thém vao; nghia 13, cay
chuyén gen chia hai gen dugc thém vao, mt gen ¢ cung locus trén mdi nhifm sic thé
cta cip nhidm sic thé. Cay chuyén gen ddng hop tir c6 thé thu duoc bang cach ghép doi
hitu tinh (tw phéi) ciy chuyén gen phan cit doc 1ap chira gen duge thém vao duy nhit,
1am nay mim mot s6 hat dugc tao ra va phan tich cay tao ra vé gen dang quan tAm.

Con hidu duoc ring hai cdy chuyén gen khéc nhau ciing c6 thé dugc ghép doi dé
tao ra cac cdy con chira hai gen ngoai sinh phén cit mot cach doc 1ap. Su tu phéi cua
thé hé con thich hop con c6 thé tao ra ciy ddng hop tir vé ca hai gen ngoai sinh. Su lai
nguoc vdi cay bb me va su lai chéo ngoai huyét véi cay khong chuyén gen ciing dugc
du tinh, vi 13 sy phéat tan thuc vat. Cadc mo ta vé céc phuong phap nhan gidng thuong
duge st dung ddi voi cac tinh trang va cdy trdng khac nhau c6 thé dugc tim thiy trong

Fehr, In: Breeding Method for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society
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of Agronomy, Madison Wis. (1987).

Su bién nap cla t€ bao nguyén sinh cla thuc vat co thé dat duoc bang céach st
dung cac phuong phép dua trén sy két tua canxi phosphat, xit 1y polyetylen glycol, dién
di, va phdi hop ciia cic phuong phéap xr Iy nay. Viéc st dung céc h€ nay cho cac gidng
ciy khac nhau phy thudc vao kha nang tai sinh ching cdy cu thé nay tir té bao nguyén
sinh. Phuong phap minh hoa cho viéc tai sinh ngii cbe tir t& bao nguyén sinh da duge
md ta trong Fujimura et al., 1985; Toriyama et al., 1986; Abdullah et al., 1986.

Céc phuong phap khac dé bién nap té bao ciing c6 thd dwoc sit dung va bao gdm
nhung khdng chi gigi han &, phuvong phap dua ADN vao thye vat bing cach cdy chuyén
true tiép AND vao phin hoa, bing c4ch tiém truc tiép ADN vio co quan sinh san cia
thuc vat, hoac béng cach tiém truc tiép ADN vio té bao cua phoi chua trudng thanh tiép
d6 hoan lai 6 4m cho phoi da dugc 1am kho.

Viéc tai sinh, phat trién, va trdng cay tir thé bién nap nguyén sinh thuc vt don
hoic tir nhidu manh cdy dugc gy bién nap khic nhau da dugc biét r trong linh vuc
nay (Weissbach et al., In: Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, San
Diego, Calif,, (1988). Quy trinh tai sinh va phat trién dc trung bao gdm céc budc lua
chon t& bao thuc vat da bién nap, nudi cdy céc té bao d3 biét hoa ndy qua cac giai doan
phat trién phoi thong thuong trong subt giai doan cdy non moc ré. Phoi va hat chuyén
gen tai sinh tuong tu. Céac mam chuyén gen moc ré thu dugc sau d6 dugc trdng trong
mdi trudng phat trién cay thich hgp nhu dat.

Vi¢c phat trién hoic tai sinh thuc vat chira gen ngoai lai, gen ngoai sinh cling da
duoc biét 15 trong linh vuc nay. Tét hon 13, céc cay tai sinh 13 ty thy phén dé sinh ra cay
chuyén gen ddng hop tir. Cach khac, phén hoa thu dugc tir cay tai sinh dugc lai chéo
v6i cy tréng tir hat ctia cic dong quan trong trong ndng nghiép. Nguoc lai, phén hoa tir
cdy cta cac dong quan trong nay dugc st dung d& thu phan cho cdy tai sinh. Cay
chuyén gen theo séng ché chtra axit nucleic ngoai sinh mong mudn duoc nubi tréng
bang cac phuong phip da biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc nay.

Phuong phap dé bién nap cay hai 14 mam, chi yéu bing cach st dung vi khuén
Agrobacterium tumefaciens, va thu ciy chuyén gen d3 dugc cong bb dbi véi cay bong
(U.S. 5,004,863, U.S. 5,159,135, U.S. 5,518,908); céy dau twong (U.S. 5,569,834, U.S.
5,416,011); chi cai (U.S. 5,463,174); ciy lac (Cheng et al., 1996); va cdy dau (Grant et
al., 1995).
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Cac phuong phép dé bién nap ciy ngil cbc nhu cdy lua mach d8 dua bién di di
truyén vao cdy bing cdch dwa vao axit nucleic ngoai sinh va d8 tai sinh cay tir t& bao
nguyén sinh hodc phdi thyc véat chua trudng thanh 1a da biét trong linh vuc ndy, vi du
xem CA 2,092,588, AU 61781/94, AU 667939, US 6,100,447, PCT/US97/10621, US
5,589,617, US 6,541,257, va WO 99/14314. Tét hon, 12 cdy laa mach chuyén gen duogc
sinh ra bdi quy trinh bién nap qua trung gian vi khudn Agrobacterium tumefaciens.
Vecto mang cdu tric axit nucleic mong muén c6 thé duoc dwa vao té bao lia mach
dung @& tai sinh ctia cdy hodc manh cly da dugc nudi ciy ctia md hodc hé thyc vat thich
hop nhu té bao nguyénsinh.

Tét hon, néu té bao lta mach ding d tai sinh c6 ngudn gdc tir manh may cua phdi
chua trudng thanh, phdi trudéng thanh, thé chai dugc tao ra tir d6, hodc mo phén sinh.

Pé khang dinh su c6 mit clia gen chuyén trong té bao va ciy chuyén gen, phuong
phap khuéch dai phan tng chudi polymeraza (PCR: polymeraza chain reaction) hodc
phuong phap phan tich thim tich Southern c6 thé dugc thuc hién bing phuong phép da
biét v6i cac cac chuyén gia trong linh vuc nay. Cac san phim biéu hién cia gen bién
d6i c6 thé dugc phat hién béi cach bét k¥ trong s hang loat cach, phu thudc vao ban
chit cia san phim, va bao gdm phan tich thdm tich Western va thir nghiém enzym. Mot
cach dic biét hitu hiéu dé dinh lugng sy hidu hién protein va dé phat hién su sao chép
trong cac md thuc vat khac nhau 12 st dung gen thong bao nhu GUS. Khi da thu dugc
cdy chuyén gen, ching c6 thé dugc trdng dé tao ra md ciy hodc cac bd phan cua cdy co
kidu hinh mong mudn. Mo ciy hodc bd phan cay, cb thé dugc thu hoach, va/hodc thu
14y hat. Hat c6 thé dugc str dung lam ngudn dé tréng thém ciy c6 md hodc bd phén co
dac diém mong mubn.

Tao ra cdy dot bién

C6 nhidu k¥ thuat da biét trong linh vuc nay c6 thé duge st dung dé tao ra loa
mach c¢6 ham lugng hordein giam bing céch gy dot bién gen hordein noi sinh, bao
gdm, nhung khong chi giéi han &, TILLING, nucleaza ngén tay k&ém, nucleaza cia chét
tac dong kiéu chit hoat héa phién ma (TALEN: TAL (Transcription activator-like)
effector nucleaza), vi CRSPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats).

TILLING

Cay theo sang ché c6 thd duoc tao ra bing cach st dung quy trinh da biét 1a
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TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes). 3 bude dau tién, cac dot
bién d4 dua vao nhu céc bién ddi vé cdp bazo don mdi dugc tao ra trong quﬁn thé thuc
vat bang cach xir Iy hat (hodc phén hoa) bang tac nhan giy dot bién hoéa hoc, va sau d6
1am cho cAy sinh san, tai d6 cac dot bién s& dugc ké thira mot céch 6n dinh. ADN dugc
chiét, va hat dugc bao quan tlr tAt ca cac thanh vién cla quén thé dé tao ra ngufm du trit
ma c6 thé dugce str dung 13p lai trong mot khoang thoi gian.

P6i v6i thir nghiém TILLING, doan mdi PCR duoc thiét ké dé khuéch dai diic
hiéu gen dich duy nhét dang quan tim. Tinh ddc hiéu 1 ddc biét quan trong néu dich 1a
thanh vién cua ho gen hodc mot phén cua hé gen thé da boi. Tiép do, cac doan mdi
duoc danh dau b%mg thudc nhudm cé thé duoc str dung dé khuéch dai san phém PCR tur
AND thu thap tir nhidu c4 thé. Can phdm PCR nay dugc duge bién tinh va 1 lai dé cho
phép tao ra cic cip bazo ghép doi 1éch. Céac cip ghép ddi 1éch, hodc soi kep di hop, thé
hién ca hién twong da hinh nucleotit don xay ra trong tw nhién (SNP: single
polymorphism) (nghia la, mot sb cy tir quin thé c6 kha ning mang cung mot hién
tugng da hinh) va SNP tao ra (nghia 1a, chi mét sd rat it cay riéng 1& c6 khé ning thé
hién su d0t bién). Sau khi tao ra sgi kép di hop, viéc sit dung endonucleaza, nhu Cel I,
nhan biét va phan cit ADN ghép d6i 1éch 1a chia khoa dé pha hién cac SNP mdi trong
quan thé TILLING.

Bang céch str dung phuong phéap ndy, hang ngan ciy c6 th8 duoc sang loc dé xac
dinh c4 th8 bt ky c6 su bién dbi bazo don cling nhu cic doan xen hodc doan khuyét
nho (1-30bp) trong gen bét ky hodc ving cu thé ctia hé gen. Cac doan hé gen dugc phin
tich c6 thé c6 kich thudc bét ky tir 0,3 dén 1,6kb. G mirc tap hop gip 8 lan, céc doan
1,4kb (gidm dén dau cudi cua doan, tai d6 su phat hién SNP gip vAn d& do nhiéu) va 96
dudong mdi thir nghiém, viée phdi hop nay cho phép ca triéu cap bazo clia ADN h¢ gen
duogc sang loc mdi thir nghiém, lam cho TILLING tré thanh mot phuong phép c6 nang
suét cao.

TILLING cdn dugc md ta trong Slade and Knauf (2005) va Henikoff et al.,
(2004).

Ngoai ra dé cho phép phat hién hidu qua cdc dot bién, ky thust TILLING ning
suét cao 1a 1y twdng dé phat hién cac hién twong da hinh ty nhién. Do do, viée kiém tra
ADN ddng nhét chua dugc biét dén bing cach tao s¢i kép di hgp vdi trinh tu da biét

cho biét s lugng va dinh vi vi tri da hinh. Cé céac bién doi nucleotit va cac doan xen va
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doan khuyét nhd dugc xac dinh, chwa it nhit mot sé da hinh lip lai dwgc goi 1a
Ecotilling (Comai et al., 2004).

M&i SNP duoc ghi lai bang vi tri gén duing ctia né trong mdt vai nucleotit. Do do,
m&i kidu don c6 thé nhan dugc dya trén do linh dong cta né. S6 lidu trinh tu cé thé thu
dugc v6i tmg sult gia ting tuong d6i nho bang cach st dung céc phén phan wéc cla
cung mét ADN da dugce khuéch dai duoc st dung cho thit nghiém ghép doi léch-phéan
cét. Poan méi trinh tu trai hodc phai dbi véi phan tng don dugc lya chon boi sy 1an can
ctia n6 voi hién twong da hinh. Phén mém Sequencher thyc hién nhidu sy sip thing
hang va phét hién su bién d6i bazo, ma trong mdi trudong hgp xac nhan dai gel.

Ecotilling ¢6 thé dugc thuc hién mot cach ré hon phwong phap gidi trinh ty day
dit, phwong phép hién dugc sit dung dé phat hién gin hét cac SNP. Dia chira ADN kiéu
sinh thai dd dugc sép hang c6 thé dugc sang loc khéc véi tAp hop ADN tir cdy da bi dot
bién. Do phét hién 13 trén gel c6 su phén giai cap bazo gin va kiéu nén ddng nhét tir
dudng ndy sang dudng kia, tir dai nay sang dai kia ma c6 kich thuéc ddng nhit 6 thé
dugc ghép d6i, viéc phat hién va xac dinh kiéu gen SNP nhu viy theo mdt budc duy
nhét. Theo cich nay, viéc giai trinh tu cubi ciing cia SNP 14 don gian va c6 hiéu qua,
duoc thuc hién nhidu hon nhd su thét 13 cac phin phan uéc ciia cling céc san phdm PCR
duoc st dung dé sang loc c6 thé 1a dbi twong ctia viéc giai trinh tw ADN.
Hiéu chinh hé gen bc%ng cdch stk dung cdc nucleaza ddc hiéu vi tri

Viéc hiéu chinh hé gen st dung céc nucleaza thiét ké bao gdbm cac ving ghn két
ADN dic hiéu trinh tu dung hgp v6i modun tich ADN khong ddc hi¢u. Céc nucleaza
kham nay c6 c6 thé bién ddi di truyén hiéu qua va chinh xé4c bang céach tao ra céc doan
gy s¢i kép cia ADN duoc tao dich kich thich co ché stra chita ADN té bao ndi sinh
ctia t& bao dé sira chita doan giy tao ra. Co ché nay, vi du, bao gdbm ghép nbi dau cubi
khéng twong ddng (NHEJ: non-homologous end joining) error-prone va sira chita truc
tiép twong dong.

Vi su ¢6 mit cua plasmit cho c6 nhanh tuong ddng duge kéo dai, HDR c6 thé
dwa mot hodc nhiéu gen chuyén vao dé hiéu chinh hodc thay thé gen hién thoi. Khi
khong c6 mit plasmit cho, viéc stra chita qua trung gian NHEJ tao ra cac dot bién doan
xen hodic doan khuyét nhé ctia dich ma lam dut gen.

Céc nucleaza thiét ké c6 thé dugc st dung trong phuong phép theo sang ché bao

gdm nucleaza ngén tay k&m (ZFN: zinc finger nuclease) va nucleaza chét tac dong kiéu
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chét hoat héa phién ma (TAL: transcription activator-like) (TALEN: transcription
activator-like effector nuclease).

Thong thudng, cac gen mé héa nucleaza dugc phén phéi vio trong té bao bing
ADN plasmit, vecto virut hogc mARN da phién ma in vitro. Viéc sit dung cac vecto
thong bao thay thé phat huynh quang ciing cho phép lam giau té bao qua trung gian
ZFN va TALEN. Mot hé khac v6i hé phan phéi gen ZFN, té bao c6 thé dugc tiép xtc
v6i protein ZFN d3 dugc tinh ché c6 kha ning vuot qua mang té bao va gy pha v& gen
ndi sinh.

Céc hé gen phuc tap chira nhiéu ban sao trinh tu 12 gidng hozc rit tuong ddng véi
dich ADN dur tinh, c6 thé 1am tit hoat tinh dinh va gy doc t& bao. Chu y t6i diéu nay,
cac phuong phap dua trén cAu trac (Miller et al., 2007; Szczepek et al., 2007) va su
chon loc (Doyon et al., 2011; Guo et al., 2010) c6 thé dugc sir dung dé tao ra cac di
dime ZFN va TALEN duogc cai thién c6 tinh ddc hiéu phan cit tbi wu héa va doc tinh
giam.

Nucleaza ngén tay k€m (ZFN) chira ving gin két ADN va ving phan cit ADN,
trong d6 ving gin két ADN chura it nhit mot ngén tay kém va dugc lién két diéu khién
v6i ving phan cit ADN. Ving gin két ADN ngén tay kém 1a nidm & dau tin cing N cla
protein va vung phan c4t ADN nidm & dAu tan ciing C cua protein nay.

ZFN phai ¢6 it nhat mdt ngén tay kém. Theo phuong an dugc wu tién, ZFN s€ c6
it nhit ba ngén tay kém dé c6 tinh dic hidu da dé co thé duoc sir dung cho viéc tai tb
hop di truyén da duoc tao dich trong té bao hoic co thé vat chu. Thong thudong, ZFN co
nhidu hon ba ngén tay k&m sé& c6 tinh dic hiéu ting din véi mdi ngén tay kém bd sung.

Vung ngoén tay kém co thé dugc tao ra tir nhém hodc loai ngén tay k&m bét ky.
Theo phuong 4n cu thé, ving ngén tay kém chira loai ngon tay kém Cis,His, ma rat
thuong duoc thé hién, vi dy, bing yéu té phién ma ngén tay kém TFIIIA hodc Spl.
Theo phwong 4n dugc uu tién, ving ngén tay k&m chira ba loai ngén tay kém Cis,His,.
Tinh dic hiéu nhan dang va/hodc gin két ADN cua ZFN c6 thé duge thay dbi dé thyc
hién viéc tai td hop di truyén da duoc tao dich ¢ vi tri d& chon bét ky trong ADN té bao.
Su sira d6i nay c6 thé dugc thuc hién bang cach st dung cac k¥ thuét sinh hoc phén tir
va/hoac téng hop héa hoc da biét (vi du, xem Bibikova et al., 2002).

Ving phan cit ADN ZFN c6 ngudn gbc tir nhém bao gdm céc ving phan cét

ADN khong ddc hiéu, vi du ving phén cit ADN ciia enzym gi¢i han Typ II nhu FokI
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(Kim et al., 1996). Endonucleaza hitu hi¢u khac c6 thé bao gém, vi du, Hhal, HindIII,
Nod, BbvClI, EcoRI, Bgll, va Alwl.

Mot lién két, néu c6 mat, gifta ving phan cét va ving nhén biét ciia ZFN chira
trinh tu bao gém cac géc axit amin dugc chon sao cho lién két tao ra c6 tinh linh hoat.
Hodic, dbi voi tinh ddc hiéu vi tri dich t6i da, cdc cAu trac khong lién két duoc tao ra.
Chu trtic khong lién két rit wa thich gén két va sau d6 phan cét gitta c4c vi tri nhan dang
1a phan 6bp. Tuy nhién, v&i chidu dai lién két nim trong khodng tlr axit amin 0 dén 18,
sw phén cit qua trung gian ZFN xay ra gifta cac vi tri nhan biét 1a gitra phan 5 va 35bp.
Déi v6i do dai lien két da cho, s& c6 su gi6i han cho khoang cach gifta cac vi tri nhén
biét phit hop véi ca su lién két va dime héa. (Bibikova et al., 2001). Theo phwong dn
duoc wu tién, khong cé lién két gitta ving phan c&t va ving nhan biét, locus dich
chira hai chin vi tri nhan biét nucleotit theo huéng dédo ngugc voi vi tri khéc, tach bigt
boi doan dém sau nucleotit.

Theo phuong 4n dugc uu tién, dé tao dich t4i td hop hogc dot bién di truyén theo
sang ché, hai trinh ty nhan biét ADN ngén tay kém 9bp phai dugc xac dinh trong ADN
chi. Cac vi tri nhén biét nay s& & huéng nguge véi mot vi tri khac va duge tich bigt bdi
khoang ctia ADN 6bp. Sau d6, ZFN duoc tao ra béng cach thiét ké va tao ra cac td hop
ngén tay k&m gén két dic hiéu véi ADN & locus dich, va sau do lién két cac ngon tay
kém véi ving phan cit ADN.

Hoat tinh ZFN c6 thé dugc cai thién nho viée st dung cac diéu kién nubi céy ha
nhiét nga"ln han dé tang murc biéu hién nucleaza (Doyon et al., 2010) va déng cung cép
cac nucleaza dic hiéu vi tri véi xt ly déu tan cung ADN (Certo et al., 2012). Tinh ddc
hiéu ctia viéc hiéu chinh hé gen qua trung gian ZFN c6 th duoc cai thién bang cach st
dung nickaza ngén tay kém (ZFNickase) kich thich HDR ma khong hoat h6a con duong
stra chita NHE-J error-prone (Kim et al., 2012; Wang et al., 2012; Ramirez et al., 2012;
McConnell Smith et al., 2009).

Nucleaza cta chét tac dong kiéu chit hoat héa phién ma (TAL) (TALEN) chira
ving gin két ADN cua chét tac dong TAL va ving endonucleaza.

Chét tac dong TAL la protein cua vi khuin gy bénh & thuc vat dugc tiém béi
tac nhan gay bénh vao t& bao clia thuc vat, tai d6 ching di chuyén dén nhan va hoat
dong nhu 1a yéu tb phién ma dé mé gen thyc vat ddc hiu. Trinh tu axit amin chu yéu

clia chit tac dong TAL giai trinh tw nucleotit ma né lign két v6i. Do d6, vi tri dich c6
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thé dugc phong doan dbi véi chét tac dong TAL, va chét tac dong TAL c6 thé duoc
thiét ké va tao ra cho muc dich gén két v&i céc trinh tu nucleotit cu thé.

Pugc dung hgp voi trinh ty axit nucleic ma hoa chét tac dong TAL la céc trinh ty
ma héa nucleaza hodc mot phin cta nucleaza, thudng 12 ving phan cit khong dic hiéu
tir endonucleaza gidi han typ II nhu Fokl (Kim et al., 1996). Cac endonucleaza hiru
hiéu khéc, vi du, c6 thé bao gdbm Hhal, HindIII, Nod, BbvCl, EcoRI, Bgll, va Alwl. Su
that 12 mot s6 endonucleaza (vi dy, FokI) chi ¢6 chirc nang nhu dime ¢6 thé dwoc viét
hoa khi 1am tidng tinh dic hiéu dich cua chét tac dong TAL. Vi dy, trong mot vai truong
hop, mdi monome Fokl ¢6 thé dugc dung hop véi trinh tu cua chét tac dong TAL nhén
biét trinh tu dich ADN khac, va chi khi hai vi tri nhan biét & gin nhau s& lam cho céc
monome bAt hoat lai gin v6i nhau dé tao ra enzym chuc ning. Bing cach gén két ADN
dé hoat hoa nucleaza, enzym gidi han c6 tinh dic hiéu vi tri cao c6 thé dugc taora.

TALEN dac hiéu trinh ty ¢ thé nhan biét trinh tu cu thé trong trinh tw nucleotit
dich da chon trudc c6 mit trong té bao. Do d6, theo mot sb phuong an, trinh ty
nucleotit dich c6 thé dugc kiém tra c4c vi tri nhan biét nucleaza, va nucleaza cu thé c6
thé dugc lua chon dya trén trinh tu dich. Theo céc truong hop khac, TALEN c¢6 thé
dugc thibt ké dé tao dich trinh ty té bao cu thé.

Hiéu chinh hé gen bing cach sit dung ADN endonucleaza dugc didu hudng béi
ARN da dugec 1ap trinh

Khac biét voi cac nucleaza dic hiéu vi tri duge mo ta trén ddy, hé CRISPR
(clustered regulatory interspaced short palindromic repeats)/Cas tao ra mt phuong
phép khac dbi véi ZFN va TALEN @8 tao ra céc xen k& di truyén dd dugc tao dich.
Trong vi khuln, hé CRISPR tao ra tinh mién dich mic phai chéng lai su xam lan ADN
ngoai lai qua viéc tich ADN dugc diéu hudng boi ARN.

Hé CRISPR dua vao CRISPR ARN (crRNA) va ARN kham hoat h6éa phién ma
(tractrRNA: transactivating chimeric RAN) dé 1am bét hoat dic hiéu trinh tu cia ADN
ngoai lai xdm 14n. Ba loai h¢ CRISPR/Cas tdn tai: & hé typ II, Cas9 c¢6 vai trd 14 ADN
endonucleaza diéu huéng bdi ARN c6 tac dung phan cit ADN khi nhn biét dich
ctRNA—tracrRNA. Cdp bazo ty do CRISPR ARN c6 tracrRNA dé tao ra ciu trac hai
ARN diéu huéng Cas9 endonucleaza t6i cac vi trf ADN bd trg dé phén cit.

Hé CRISPR c6 thé di chuyén t6i t& bao thuc vét bing cach ddng phan phdi cac

plasmit biéu hién Cas endonucleaza va céc thanh phin crRNA can thiét. Cas
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endonucleaza c6 thé dugc chuyén thanh nickaza d8 tao ra viéc kiém soat bd sung trén
co ché stra chita ADN (Cong et al., 2013).

C4c locus CRISPR 13 nhém khac biét ciia cic doan ldp trinh tu ngén (SSR: short
sequence repeat) rai rdc ma duoc nhén biét du tién trong E. coli (Ishino et al., 1987;
Nakata et al., 1989). Cac SSR rai ric tuong ty d3 duoc xac dinh trong Haloferax
mediterranei, Streptococcus pyogenes, Anabaena, and Mycobacterium tuberculosis
(Groenen et al., 1993; Hoe et al., 1999; Masepohl et al., 1996; Mojica et al., 1995).

Céc locus CRISPR khac véi cac SSR khac béi ciu triic ctia cac doan 13p, ma dugce
goi 1 doan 1dp & cach nhau khoang déu ngin (SRSR: short regularly spaced repeat)
(Janssen et al., 2002; Mojica et al., 2000). Cac doan l3p nay la cac cAu trac ngén xuét
hién trong c4c cum, ma ludn ludén dugce & cach nhau déu dan bdi cac trinh tw xen duy
nhét c6 chidu dai khong dbi (Mojica et al., 2000). Mic du céc trinh ty ldp nay duge bao
toan cao gifra cic ching, nhung s6 doan l3p rai rc va trinh ty cia ving dém khac nhau
tr chiing ndy t6i chung khac (van Embden et al., 2000).

Céc dic tinh cAu triic thong thudng ctia locus CRISPR dugc md ta trong Jansen et
al., (2002) 12 (i) c6 mit cta nhidu doan lp truc tiép ngén c6 hogc khong thé hién sw
bién di trinh tu rAt nhé gitta cac locus da cho; (ii) c6 mét cta céc trinh tw dém khong 13p
lai gifta cac doan 13p c6 kich thude nhd; (iii) c6 mit cua trinh tu dan dau théng thudng
cé vai tram cdp bazo & hau hét cac loai chira nhidu locus CRISPR; (iv) khong c6 mit
khung doc m¢ dai trong locus; va (v) ¢6 mét mot hodc nhiéu gen cas.

Théng thudong, CRISPR la cac trinh ty déi ximg mot phan ngén 24-40bp chira cac
doan 1ap dao ngugc bén trong va & du tan cling lén dén 11bp. Mic di cac chu triic tach
dugc da dugc phat hién, noéi chung, ching dugc sip xép trong cum (1én dén 20 hoic
nhiéu hon mdi hé gen) bao gém cac don vi lap nam cach nhau béi céc trinh tu xen 20-
58bp duy nhit. CRISPR thudng tuvong ddng trong hé gen dd cho véi gan hét trong sd
ching 13 gidng nhau. Tuy nhién, c6 cac vi du vé tinh khong ddng nhét, vi dy, trong
Archaea (Mojica et al., 2000).

Nhu dugce st dung & day, thudt nglt “gen cas” dugc dung dé chi mdt hodc nhiéu
gen cas thuong duoc két hop kém hoic gin vé6i hodc trong ving 1an can cua locus
CRISPR bién. Ho protein Cas dugc md ta toan dién trong Haft et al. (2005). S6 lugng

gen cas & mot locus CRISPR da cho ¢c6 thé thay ddi gitta céc loai.
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Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: Nguyén liéu va phwong phdp
Nguyén li¢u thuc vt

Luaa mach dong cv Sloop (kiéu dai) thu dugc tir Vién luu trit ngil cbc mua dong
Ao (Australian Winter Cereals Collection, Tamworth, Australia). Rise 56 (khong biéu
hién B-hordein) va Risg 1508 (khong biéu hién C-hordein va biéu hién D- va B-
hordein giam) (Doll, 1973; Doll, 1983) nhan duge tir Ngan hang chit mam nguyén sinh
Bic-Au (Nordic Germplasm Bank, Alnarp, Sweden). Risg 1508 la thé dot bién do
etylenimin gay ra mang dot bién & gen lys3a trén nhiém sic thé 5H 1am giam su tich lily
ctia C-hordein. M3i dong trong sb cac dong nay hién c6 san trén thj truong. Cay duogc
phat trién trong diéu kién nha kinh & 25°C vao ban ngdy va 20°C vao ban dém va hat
thu hoach dugc dugc kiém tra @& loai trir sy nhiém ban. Dbi v6i cac thi nghiém mach
nha hoa va niu bia, ciy clia cic gidng cay Sloop, Risg 56 va Risg 1508 duoc trong sét
canh nhau & tram thi nghiém CSIRO Ginninderra Experimental Station, Canberra,
trén canh ddng, va thu hoach dugc 10kg hat cia mdi dong. Hat dugc mach nha héa va
nu duge cac mé 201 bia biang cach st dung cdc phuong phép chuén.
Chiét tdch prolamin ra khoi bot

Pé chiét tach prolamin (protein tan trong rugu), hat dugc xay thanh bot nguyén
cam bing cach st dung c4c phuong phap chuén. Prolamin trong bot nguyén cam da
duoc rira trong nude (10g) duge hoa tan trong propan-2-ol (loai HPLC) 55% (thé tich),
dithiothreitol (DTT) 2% (trong lugng/thé tich) bang cach 1 & 65°C trong 45 phit, va két
tia bang hai thé tich propan-2-ol & -20°C qua dém. Prolamin két tia dugc hoa tan trong
ure 8M, DTT 1%, trietanolamin-HCI1 (pH=6) 25mM, va tinh ché bang phuong phap sdc
ky 1éng protein nhanh (FPLC: fast protein liquid chromatography) trén cft Resource
RPC 4ml (GE Healthcare, Sydney, NSW, Australia) dugc rira giai bang 30ml gradien
tuyén tinh (& téc do 2ml/phit) axetonitril tir 3% dén 60% trong axit trifloaxetic (TFA)
1% (thé tich).
Phwong phdp diéu ché méu tro loc (FASP: Filter-Aided Sample Preparation)

50ul dich chiét hordein duoc chuyén vao bd loc PALL Nanosep 10 MWCO.
200u1 ure 8M (Sigma) trong Tris 0,1M/HCI (pH=8,5) (UA) dugc thém vao va hdn hop
nay duogc ly tm & tdc d6 14000 vong/phut trong 15 phut & khoang 20°C. Dong chay ra

tir ng duge bo di. 200u] UA nita duge thém vao b phan loc va ly tam lai & toc do
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14000 vong/phut trong 15 phat. 100ul dung dich IAA (iodoaxetamit 0,05M trong UA)
dwoc thém vao va miu dugce khudy tron & tbc @ 600 vong/phut trong bd khudy tron
nhiét & 20°C trong 1 phut va sau d6 t ma khong cAn trén trong 20 phut. 100pl UA duge
thém vao bd phan loc va ly tim & tdc d6 14000 xg trong 15 phut. Bude nay dugc ldp
lai hai lan. 100pl NH,HCO; (amoni bicacbonat, ABC) 0,05M trong nuéc dugc thém
vao bd phan loc va ly tdm & tdc dd 14000 xg trong 10 phut. Bude nay duoc 1dp lai hai
1an. 40p1 ABC cing vé6i 15ul nguyén lidu gbc tripsin (1,5pg/pl, Sigma) dugce thém vao
va mdi miu dugc khudy tron & tde do 600 vong/phut trong may khudy tron nhiét trong
1 phut. B phén loc dugc u trong ngén 4m & 37°C trong 4 -18 gid dé cit enzym. BO
phén loc dugce chuyén vao cac 6ng thu méi va ly thm & tdc dd 14000 vong/phut, trong
10 phut. 40ul ABC duge thém vao va bd phanloc dugc ly tAm 1an nita & toe do 14000
vong/phit trong 10 phut. Budc nay duoc 1dp lai mot 14n. Phan doan chay ra duoc axit
héa bing céch bd sung 15pl axit formic 5% va 1am déng kho. Peptit chiét tach, kho
duoc tai tao huyén phi trong 30ul axit formic 0,5% dé phan tich bing MRM.
Diéu ché hém ruou va bia

Ltia mach dugc mach nha hoa trong hé Joe White Micromalting System trong mot
s6 hop thiéc 800g. Ché dd ngdm bao gdm: 8 gidr tim udt, 9 gis nghi, 5 givr thm w6t &
17°C (Sloop); 8 gitr tAm uét, 10 gior nghi, 5 gio thm uét & 17°C (Rise 56); va 7 gid tm
uét, 8 gio nghi, 3 gio thm w6t & 17°C (Rise 1508). Sy ndy mam xay ra hon 94 giv &
16°C dbi v6i Sloop va 15°C déi véi hai bién di doan khuyét hordein. Chuong trinh sy
dugc dit trong 21 gior & nhiét do 50- 80°C. Mach nha d nung dugc G nhu dugc mo ta
chi tiét trong Colgrave et al. (2012). Sau thoi gian nghi amylaza can thiét, khdi bot 0
duoc dem dun s6i va dé sdi trong 1 gioy dé tao ra hém ruou. Trong luc sdi, hém rugu
dang sdi dugc lam déng bﬁng hoa bia Tettnang dé dat dugc 21-22 IBU. Hém rugu dugc
lam ngudi qua dém dén 20°C va sau d6 1&n men bing nim men Fermentis US-05 & 18-
20°C d hoan thanh sau khoang 2 tudn. Bia chua loc dugc cho vao thing chira, va
cacbonat hda cudng birc trude khi dong chai.
Phan tich bia

Lua chon 60 loai bia thuong mai nhu duoc liét ké trong Bang phu 1 néu trong
Colgrave et al. (2012). C4c mau 13p ba (1ml) dugc 14y ra tir hai chai khéc nhau cta moi
loai va loai khi d loai bd CO, trong diéu kién ap suét giam. Cac phan phan uée (100pl)

bia da dugc loai khi dugc 14y ra va khir bang cach bd sung 20pl DTT 50mM trong didu
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kién N, trong 30 phut & 60°C. Dung dich nay dugc bd sung 20pl iodoaxetamit (IAM)
100mM va miu duge G trong 15 phit & nhiét d¢ trong phong. MBbi 5pl dung dich chira
trypsin (Sigma) hogc chymotrypsin (Sigma) 1mg/ml dugc thém vao va mau duge G &
37°C qua dém. Dung dich peptit da cit duoc axit hoa bing cach bd sung 10pl axit
formic 5% va cho di qua bd lopc MW 10kDa (Pall, Australia). Phan loc duge 1am dong
khé va hoan nguyén trong axit formic 1% va bao quan & 4°C cho dén khi phén tich.
Phén tich hém ruou va bia khong dwoc cdt

Heém ruwou va bia (0,1ml) dugc tao ra tir lda mach kiéu dai (Sloop) va cac bién di
doan khuyét hordein dugc cho qua bd loc cit trong luong phan tir 10kDa (Pall) béng
cach ly tAm & tdc dd 14000 vong/phut trong 30 phut 8 tao ra phan doan peptit d& phan
tich LC-MS/MS. Phan doan peptit nay (10ul) dugc phan tich trén phd ké khdi luong
QStar Elite.
O-TOF MS

MAiu dugc tach sic ky trén hé Shimadzu nano HPLC (Shimadzu Scientific,
Rydalmere, Australia) bfing cach stt dung ct Vydac MS C18 300A (150mm x 0,3mm)
¢6 kich thude hat bing 5pm (Grace Davison, Deerfield, USA) bang cach st dung
gradien tuyén tinh dung méi B 2-42% trong 20 phit & tdc d6 dong 3ul/phut. Pha dong
bao gdm dung moi A (axit formic 0,1%) va dung mdi B (axit formic 0,1%/axetonitril
90%/nude 10%). Phd ké khdi luong QStar Elite QqTOF (Applied Biosystem) dugc st
dung theo phuong thtrc thu nhén phu thudc s lieu MS/MS chuin v6i ngudn ion hoéa
phun dién t& nano. Phd khdi MS khao sat duoc thu hdi (m/z=400-1800) trong 1 gidy,
tiép d6 ba phép do MS/MS trén céc ion me manh nhit (ngudng 10 s6 dém/gidy, trang
thai dién tich tir 2+ dén 5+, va khoang khdi luong m/z=100-1600 dbi véi MS/MS), bing
cach st dung 'Smart Exit' cia nha san xuit. Cac ion me da duoc tao dich trude dugc
loai trir ra khéi su thu nhdn MS/MS 13p trong 30 gidy (dung sai khéi luong 100 mDa).
Phé khéi (ba mach bén cuc) bdy ion tuyén tinh

Céac peptit tripsin dd dugc khir va alkyl héa dugc phan tich trén may phéi khéi
Applied Biosystems 4000 QTRAP (Applied Biosystem, Framingham, MA, USA) dugc
trang bi ngudn ion héa TurboV hoat dong theo phwong thirc ion duong. Mau dugc tach
sic ky trén thiét bi Shimadzu Nexera UHPLC (Shimadzu) bing céch st dung cit
Phenomenex Kinetex C18 (2,imm x 10cm) c6 gradien tuyén tinh axetonitril (ACN) 5-
45% trong 15 phit véi tde dd dong 400ul/phit. Dung mdi rira giai tir HPLC dugc truc
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tiép dua vao phd ké khéi lwong. S8 liéu duge ghi lai va xi Iy bing cach sir dung phan
mém Analyst 1.5 software™. Cac phén tich & ché 6 IDA (Information Dependent
Acquisition: thu nhin phu thudc thong tin) dugc thyc hién bang céach st dung phép quét
MS ting cuong (EMS: enhanced MS) trén khoang khéi luong 350-1500 dudi dang quét
khao sat va khoi dong sy thu nhan phd khdi ghép ndi. Hai ion dinh ¢ trang thai dién
tich 2-5 vugt qua gia tri ngudng xac dinh (100000 s6 dém) duoc lva chon va dau tién
duoc quét v6i d6 phan gidi ting cuong (ER: enhanced resolution) trude khi thyce hién
viéc quét san phdm ting cuong (EPL: enhanced product scan) trén khoang khéi luong
125-1600.

Phén tich phé khdi va thiim do so liéu

Phin mém ProteinPilot™ 4.0 (Applied Biosystem) vé6i thudt toan mo hinh
(Paragon Algorithm) dugc sir dung dé xac dinh protein. S6 lidu phd khdi ghép ndi duoc
thim do 14n nita sy cit tripsin hodc chymotripsin in silico cla protein Triticeae cua co
s& dit liéu Uniprot (Universal Protein Resource, phién ban 2011/05) va NCBI (The
National Center for Biotechnology Information, version 2011/05). Moi thong s6 tham
do duge xac dinh dudi dang iodoaxetamit dugc cai bién b??mg su alkyl hoéa xystein,
trong d6 hodc trypsin hodc chymotrypsin la enzym c4t. Su cai bién dugc dit & hé cai
bién “xir Iy di truyén” va “sinh hoc” dugc cung chp cung véi goi phin mém nay, ma
bao gbém 126 cai bién c6 thé, vi du, axetyl hoa, metyl hoa va phosphoryl héa. Cac h¢ cai
bibn xt 1y di truyén chira 51 cai bién c6 thé ma c6 thé xay ra dudi dang két qua clia viéc
Xt ly mau, vi du, oxy héa, loai nudc va loai amin. Peptit c6 mot sy phén cit bi bd qua
cling thudc phép phén tich nay.

Xay dung va itng dung ciia so c6 dit liéu ngil céc duoce xdy dung theo yéu cau (Custom-
Built Cereal Database)

Co s& dit liéu cta protein du trit trong hat ngii cbe theo yéu ciu khong du thira
(non-redundant) dugc xdy dung bing cach bao gém tAt c& cac trinh tu protein di bao
cdo tr muc nhép nucleotit trong Danh muc gen cia NCBI, TIGR (NCBL, TIGR Gene
Indices), hodc B phién ma thuc vét cia TIGR (TIGR Plant Transcript Assemblies)
thudc vé cac loai Triticum, Hordeum, Avena, Secale va Triticosecale. Trinh ty nucleotit,
ddi v6i céac loai néu trén, dugc dich ma trong sau khung, cat dé gitt chi khung doc m¢
dai nhét. Sau d6, bo trinh tu protein tao ra dugc lam cho khong du thira. Chi cac trinh tu

khép 100% tir ddu dén cudi duge 1am suy yéu dong thoi, dé duy tri tht ca cac bién di.
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Cudi cing, cac hd so ndy dugc loc dé giit lai chi cac muc nhdp chtra céc tir gluten,
gliadin, glutenin, hordein, avenin hodc secalin. S6 liéu phd khdi nbi ghép ndi dugc khao
sat d6i v6i co s¢ dit liéu ngii cde theo yéu cau.
Sdp thing hang protein va xdc dinh peptit kiéu goc

Toan bd cac protein hordein da biét trong co s& dit liéu ciia Uniprot va protein
hordein phéng doén trong co s& dit liéu cia TIGR duge sip thing hang. Trong mdi ho
(B, C, D hoic ), peptit thudng dugc lua chon 1am dai dién cua ho. Ché do chuyén tiép
MRM duoc x4c dinh dbi v6i mdi peptit, tai do gia tri m/z cla tién ion (Q1) dua trén
kich thuéc va dién tich ky vong va gia tri m/z cta ion manh (Q3) dugc phong doan
bing cach st dung céc kiéu phan manh da biét va/hoic sé lidu duge thu hdi trong cac
tién trinh x ly dic trung. C6 dén 6 chuyén tiép dugc sit dung trong viéc phan tich so
bd va céc chuyén tiép MRM dugc 1am min va hai chuyén tiép MRM dinh dugc Iya
chon dbi v6i mdi peptit dé st dung trong phwong phép cubi cung, trong d6 chuyén tiép
MRM c¢6 cuong d6 manh nhét dugc st dung dé dinh luong va chuyén tiép c6 cuong do
manh nhét thir hai dwgc sir dung dé dinh tinh.
Phé khéi MRM

K§ thuét ghi phd MRM dugc st dung dé dinh lugng peptit trypsin dugc tao ra tir
hordein. D&i v6i c4 hai thir nghiém MS/MS dugc khoi mao biang ché dd IDA va MRM,
tbc d0 quét dugc dit & 1000Da/gidy va peptit duge phan manh trong budng va cham
béng khi nito bing cach st dung ning luong va cham dao dong ngang phu thudc vao
kich thuéc va dién tich cua tién ion. Viéc dinh luong lugng peptit hordein dat dugc
bang cach sit dung cac th nghiém quét MRM dugc 14p lich bidu ¢6 sir dung ctra sb
phat hién 120 gidy d6i voi mdi chuyén tiép MRM va thoi gian chu trinh 1a 1 gidly. T
cuc thi nhat dugce st dung dé chon loc ty 1& khéi lugng-dién tich (m/z) cua chét gén, ma
duoc goi 12 tién ion. Sau d6, tidn ion dugc chuyén dén budng va cham (t& cyc tht hai).
Su phén ly do va cham (CID: collision-induced dissociation) tao ra cdc manh v& ion ma
duoc chuyén vao ti cuc tht ba. Giai doan tht hai cta viéc lya chon khéi lugng xay ra
su huéng dich dic hiéu cac gia tri m/z clia cac manh v& ion da biét. Hai giai doan lya
chon khéi luong dugc biét dén 1a Q1 va Q3 lién quan t6i t cyc trong d6 chiing xay ra.
Do do, chuyén tiép Q1 dén Q3 1a da biét 1a chuyén tiép MRM va rét dic hiéu va chon
loc dbi v&i chét phén tich lya chon.

Dinh lwong tuong déi hordein
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Viéc dinh luong twong d6i ciia mdi hordein dwgc thyc hién bang cach tich phan
dién tich dinh cta chuyén tiép MRM c6 cudng do manh nhét d6i v6i mbi peptit. Dién
tich dinh trung binh dugc x4c dinh bang cach lay gié tri trung binh cta hai 1an tiém ban
sao (vao cac ngay khac nhau) tir binh A va B (thé hién céc ban sao sinh hoc). Cac két
qua dugc thé hién dué6i dang phén traim moi protein hordein tuong dbi v6i ham lugng
trung binh cua hordein cia tAt ca cac loai bia chira gluten.

Vidu?2
Xdc dinh tinh chét ciia hordein trong bét liia mach

Hordein dugc chiét tir bot lia mach (kidu dai cv Sloop) bang cach hoa tan vao
dung dich rugu dugc tinh ché bang FPLC nhu dugc md ta trong Vi du 1. Phan doan
hordein da tinh ché duoc khir, alkyl héa va cit bang hoic trypsin hodc chymotrypsin.
Sau khi cit enzym, phan doan dudi 10kDa dugc phén tich bang phuong phap LC-
MS/MS d& xéc dinh hordein c6 mit trong phan doan prolamin da dugc tinh ché ra khoi
bot dé tao ra mot bd dﬁy da cac protein hordein ma co thé duoc ky vong 1a dugc tim
thdy trong bia dwgc néu tir bot nay. Bing cach sit dung ty 1& phat hién sai hong (FDR:
false discovery rate) béng 1%, téng cong 144 protein dugc xac dinh sau khi cit trypsin
va tbng cong 55 protein dugc x4c dinh sau khi c4t chymotrypsin.

Bang 1 liét ké céc san phém protein hordein dugc phat hién tir bot sau khi cat
trypsin. Trong sb cac protein du thira nhét duge phét hién 1a B3-hordein (S6 dang ky
P06471, Kristoffersen et al., 2000), y-3-hordein (P80198, Fasoli et al., 2010) da dugc
béo céo trude diy va y-1-hordein dd phong doan (P17990, Cameron-Mills et al., 1988).
Ciing nhu thé, D-hordein (Uniprot: Q84LE9, Gu et al., 2003) dugc phét hién v6i lugng
rat nhidu. Cac protein khac du thira it hon dugc phat hién bao gbm hai y-hordein va mot
B1-hordein ma khéng cé mit trong cac co s& dit liéu cia NCBI hodc Uniprot (Bang 1).
Céc protein nay dugc xac dinh bang cach tim kiém co s& dit lidu dugce xdy dung theo
yéu cdu chira protein ngil cbc @3 dich ma tr muc nhdp nucleotit trong Danh myc gen
ctia NCBI, TIGR, hodc Bd phién ma thyc vat cua TIGR. Mot sb peptit so khép voi v-
gliadin va glutenin d3 phong doén (tir lia mi) va protein-A kiéu avenin (tir lia mi va cd
goat-grass) dugc phéat hién. Protein A kiéu avenin dugc bao cdo 1a c6 mit trong bia
(Picariello et al, 2011) dwa trén viéc phat hién peptit c6 15 axit amin
(QQCCQPLAQISEQAR, SEQ ID NO: 5) tao ra tlr viéc c4t tripsin cta dai protein 16-
17kDa phan 14p bai SDS-PAGE. Trinh tu peptit khop vdi trinh ty trong protein riéng ré
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tir lia mach nhu dugc xéac dinh bing khao sat BLASTp, cung véi peptit ¢6 13 axit amin
(aa) khic khép vé6i cing mot trinh ty protein dd duwoc phéng doan (Uniprot: F2EGDS).
Peptit 11 aa (MVLQTLPSMCR, SEQ ID NO: 6) twong ing véi protein A kiéu avenin
(Uniprot: Q2A782) tir Aegilops cylindrica (c6 goatgrass c6 khép) cling duge phat hién.
Nghién ctru tip theo v& co s& dit liéu BST dugc dich ma (TIGR) cho biét protein H.
vulgare giai thich peptit 11 aa. Dya trén d0 twong ddng giira protein-A kiéu avenin da
phéng doan va protein y-hordein, chung dugc st dung trong céc phén tich tiép theo.
Viéc nhén biét peptit riéng 1& goi ¥ sy c6 mit cia C-hordein trong phan doan
hordein, tuy nhién, sy sip thang hang trinh tu cua protein C-hordein da biét cho thiy su
véng mit cia vi tri tch trypsin trong protein giau glutamin nay. Két qua 13, sy cét
chymotrypsin ctia phin doan hordein tao ra sy nhan biét C- hordein c6 do che pht trinh
tur 16n t6i 80% (bang 2), néu bét nhu cAu cin c6 phuong phap cit khac dé x4c dinh tinh
chét cia nhém hordein nay.
Bang 1. Protein prolamin dugc nhén biét trong phan doan bot lua mach da dugc

tinh ché bang phuong phap FPLC sau khi cét trypsin

S6 dang| SO ding ky [S6 ding ky TIGR Tén goi Piém s6 | P9 bao phii | Peptit
ky Uniprot NCBI

- - BE454297 B3-hordein *** 57,03 87,1 52
P80198 1708280 | TA29416_4513 y-hordein-3 38,40 54,0 32
Q84LE9 | 75147012 | TA30219_4513 D-hordein ** 34,70 55,6 41
P17990 123464 - y-hordein-1 27,70 74,7 23
- - TA30139 4513 y-hordein *** 18,95 45,5 24
Q40026 | 75220903 | TA29493_4513 B1-hordein ** 8,58 46,6 19
Q4G3S1 | 122220129 - B3-hordein * 5,55 15,7 10
P06472 123460 - C-hordein * 4,56 23,9 4
C7FB16 | 255348358 - B-hordein ** 4,00 22,4 22
Q2A782 | 122238432 - Kiéu avenin A * 4,00 14,4 2
F2XAR6 | 327365751 - y-gliadin ** 3,89 9,5 3
- - TA29452 4513 | Bl-hordein *** 3,87 52,2 18
P17991 123461 - C-hordein * 3,87 95,8 3
- - AJ433315 y-hordein *** 3,53 99,1 19
P06471 123459 HVB3HORD B3-hordein 2,00 73,1 42
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B9VSH7 | 222538169 - D-hordein (twong tw 2,00 16,1 9
vsi HMW glutenin) **

Q3YAF9 | 122217636 - B-hordein ** 2,00 21,7 8

B5A818 - - B-hordein (twong tu 2,00 27,2 7
vGi LMW glutenin) **

D4HNBS - - B-hordein (twong tu 2,00 13,2 4
vGi LMW glutenin) **

Q8S3W0 75159492 - D-hordein (twong tu 2,00 5,0 6
v3i HMW glutenin) **

F2EGD5 | 326501830 - Kiéu avenin A * 2,00 16,2 2

S8 dang ky dbi v6i mdi protein dugc liét ké: * cho biét chimg ¢ phién ma da chu

giai hd trg nhan biét protein (Uniprot); ** cho biét protein @i phong doan 1a ¢ ngudn

gbc hé gen hd trg nhan biét protein (Uniprot); *** cho biét protein méi duwgc nhén biét

theo tra ctru co s& dit liéu dua vao TIGR EST khong dugc chu gidi.

Béang 2. Protein prolamin dugc nhén biét trong phan doan bot lia manh da dugc

tinh ché bang phuwong phap FPLC sau khi c4t chymotrypsin

S& ding ky| SO ding ky | So diing ky Tén goi Diém s6| P§ che | Peptit
Uniprot NCBI TIGR phi
P06471 123459 HVB3HORD B3-hordein 85,95 86,4 51
Q84LE9 | 75147012 | TA30219_4513 D-hordein ** 54,28 36,2 28
Q41210 | 75102504 - C-hordein ** 50,10 88,7 44
P80198 1708280 | TA29416_4513 v -hordein-3 36.38 69,9 19
Q40053 19001 - C-hordeiri =EHor1-17) 28,93 83,9 41
- - TA30139_4153 y —hordein *** 21,31 59,2 11
P06470 123458 - B1-hordein 10,13 25,1 14
QOPIV6 | 110832715 - B-hordein ** 10,00 62,4 22
P17990 123464 - v -hordein-1 * 8,00 50,9 7
P17992 123462 - C-hordein * 6,02 65,1 7
Q571R2 | 75271341 - C-hordein (twong tu véi| 4,00 61,3 3
o-gliadin) *
- - TA29452 4513 B1-hordein *** 2,13 59.4 14
C7FB16 | 255348358 - B-hordein ** 2,02 61,9 15
- - TA28105_4153 |Tuong ty v6i C- hordein| 2,01 53.4 1
sk k
- - BG416634_FO0 B3-hordein *** 2,00 81,5 32
BI950745_F1 B3-hordein *** 2,00 33,6 15
- - TA29459 4513 | B-hordein (twong tuw véi| 2,00 60,9 12
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GBSS Wx-TmA)
* %k
Q5PU42 | 56126405 - B-hordein (tvong tu véi| 2,00 22,6 6
LMW glutenin)
%k
Q4G3S5 | 57118089 - B3-hordein * 2,00 24,0 6

Sé dang ky d6i v6i mdi protein duge liét ké: * cho biét ching cr phién ma da cha
giai hd trg nhan biét protein (Uniprot); ** cho biét protein da phong doan 1a cb ngudn
gbc hé gen hd trg nhan biét protein (Uniprot); *** cho biét protein méi duge nhén biét
theo tra ctru co s& dit liéu dua vao TIGR EST khéng dugc chu giai.

Vidu3
Xdc dinh tinh chdt ciia hordein trong hém ruou va bia

Phén tich hém rugu, chit 10ng chiét tich duge tir budce G trong qua trinh niu bia,
va bia dugc tao ra sau d6 va mot loat cac prolamin twong tu dugce xac dinh (Bang 3).
Téng cdng 27 protein duge x4c dinh trong hém rugu va 79 trong bia, voi hau hét cac
protein du thira 12 protein chuyén lipit 1 khong dic hiéu (LTP1: lipid transfer protein 1)
va chét &c ché a-amylaza trypsin (CMd, CMb, CMa). Protein gluten dwgc nhén biét
trong hém ruou bao gdm protein A kiéu avenin (18 peptit), y-hordein-3 (10 peptit) va
D-hordein (4 peptit) ma truéc ddy da nhan dugc trong phan doan hordein dwgce lam
giau. Tuy nhién, can chii y rang >50% peptit 12 béan trypsin (duoc tach & mot dau tai vi
tri khong phai 14 Lys/Arg), @& xuét ring su thoai bién déng ké clia protein xay ra trong
qué trinh ndu bia. Protein A kidu avenin (S déng ky GenBank No. BE195337) nhén
biét dugce tir tra ciru co s& dit liéu EST dugc phat hién c6 sy bao phi trinh tw >60% (12
peptit) 1am tang dd tin cdy cua viéc nhin biét protein ny.

Péang quan tdm 14 protein C-hordein khong c6 mit trong bia, nhung dé dam bao
né khong phai 1a mot khing dinh sai do s§ luong thép cla céc vi tri trypsin, viéc cit
chymotrypsin dugc thuc hién da xdc nhén su véng mit clia C- hordein trong bia (Bang
3). Su ving mit ciia C-hordein ¢6 thé lién quan téi tinh khong hoa tan cia né trong
nuée. C-hordein chira nhidu doan l3p octapeptit ¢6 trinh ty lién tng PQQPFPQQ (SEQ
ID NO: 7) 1am cho ching rét khé tan. Nhiéu sén phém thoai bién C-D hordein dugc
nhén biét trong hém ruou nhung khong ton tai trong cc budc nAu bia va loc din dén su
tao rabia.

Pé xac dinh tinh chét cia cdc manh peptit, hém rugu va bia duogc cho qua bd loc
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cét trong lugng phén tir 10kDa va phén tich ma khong can cit enzym. Phép phan tich
1D-PAGE cho biét ring buéc loc c¢6 hiéu qua trong viéc loai bo protein ra khoi bia.
Phép phén tich MS cho thiy su c6 mit cla mot sb san phim hordein da bi cit ngén
holic b thoai bién. Bang 4 liét ké cac manh peptit dd dugc nhan biét. Ngoai peptit
hordein, peptit dugc tao ra tir mot s6 luong 16n cac protein lia mach bao gbm serpin-
74, protein chuyén lipit 1 khong dic hiéu, a- amylaza, B-amylaza, hordoindol (B1, B2)
va GAPDH duoc nhan biét trong hém ruou va bia (dugc liét ké trong Bang 4 va Bang
phu 2 cta Colgrave et al., 2012). Pdng quan tdm la mot sb luong 16n cic manh C-
hordein quan sat dugc trong hem rugu chi véi mirc vét ctia peptit C-hordein phét hién
dugc trong bia.

Viéc x4c dinh tinh chit cua bia khi khong cit enzym ching minh rd rang rang
ngoai hordein nguyén ven, mot s6 lugng 16n cdc manh hordein d3 bi thoai bién mot
phan c6 mit va chiing c6 thé gop phan gy doc cho dudng rudt. Nhiéu ménh peptit nay
chira cac dong Gln va Pro ma cé thé tao ra d4p ing mién dich trong dudng rudt. Vi du
v& peptit mién dich tiém ning da dugc phat hién 12 FVQPQQQPFPLQPHQP (A kicu
avenin; GenBank: TA31086, SEQ ID NO: 8), YPEQPQQPFPWQQPT (y-1-hordein;
P17990, SEQ ID NO: 9), LERPQOLFPQWQPLPQQPP (y-3-hordein; P80198, SEQ ID
NO: 10) va LIIPQQPQQPFPLQPHQP (C-hordein; P17991, SEQ ID NO: 11), trong do6
trinh tu gach chdn mang tinh tuong ddng cao vé6i peptit mién dich da dugc bao céo
trude day (Tye-Din et al., 2010; Kahlenberg et al., 2006).

Bang 3. Protein prolamin dugc nhén biét trong hém ruwou va bia.

Prolamin dwgc nhin biét trong hém rwgu (ciit trypsin)

Sé dingky| S6dangky | S6 dang ky Tén goi Pidm s6| D06 bao | Peptit
Uniprot NCBI TIGR pht
F2EGD5 | 326501830 - Akiduavenin* | 2933 | 41,6 18
P80198 | 1708280 |TA29416 4513 | v -hordein-3 18,05 | 33,2 10
- . BE195337 | Kiéuavenin A *** | 14,00 | 47,0 9
Q84LE9 | 75147012 |TA30219 4513 | D-hordein ** 8,08 8,9 4
Prolamin dwoc nhin biét trong bia (cét trypsin)
S6 dangky| S6 dangky | S6 dang ky Tén goi Diém s6| Do bao | Peptit
Uniprot NCBI TIGR phu

P80198 1708280 |TA29416_4513 v -hordein-3 55,62 53,6 33
Q84LE9 | 75147012 |TA30219_4513 D-hordein ** 30,16 22,2 23
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P06471 18914 HVB3HORD B3-hordein 17,81 24,6 9
P17990 123464 - y-hordein-1 * 16,98 31,9 9
- - BE195337 | Kiéu avenin A *** | 15,66 64,6 12
F2EGDS5 | 326501830 - Kiéu avenin A * 8,06 35,3 8
Q4G3S5 | 57118089 - B3-hordein * 5,48 12,6 6
Q40026 | 75220903 |TA29493_4513| Bl-hordein ** 2,01 8,6 7
Q94ILS5 | 75250230 - D-hordein (twong tu| 2,00 4,6 8
véi HMW glutenin)
*3k
Prolamin dwgc nhin biét trong bia (ciit chymotripsin)
Sé dangky| S dangky | S6 ding ky Tén goi Piém sb | Do bao | Peptit
Uniprot NCBI TIGR phu
P80198 1708280 |TA29416_4513 y -hordein-3 19.75 56,1 12
Q40022 829269 - B1-hordein * 13,80 514 9
Q84LE9 | 75147012 |TA30219 4513 D-hordein ** 12,00 26,0 6
P17990 123464 - v-hordein-1 * 5,59 22,5 3
F5A7G6 - - B-hordein (twong tu| 2,00 23,2 5
véi LMW glutenin)
ok
Q6EEZ0 - - vy -hordein-3 ** 2,00 25,8 2

S& dang ky d6i v6i mdi protein dugc liét ké: * cho biét ching cu phién ma da chu

giai hd trg nhan biét protein (Uniprot); ** cho biét protein dd phong doan 1a ¢ ngudn

géc hé gen hd trg nhén biét protein (Uniprot); *** cho biét protein méGi dugc nhén biét

theo tra ctru co s& dit liéu dua vao TIGR EST khong dugc chu gidi.

Bang 4. Peptit dugc tao ra tr protein hordein dugc phét hién trong phan doan phu-
10kDa ctia bia

Céc epitop dugc in dam dudi day thé hién do twong ddng trinh tu cao véi epitop

gluten dugc nhén biét bdi Mendez R4 MAD ting 1én so v6i prolamin ciia lia mach den
(QQPFP (SEQ ID NO: 12), QQQFP (SEQ ID NO: 13), LQPFP (SEQ ID NO: 14),
QLPFP (SEQ ID NO: 15))*. Céc peptit ndy c6 thé tao ra dap tng mién dich & bénh nhan

CD.

Tén goi® Conf [Peptit m/z Khéi | Am
lwgng | (ppm)

D-hordein 99 RVVDQQLVGQLPWSTG (SEQ ID NO: 891,99 |1781,97| 13,41

(Q84LE9 **) 16)
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99 [VVDQQLVGQLPWSTGL (SEQ ID NO:{ 870,45 [1738,89| 19,72
17)
99 [VVDQQLVGQLPWSTG (SEQ ID NO: 18)| 813,93 162585 5,17
99 IVVDQQLVGQLPW (SEQ ID NO: 19) 691,38 [1380,74| 2,46
99 QLVGQLPWSTGL (SEQ ID NO: 20) 649,85 [1297,68| 16,25
99 QLVGQLPWSTG (SEQ ID NO: 21) 593,30 |1184,59| 22,03
99 |[LVGQLPWSTGLQM (SEQIDNO:22) | 71537 |1428,73| 12,46
99 [LVGQLPWSTGL (SEQ ID NO: 23) 585,83 [1169,65| 5,55
99 [LVGQLPWSTG (SEQ ID NO: 24) 52928 |1056,54| 14,86
99 [VGQLPWSTGLQM (SEQ ID NO: 25) 658,83 |1315,64| 14,06
99 [VGQLPWSTGL (SEQ ID NO: 26) 52928 [1056,54| 16,75
99 |(p)QLAAQLPAMCRLEGS[HexNAc] 887,41 [1772,80| 22,05
(SEQ ID NO: 27)
99 [VVRQYEQQTEVPSKGGSFYPGGTAP P| 927,12 [277835| 5,79
(SEQ ID NO: 28)
v-3-hordein | 99 [FVLPQQQAQFKVVGS (SEQIDNO:29) | 838,46 [1674,90 4,24
(P80198)
99 [FVLPQQQAQF (SEQ ID NO: 30) 603,31 [1204,61| 12,54
99 |AIVMQQQVQQQVGHGF (SEQ ID NO: 899,43 [1796,85| 26,60
31)
99 [LERPQQLFPQWQPLPQQPP (SEQ ID| 77641 [2326,19| 12,21
NO: 32)
99 [LFPQWQPLPQQPP (SEQ ID NO: 33) 788,41 [1574,82| 6,03
99 [LQQLGQGMPIQL (SEQ ID NO: 34) 663,85 [1325,69| 16,98
95 [VVGSLVIQT (SEQ ID NO: 35) 45827 914,53 | 9,84
v-1-hordein | 99 [LQQPQHQFPQPTQQFPQRPn (SEQ ID| 777,39 [2329,15 8,16
(P17990 *) NO: 36)
99 [YPEQPQQPFPWQQPT (SEQID NO:37) | 935,93 |1869,84| 16,15
99 (GVVQPQQLAQME (SEQ ID NO: 38) 664,31 [1326,61| 41,08
99 [p]QPQHQFPQPTQQFPQRP (SEQ ID| 691,33 [2070,98/ 9,90
NO: 39)
Kiéu avenin A| 99 [FVQPQQQVPVEITR (SEQ ID NO: 40) | 834,94 [1667,87| 19,61
(BE195337
***)
99 [FVQPQQQVPVEI (SEQ ID NO: 41) 706,37 |1410,72| 18,78
C-hordein | 98,2 [LIIPQQPQQPFPLQPHQP (SEQ ID NO{ 1053,59 |2105,17| 14,82
(P17991 *) 42) ,
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99 [IPQQPQQPFPLQPHQP (SEQ ID NO: 43) 997,05 |1992,08 13,40

B3-hordein | 98,4 [VQVQIPFVHPSI (SEQ ID NO: 44) 682,38 |1362,74| 16,22
(P06471)

Kidu avenin A| 99 SFGQPQQQVPVEVMR (SEQ ID NO: 45)| 865,43 [1728,84| 13,0
(F2EGDS *)

C-hordein 95,8 IPQQPFPLQPQPFPQQPQQPLPQPQ QP| 1081,25 {3240,73| 11,08
(Q40053 *) (SEQ ID NO: 46)

C-hordein 96,4 [[PLQPQ[Dea]QPFPQQPP (SEQ ID NO:{ 808,40 |1614,79| 30,53
(TA28105 47)

***)

a. Kahlenberg et al. (2006)

b. S4 dang ky d6i véi mdi protein dugc liét ké: * cho biét ching ct phién ma
da chu giai hd trg nhan biét protein (Uniprot); ** cho biét protein di phong doan 1a co
ngudn goc hé gen hd tro nhan biét protein (Uniprot); *** cho biét proteln mdi dugce
nhén biét theo tra ctru co sé dit liéu dya vao TIGR EST khong duoc chu giai.

Vidu4
Dinh leong twong doi hordein trong bia bang phwrong phdp phdi khéi MRM

Viéc xc dinh dic tinh protein hoc cta hordein dd dugc tinh ché va bia trong céc
Vi du 2 va 3 cho phép giai thich protein hordein chu yéu c6 mit trong lia mach.
Phuong phap theo ddi da phan tng (MRM: multiple reaction monitoring) dugc cho la
cong cu hitu hidu @ dinh lugng peptit va protein. Theo phwong phép nay, sau khi cét
tripsin cta protein, cAc manh hiy protein dugc tach sic ky bang phwong phap HPLC va
phan tich bing phd khéi MRM. Tw cyc tht nhat (Q1) chon loc gid tri m/z peptit thu
nhét (khbi luong tién chét) va chuyén ion nay dén budng va cham (Q2). Sy phén ly do
va cham tao ra mdt loat cAc manh ion lién quan dén trinh tu axit amin cia cdc manh do
phén giai protein. Céc ion ménh chén doan nay, sau d6, dugc lya chon & tr cyc thir ba
(Q3) va chuyén vao bd phét hién cho phép dinh luong peptit dang quan tdm. Thong
thuomg, ba chuyén tiép MRM mdi peptit dugc sir dung va it nhét hai peptit mbi protein.

Tir mdi ho protein, protein ddng dang dugc chon dé theo doi ham luong gluten
clia bia dugc niu tir dong lia mach dugc trdng mot cach chon loc (xem dudi day).
Nhiéu peptit trypsin (>2 peptit/protein) duge chon dé mé rong thir nghi¢m dinh lugng.
Trong d6 cac peptit d3 dwogc phét hién trude trong thir nghiém phat hién, thdng tin m/z
cuia peptit va ion manh dugc st dung @& x4c dinh chuyén tiép MRM duoc st dung. Sé
lugng peptit ma ban du chua duge x4c dinh duge tinh dén trong thir nghiém MRM sao

cho s lwong t6i thiéu hai peptit mdi protein dugc st dung. Trong céc trudng hop nay,
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thosi gian luu 13 khong biét va chuyén tiép MRM khong thé dugc 1ap lich biéu trong céc
thir nghiém chuyén qua dau tién. Thoi gian luu peptit duge xac dinh va cac thir nghiém
tiép theo dugc sir dung céc chuyén tiép MRM da dugc lap lich bidu.

Bia duoc tao ra tir lda mach nha hoa elite Australian riéng 1é (“Sloop”) dugc st
dung @& phat trién va tinh chinh phuong phdp MRM vi né chira bd thé ddy da cia
protein hordein, trong d6 cic dong lua mach bién di (Risg 56 va Risg 1508) duoc ky
vong 13 ¢6 ham lugng B- va C-hordein thip hoic khong chira B- va C-hordein. Khi bia
dugc ndu tir mau hat lia mach kiéu dai va hat dot bién hordein (Risg 56 va Risg 1508)
dugc phan tich bing céch st dung phép phén tich MRM, tdm peptit chon loc (ba
chuyén tiép MRM mdi peptit) déu dugc quan sat rd rang tlr bia c6 ngudn gbc laa mach
kidu dai. Bia c6 ngudn gbc Risg 56 cho thiy mirc giam lugng peptit D-hordein khoéng
3 14n va dang quan tAm 14 peptit B-hordein khong c6 mit. Bia c6 ngudn gdc tir Rise
1508 cho thiy sy giam tiép lugng mdi peptit do duge, nhung van quan sat dugc lugng
vét ctia protein A kiéu avenin.

Kha niing lip lai phuwong phap phén tich nay dugc danh gia béng cach kiém tra bia
¢6 ngudn gde tir lta mach trong riéng 1¢ (“Sloop”). Thix nhét, bia dugc trai qua nhiéu
chu ky dong lanh-1am tan bang (1, 10, 20 hodc 50 chu ky) va khong quan sat thdy su
thay ddi déang ké (hé sb bién thién (CV: coefficient of variation) <15%) dién tich dinh
ddi v6i mdi chuyén tiép MRM dugc theo ddi ngay ca sau 50 chu ky. Thir hai, hi€u qué
cit duoc kiém tra biang sdu phép cit lap lai tao ra CV <15%. Kha nang ldp lai trong
phén tich dugc danh gia bang cach thuc hién bbn 1an tiém lap lai cia mdi phép cit véi
CV <15%. Cubi cung, sy bién thién ctia him lugng hordein giita hai chai bia khac nhau
duoc danh gia va phat hién la <10%.

Phdn tich bia thwong mai

Su xé4c nhén tiép theo ctia phwong phap MRM trong viéc dinh lwong hordein trong
bia dugc dua ra biang cach phéan tich ham lugng gluten cua 60 loai bia thwong mai ké ca
bia dugc dan nhan ham lugng gluten thip va bia duge dan nhan khong chira gluten. Hai
mAu l3p tir cic chai riéng r& dugc xt ly bang cach khir, alkyl hoa va cat (Vidu 1) va
duoc phén tich bang phuong phép phd khdi MRM. Fig.2 thé hién sy dinh lugng twong
d6i protein A kiéu avenin (A), B- hordein (B, C), D-hordein (D) va y-hordein (E) trong
bia thwong mai lién quan dén Sloop. Lién quan dén cac gi4 tri trung binh cua bia khong

phii bia khong chira gluten, bia thwong mai dugc quan sat dé thay doi vé loai (ho
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hordein c¢6 mit) va lugng (tir 1-380% cf. trung binh dbi voi protein hordein bat ky da
cho). Tam loai bia (sé 17, 47, 49, 50, 51, 52, 58 va 60) dugc dan nhén 1a khong chira
gluten vi ching dugc niu tir mach nha hat cao lwong, hat teff, hat gao, hat ké hogc hat
ngd. Céc ngli cbc nay khong chira cac protein gluten ma c6 mit trong Iia mach va lia
mi. Thir nghiém MRM x4c nhén rang chiing khong chira protein hordein va protein li€n
quan dén hordein (kiéu avenin A). Bia 17 va 50- 52 ¢6 ngudn gbc tir hat cao luong, bia
47 khong x4c dinh dugc nguyén lidu san xuét, bia 49 c6 ngudn gbc tir hat hat ké, bia 58
duoc niu tr mach nha hat cao luong, teff va gao va bia 60 la bia dugc tao ra tr nguén
khong phai ngl cbe. Trong thir nghiém cta hai loai bia (57 va 59) ma dugc phan loai la
¢6 ham lugng gluten thip (<10ppm), ham lwgng hordein khong gidng v6i ham lugng
hordein trung binh cta loai bia dugc thir nghiém. Bia 57 cho thy murc protein A kiéu
avenin thip (~50% cf. trung binh), nhung ngac nhién 12 lai thé hién mirc peptit dang ké
duoc tao ra tit B1- (>300% cf. trung binh), D- (~105%) va y3- hordein (~62%). Bia 59,
thé hién mtrc thip nhung dang ké ctia B1-, D- va y- hordein (tuvong tng 12 55%, 42% va
92%) va mic twong duong cla protein A kiéu avenin véi cdc muic quan sat dugc & bia
chura gluten.
Két ludn

Bia dugc san xuit tir [ia mach chira gluten dugc tao ra tir hat dugc st dung trong
qué trinh néu bia. Ham lugng gluten trong bia c6 thé dugc do bang cach st dung thi
nghiém ELISA, tuy nhién, c6 nhiéu han ché di kém véi viéc do chinh x4c ham lugng
hordein bing cach st dung cong nghé ELISA hién tai. Trong céc vi du néu trén, th
nghiém phd khéi duge phat trién dé xé4c dinh tinh chit cia mot diy hoan chinh céc
hordein trong cac ché phém hordein tinh ché, hém rugu va bia va dé thuc hién viéc dinh
lwong twong dbi cac protein hordein du thira nhét. Thir nghiém st dung phd phdi manh
va nhay d6i véi phép do hordein (gluten) trong bdt, hém rugu va bia va c6 thé dé dang
dugc 4p dung dbi véi mach nha.

Vidus ) )
Nhan biét dot bién vo hiéu & gen Hor3 cta lia mach

Polypeptit D-hordein lta mach 105kDa dwgc ma héa boi gen Hor3 trén nhanh dai
clia nhidm séc thé 1H (Gu et al., 2003). Mot giéng laa mach kiéu dai duoc ky higu 1a
Ethiopian R118 dugc nhén biét 14 khong tich tu D-hordein (Brennan et al., 1998) va thu
dugc tir ngudn luu trit chdt mam nguyén sinh c6 sin (The John Innes Centre Public
Collections, S6 ding ky 3771). Dong nay la lua mach kiéu dai, rat khong thich hop aé
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san xuft hat trong thwong mai.

Hat ctia Ethiopia R118 dugc gieo trong nha kinh. Cay tao ra dugc quan sat dé tach
thanh cac kiéu hinh 2-hang va 6-hang va d6i voi hat den, ¢6 mau va hat xanh 14. Dong
2-hang tao ra hat xanh 14 dugc chon va lai véi cv Sloop. Céc nira hat F2 khong tao ra D-
hordein dugc lya chon. Cay ctia dong nay dugc cho lai trd lai véi Sloop kiéu dai va cay
F2 khong chira D-hordein dugc lya chon 14n nita. Cay nay dugc lai trd lai voi Sloop va
cay thé hé con dugc lai trd lai 14n nita dé tao ra dong BC, ma khong san sinh D-hordein
cing dong ma c6 khoang 87,5% hé gen cta Sloop.

Gen m3 hoa D-hordein dwgc khuéch dai tir ADN hé gen phan 1ap tr mdi cdy
Sloop BC, khong sin sinh D-hordein dugc tao ra tir Ethiopia R118 va Sloop kiéu dai.
Viéc nay dugc thuc hién bang phwong phéap PCR véi cac didu kién chudn va tao ra mot
loat gdm 3 cac méanh xen phu. Cac cip mdi dugce st dung trong qua trinh khuéch dai 1a:
Manh 1

5’ Dhorl GACACATATTCTGCCAAAACCCC (SEQ ID NO: 60) va
3’ Dhor3 ACGAGGGCGACGATTACCGC (SEQ ID NO: 61)
Manh 2
5’ Dhorlb GAGATCAATTCATTGACAGTCCACC (SEQ ID NO: 62), va
3’ Dhorl CTTGTCCTGACTGCTGCGGAGAAA (SEQ ID NO: 63)
Manh 3
5’Dhor2 GCAACAAGGACACTACCCAAGTATG (SEQ ID NO: 64), va
3’ Dhor2 GCTGACAATGAGCTGAGACATGTAG (SEQ ID NO: 65)

San phém khuéch dai duogc tinh ché va trinh tu nucleotit clia mdi san phém duoc
xé4c dinh. Trinh ty két hop tir Sloop dai 2838bp (SEQ ID NO: 72) va trinh tu dugc tao
ra tir Ethiopia R118 dai 2724bp (SEQ ID NO: 73). Codon bét diu dich ma ATG da
dugc phong doan d6i v6i ca hai protein 13 & vi tri 398-400 cia céc trinh tu trong ung.
Déi v6i Sloop, codon két thiic 13 & vi tri nucleotit 2641-2643, md hoéa protein c6 747
gdc axit amin. Phan tich trinh ty tir Ethiopia R118 bdc 19 rang khi so sanh véi Sloop, c6
su thay ddi tir C thanh G & vi tri 848 (vi trf 450 tuong d6i v6i codon bit dau) dwa codon
két thic TAG trong khung vao gen Hor3 ma géy ra su cét bo polypeptit & vi tri 150
trong protein (Fig.3). Polypeptit D-hordein d& bi cit nay & truéc ving gidu prolin va
glutamin chtra céc epitop dwgc nhin biét 14 tao mién dich cho dudng rudt.

Su thé nucleotit ndy pha hiy vi tri Kpnl ma c6 mt trong trinh ty nucleotit kiéu dai
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& gibng It mach Sloop va cho phép sw phét trién ciia chi thi CAPS dong trdi. P6i v6i
muc dich nay, manh ADN c6 chiéu dai 272bp duoc khuéch dai b%mg cach st dung doan
mdi 5° Dhor-chi thi (GGCAATACGAGCAGCAAAC, SEQ ID NO: 66) va 3’ Dhor-chi
thi (CCTCTGTCCTGGTTGTTGTC, SEQ ID NO: 67) (Fig.4). Sau do, san phim
khuéch dai dugc @ bang enzym giéi han Kpnl va dién di trén gel agaroza. Manh tir
giéng laa mach kiéu dai Sloop dugc cit b%mg Kpnl dé tao ra hai manh c6 chiéu dai
164bp va 108bp. Nguoc lai, manh cé chiéu dai 272bp tir Ethiopia R118 khong chtra D-
hordein khong dugc cit. Do d6, phuong phap ndy phan biét rd rang cic alen kiéu dai va
v hiéu dbi v6i gen ma héa D-hordein.

Vi du 6. Nhdn biét chi thi phén tik ddi véi dpt bién dogn khuyét & locus Hor2 ciia lia
mach

Locus Hor2 trén nhanh ngén cia nhidm sic thé 1H trong lua mach 13 mot ho
khoang 20-30 gen, mdi gen md héa B-hordein c6 kich thuéc khoang 36- 45kDa
(Anderson et al., 2013). Riso 56 1a dot bién do tia gama giy ra c6 doan khuyét khoang
86kb bao gdm toan bd hoic gin nhu todn bd gen B-hordein (Kreis et al., (1983). Dot
bién nay duogc sit dung dé tao ra sy dot bién kép Hor2- lys3a nhu d4 dugc mo ta trude
day béi Tanner et al. (2010), bidu hién mitc giam manh ctia hordein toan phén.

Chi thi phan tir dugc thiét k& va kiém tra dé phét hién locus Hor2 kiéu dai va phan
biét n6 vé6i locus da loai bd Hor2, nhu sau béng cach st dung céc diéu kién PCR chudn.
Su véng mit cta dai PCR Bl-hordein c¢6 chiéu dai 800bp da phat hién sy khong c6 mit
(khuyét doan) ctia locus Hor2 nghia 1a ¢6 mat alen dot bién & Hor2. Cip mdi duge sit
dung trong qua trinh khuéch dai la:

3’ Bl Hor TCGCAGGATCCTGTACAACG (SEQ ID NO: 68)
5’B1 Hor CAACAATGAAGACCTTCCTC (SEQ ID NO: 69)

Phan tmg PCR d8i chiing tao ra dai PCR dic trung c6 chiéu dai 450bp ciing dugc
thuc hién trén mdi mau ADN, cho biét sy c6 mit cta locus gama-hordein va dam bao
chit lugng ctia mau ADN da cho phan tng Hor2, bang cach st dung cac ciip mdi:

5’ gamaHor3 CGAGAAGGTACCATTACTCCAG (SEQ ID NO: 70)
3’ gama 3 ddy di  AGTAACAATGAAGGTCCATCG (SEQ ID NO: 71)
Vidu7
Tao dét bién lWia mach khéong chita ba hordein

Céc cdy F5 cia lua mach dong dot bién kép Hor2-lys3a dugc xac dinh 12 G1*
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trong W02009/021285 duoc trdng trong nha kinh d8 tao ra thé hé con F6. Sau d6, cac
cay F6 dugc trdng trong ddng rudng d8 tao ra thé hé con F7. Dé Kkét hop cac thé dot
bién Hor2-lys3 véi thé dot bién khong chira Hor3, cdy clia thé hé F7 dugc lai véi cdy
BC, khéng tao ra D-hordein c6 ngudn gbc tir Ethiopia R118 (Vi du 5) va thé hé con F1
duoc tu phéi dé tao ra hat F2. Hat F2 duoc cit ra mot nira va nira chira phoi dugc gieo
mam va cdy gidng dugc sang loc bing phan tmg PCR B- va D-hordein nhu trong cédc vi
du5Svaéva dbi véi gama-hordein. Ntra con lai cua mdi hat chira ndi nhil dugc tréng
trong dung dich chta ure 8M, DTT 1% va protein chiét tach dugc tach biang phuong
phap SDS- PAGE. Sy ving mit clia cdc dai protein dic trung & khoang 50kDa cho biét
su véng mit ciia protein C-hor. Ba dong khong chira ba hordein, dugce ky hiéu 1a T1,
T2, va T3 dugce xac dinh tir khoang 300 hat F2. Tén suét ky vong dbi véi su phéi hop
ctia ba thé dot bién 1in, mi thé & trang thai ddng hop tir, boi phuong phép di truyén
Mendel (Mendelian genetics) 1a 1/64, gia dinh ring cic locus Hor2 (B-hordein) va
Hor3 (D-hordein) dugc tach dii xa trén nhiém sfc thé 1H dé sin sang tai t6 hop.

Ba cdy ddng hop tir v& mdi thé dot bién trong s6 ba thé dot bién (Hor2- lys3a-
Hor2) duge ky hidu 1a T1, T2 va T3 dugc duy tri va lan truyén qua ba thé h¢ hat riéng
&, Iua chon 12 hat ndng nhét trong mdi thé hé. Trong lugng trung binh hat cia hat F3
tr cac dong nay 1a: T1, 38,2mg; T2, 37,0mg; T3, 39mg. Hiéu suét hat mdi dong (gam
hat mdi 20 bdng) va chidu cao cay duogc do. Cy sinh ra bong thwa hat dugc loai bd. Hai
dong F4 dugc chon: T2-4-8 va T2-6-A5 va dugc thir nghiém tiép trong dong rudng.
Trong sb ching, dong T2-4-8 dugc lya chon vi c6 ning suit hat 16n hon mot chat va
duoc ky hiéu 1a lia mach ULG3.0.

Kiéu hinh quan trong dbi voi hat laa mach, lién quan dén kich thude va hinh dang
cta hat va 1a chi sb ciia ning sut hat, 12 phan trim cta hat khdng di qua rdy c6 kich
thude mat luéi 2,8, 2,5, 2,2 va 2,0mm, cu thé 13 rdy 2,8mm. Hat nhé hon lam cho qua
trinh xi 1y va mach nha héa khong hiéu qué so v6i lia mach kiéu dai. Kiéu hinh nay
dugc goi 1a “sang loc 2,8mm” va dugc thé hién duéi dang phén tram hat khong di qua
ray cu thé. Pbi véi cay trdng kiéu dai nhu Sloop, thong s6 sang loc 2,8mm thudng
béng 95-98%. Déi v6i dong thiéu hut hordein nhu thé dot bién kép (ULG2.0), thong 56
sang loc 2,8mm thudng b%mg khoang 53%. Ddi khi, phy thudc vao cac didu kién phét
tridn, vi du do kho, thong s nay nhé hon khoang 10% va phan 16n hat cé thé di qua

sang 2,5mm. Ddi véi ULG3.0, thong sb sang loc 2,8mm bing khoang 54%. Trong
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lugng trung binh (mg) cia hat thu hoach dugc trén rudng la: Sloop: 53,6+/-0,9,
ULG2.0: 33,5+/-0,4; ULG3.0: 39,1+/-0,3. Do d6, ULG3.0 tao ra ndng suét hat 69% so
v6i ULG2.0 & mirc 50% so vé6i Sloop kiu dai (100%). Do d6, ULG3.0 thé hién mtc
ting ning suét hat déng ké so v6i dong ULG2.0. Tuy nhién, thong sb sang loc 2,8mm
vAn con 1a mot van d& dbi v6i lia mach ULG3.0.

Vidu8

Tao dét bién lia mach khéng chita ba hordein khdc c6 ning sudt hat ting

Mic du dong lta mach ULG3.0 tao ra nang suét hat tang so voi so voi ULG2.0,
van can ting hon nita ning suét hat. Do d6, cay thudc dong ULG3.0 dugc lai véi cay
thudc gidng ltia mach kiéu dai Sloop, Baudin va Yagan, va véi cdy clia dong hordein
khong chira ba hordein dd dugc nhén biét chira 50% chit mdm nguyén sinh me mdi
dong. Dong khdng chira ba hordein dugc lai chéo, va ciing dugc lai voi cdy Hindmarsh
va Commander kiéu dai. Thé hé con chua ca ba dot bién v6 hiéu duoc lai nguoc hai 1an
v6i cdy cac dong Sloop, Baudin, Hindmarsh va Commander va céc dong ¢6 nhiéu dong
hop t&r hon dugc sinh ra boi nguén hat riéng r&. Mot trong s6 nhiéu dong tao ra dugc
chon va ky hiéu 1a 1da mach ULG3.1.

Tir phép lai chéo véi cdy Sloop, Yagan va Baudin, 14n lai th@ hai duogc thyc hién
dé phdi hop ding dong clia ca ba cay trdng me bét dau v6i cdy ma mdi cay chita cac dot
bién khong chtra ba hordein. Tir cy F1 dugc lai chéo, moi thé hé con dugc ky vong 1a
bao gdm ca ba dot bién. Khoang 1000 hat F2 mdi gidng dugc trdng theo hang trong
rudng, va ciy F2 dugc chon trong d6 cdy nay tuong d6i thap va tao ra hat F3 16n hon,
v6i bong day hat. Ca cdy trudng thanh sém va mudn déu duoc chon. Trong thé hé dudi
day dwoc tréng trén rudng, cdc dong dugc chon con biéu hién thém amylaza trong hat
¢6 ham luong twong ddi cao, chi s6 thu hoach va do dai bong tuong ddi 16n, chiéu cao
tdi wu (ban lun), khong c6 lodging va khéng khang bénh phin tring. Tir 1500 ho,
khoang 20 ho t5t nhét dugc chon. S6 ligu ctia 20 dong tét nhét duoc thé hién trong
Bang 5. Trong lugng hat riéng r& (trong luong nhén) dugce céi thién theo huong: ULG
3.0: 41,8mg/hat véi trong lugng hat cao nhét 12 48,4mg/hat quan sét dugc d6i voi dong
P12072-2. Sy cai thién vé kich thu6c hat di kém véi chi s thu hoach gia ting, phép do
kha nang tao hat, trén 40% c6 chi s6 thu hoach cao nhét béng 46,5% duogc do & dong
P12124-1. Quan trong nhét 13 phan trim sang loc 2,8mm ciing tang tir 53,5% dbi véi
ULG3.0 dén trén 80% véi mirc cao 97,3% déi voi dong P12140-1.

-67-



34030

Mbt dong chon loc duge quy dinh boi su tao hat riéng 1€ dé tao ra cay ddng hop tir
vé ba alen v hiéu & Hor2-lys3a-Hor3 va dugc ky hiéu 1a ULG3.2. Thong s6 sang loc
2.8mm dbi véi ULG3.2 c6 gi4 tri nim trong khoang tir 80 dén 93% trong mot sd ban
sao khi dugc trdng trong rudng so véi 97% cua Sloop, 85% cua Hindmarsh, 96% cua
ciy Oxford kiéu dai, va 98% cta Maratime.

Trong lugng va dd day trung binh cta hat 1a: ULG2.0: 33,4mg, 2,4mm; ULG3.0:
41,8mg, 2,5mm; ULG3.2: 47,2mg, 2,8mm.

Bang 5. Viéc chon lgc thtr hai cia dong ULG 3.2 6.2012

S6 ID cua cay S(f) nhéanh| Chiéu dai Chi s6 thu | Khong c6 | Trong % sang loc
goc trung| bong trung hoach nhéanh goc |luong nhdn| 2,8mm
binh binh (cm)
P12072-2 84,7 8,3 39,0% 9 48,4 88,3
P12132-1 83,0 8,2 43,9% 5 47,5 92,7
P12048-1 75,0 7,0 39,4% 8 47,2 86,7
P12122-2 74,3 6,7 35,0% 5 47,2 96,5
P12049-1 70,0 6,3 38,7% 12 46,5 93,6
P12125-1 78,0 7,7 42,0% 10 46,2 95,3
P12140-1 105,7 9,0 32,4% 15 45,9 97,3
P12055-2 57,0 5,8 36,3% 5 45,7 91,9
P12088-2 72,7 6,3 42,6% 8 45,4 90,7
P12125-2 71,7 5,3 45,3% 8 45,0 95,0
P12043-2 86,7 9,0 29,5% 12 44,7 85,4
P12050-1 64,3 6,0 36,5% 4 444 93,6
P12148-1 93,3 7,3 35,0% 14 442 90,0
P12149-1 103,3 8,0 34,7% 15 44.0 91,2
P12124-1 79,3 7,3 46,5% 8 43,7 96,8
P12152-2 98,3 9,0 34,8% 9 43,5 91,5
P12049-3 76,3 6,3 40,0% 7 432 92,4
P12100-2 79,3 6,3 46,5% 15 43,2 88,3
P12126-1 73,0 6,0 37,0% 10 43,1 98,0
P12122-1 64,7 6,0 45,4% 5 42,8 90,8
P12048-2 65,0 5,7 41,8% 4 42,5 93,9
P12148-2 90,3 6,3 33,3% 7 42,5 94,9
P12159-2 82,7 7,7 33,6% 12 42,4 83,5
P12139-1 113,7 8,3 33,9% 8 42,2 88,1
P12159-1 96,3 8,8 31,9% 14 41,7 94,1
P12139-2 89,3 7,7 34,4% 5 41,3 96,8
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S6 ID cua cay Scf) nhanh| Chiéu dai Chi s thu | Khong c6 | Trong % sang loc
goc trung| bong trung hoach nhéanh gbc |lwong nhan| 2,8mm
binh binh (cm)
P12064-2 82,3 7,2 40,8% 11 41,2 92,4
P12120-2 75,0 6,8 39,6% 18 41,0 84,0
Tiéu chuén >4 <10 >35% 5>20 > 40 >80%
lwa chon
Vidu9

Do ham luong hordein trong thé dét bién lia mach khéng chita ba hordein

Xéc dinh him lugng hordein cia bot ULG3.0 bang phd phdi theo ddi da phan tmg
(MRM MS: Multiple Reaction Monitoring Mass Spectrometry)

Pé do ham lugng hordein mot cach chinh xéc, thir nghiém MRM MS duoc st
dung nhu sau. Hat hodc ntra hat dugc xay dé tao ra bot dudi dang bot nguyén cam, c6
thanh phan tuong tu nhu toan bd hat. Polypeptit prolamin tir 20mg mAu bot dugc chiét
bang cach sit dung 200pl dung dich bao gdm isopropanol 55% (thé tich) va
dithiothreitol (DTT) 2% (trong luong/thé tich). Phin phan wéc cla dich chiét, twong
duong v6i Smg bot, dugc tao dém béng ure 8M trong Tris-HCI 0,1M, pH=8,5, béng
céch ly tAm ba 1an, biang cach sit dung bo loc cit trong lwgng phan tir 10kDa. Xystein
trong polypeptit dugc alkyl hoa bing cach bd sung 100pl iodoaxetamit 50mM va 1
trong 1 gid & nhiét d trong phong. Dung dich dém dugc chuyén thanh 100ul amoni
bicacbonat 50mM, pH=8,5, va polypeptit dugc cit bang 10pul (20pug) trypsin trong 18
gio & 37°C. Peptit duoc thu hdi bang cach loc qua bd loc 10kDa, lam kho va hoan
nguyén trong 30pl of 1% (thé tich) axit formic. Peptit dugc tach bang phuong phap sdc
ky 16ng trén thiét bi Shimadzu Nexera HPLC, st dung cdt Phenomemenex (Kinetex,
1,7um, C18, 100 x 2,1mm) c6 gradien tir 5% B dén 40% B trong 10 phut ¢ toc do dong
0,4ml/phit. Dung méi A 1a dung dich axit formic 0,1% (thé tich) trong nuéc, dung moi
B 13 axetonitril 90% (thé tich) chtra 0,1% (thé tich) axit formic. Nuéc gidi hip HPLC
duge dua tryc tiép vao phd ké khéi lugng va phép phan tich MRM dugc thuc hién trén
phd ké khdi lugng 4000 QTRAP c6 dich peptit trypsin c6 ngudn gbc hordein. S lidu
dugc phén tich bing cich st dung phdn mém v1.5 va phin mém MultiQuant v2.0.2
(tich phan dién tich dinh).

Fig.5 thé hién s lidu thu dwgc tir B-hordein, C-hordein, D-hordein, gama- 3-
hordein (G3) va gama-1-hordein (G1) da chon. Fig.5 thé hién dién tich dinh trung binh
dbi voi mdi phép chuyén tiép MRM peptit dugce binh thudng hoa dén ham luong c6
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trong Sloop (100%), dbi v&i bén 1an tiém lap lai tir mdi nira hat thu dugc tir lta mach
dbi ching (kiéu dai, cv Sloop), dong khong chira mdt hordein: Rise 56, Rise 1508 va
dong khong chira D-hordein dugce tao ra tir Ethiopia R118, dong ULG2.0 khong chira
hai hordein va dong T2-4-8 va T2-6-A5 khong chira hai hordein (vong tron).

Mot peptit dAu tién duge chon dé mo ta mdi ho hordein, do 1a: dbi voi B- hordein:
TLPTMCSVNVPLYR (SEQ ID NO: 48); d6i véi  D-hordein:
DVSPECRPVALSQVVR (SEQ ID NO: 49); d6i véi C-hordein:

LPQKPFPVQQPF (SEQ ID NO: 50); d6i véi  G3-hordein;
QQCCQQLANINEQSR (SEQ ID NO: 50) va d6i v6i  Gl-hordein:
CTAIDSIVHAIFMQQGR (SEQ ID NO: 51). C4c peptit nay xuét hién thudong xuyén va
0 muc du thira tuong d6i cao & lua mach kiéu dai, va dugc chon dua trén co s¢ nay.

D3 nhan thdy ring hat ULG3.0 khong chira ba hordein thu duoc tir dong T2-4-8
va dong T2-6-A5 khong chira ba hordein thir hai khong c6 ham lugng c6 thé phat hién
dugc cua B-, C-, D-, hodc, ngac nhién nhét 13, gama-1-hordein. D¢ 13, duéi 1% ham
luong dugc quan sat lién quan dén kiéu dai. Theo cach twong tu, gama-2-hordein khong
duoc phat hién trong hat ULG3.0. Gama-3-hordein (vong tron) c6 mit v6i ham lugng
twong dbi thip khoang 20% so v6i ham lugng ciia G3 trong Sloop. Gama-3 hordein la
hordein ¢6 mit v6i ham lwong thdp; ham lugng gama-3 hordein cua Sloop thap hon
nhidu 1% ctia tdng ham luong hordein. Hat khong chira mot hordein va khong chira hai
hordein khong tich lity hordein thich hop, vi du Ris@56 va ULG2.0 khong tich Ity B-
hordein nhw mong mudn, va Ris@1508 va ULG2.0 khong tich lity C-hordein nhur mong
mudn. Hat Khéng chira D-hordein biéu hién ham lugng kiéu dai cua B- va C-hordein
nhung khong tich liiy D-hordein.

Khi phép phan tich dugc 1dp lai bang cach sir dung mdt vai trinh ty peptit khac, cu
thé 13 peptit D-hordein AQQLAAQLPAMCR (SEQ ID NO: 85) c6 mit trong protein
D-hordein kiéu dai huéng vé dau cudi C, ngay sau vi tri ctia codon két thic trong thé
d6t bién B-hordein, nhan dugc cac két qua trong tw (Fig.6). Protein A kiéu avenin cling
khdng cé mit trong bot.

R rang rang hat thu dugc tir dong hordein khong chira ba hordein T2-4-8 va T2-
6-A5 khong chira ham lugng cé thé phat hién dugc cua B-, C-, D-hordein va gama-1
hordein (P17990) va gama-2 da chon. Viéc quan sat thiy gama-1 hordein va gama-2 1a

khong mong doi nhat d6i véi cac tac gia sang ché, vi cac dong dot bien khong chira ba
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hordein khong dugc biét dén 1a ¢6 chira dot bién bit ky ma c6 thé 1am bat hoat hoan
toan gen tuong Ung.

Huong hordein thép cta hat ULG3.0 nhu dugc xé4c dinh béng MRM dug xac nhén
bang phuong phap dién di gel hai chiéu nhu sau. 50pg protein tan trong ruou tir dich
chiét ctia bot tir mdi dong hordein null T2-4-8 va T2-6-A5 ciing nhu lia mach ddi
chémg cv Rise 56, mdi hdn hop dugc pha thém 1pg chudn polypeptit mbc BSA, chét tic
ché trypsin dau nanh va myoglobin ngya dwgc nhuém bang Coomassie G250 dang keo
0,006% (trong lwong/thé tich) theo Tanner et al. (2013) va so véi protein chuén 20, 30,
40, 50, 60, 80, va kDa (M; Benchmark Protein Ladder, Invitrogen). Cac vét duoc cit ra
khéi gel 2D va céc protein sau tlir Risg 56 d6i chimg dugc xac dinh bing phuong phép
phd khéi peptit tripsin: C-hordein, gama-2-hordein (y2), gama-3-hordein (y3) va gama-
1- hordein (y1), vi tri phong doén clia gama-1-, gama-2, va gama-3-hordein trong gel tir
hat ULG3.0 duogc x4c dinh bang céch so sanh véi gel Riso 56. Chi gama- 3-hordein
dugc quan sat thiy & bot ULG3.0, ba polypeptit khac khéng phat hién dugc. Nong 4o
gama-3 hordein ctia mdi vét dugc do bang ba phuong phap: 1) Duéi dang phén trim
clia tt ca cac thé tich vét tir 50pg protein: ham lugng trung binh cuia y3 trong ULG3.0
bang 13,5+1,6ppm; 2) Lién quan dén cudng do vét ciia 1pg BSA: ham lugng y3 trung
binh trong ULG3.0 1a 10,9+1,3ppm; 3) tuong d6i véi thé tich vét (cudong dd x dién tich)
ctia 1pg BSA: ham lugng y3 trung binh ciia ULG3.0 la 3,4+0,4 1 ppm.

Ham lwong hordein thip trong hat ULG3.0 nhu dugc xac dinh bang MRM dugc
xé4c nhén tiép bang phwong phap ELISA nhu sau. 20mg mau bodt nguyén cam hodc nta
hat chira ni nhii dugc nghién va rira ba 1an trong 0,5ml nuée MilliQ bang cach léc &
tbc @6 30/gidy trong 3 x 30gidy trong may nghién rung 96 16 (Retsch Gmbh,
Rheinische) va ly tdm & tbc d6 14000 vong/phit trong 5 phut. Prolamin trong bdt dugce
chiét tich vao dung dich ruou chira 0,5ml isopropanol 50% (thé tich)/DTT 1% (trong
luong/thd tich), déi v6i cac dong ddi chimg Sloop, Rise36, Rise1508, va dbi voi
ULG2.0, dong khong chita ba hordein T1, T2, va T3, va thé hé con truyén tir hat riéng
r& tir T2-4-8 va T2-6-A5. Nong dd protein dugc xac dinh theo Bradford (1976) va 40ng
(1900ng dbi vai hat khong chira ba hordein) protein tan trong rugu duge pha loang
bing dung dich chita chét lam lodng hé ELISA véi luong du khong d6i cua H,0,
0,2mM dugc thém vao dé t6i DTT bat ky con lai tir phén chiét ban dau. Dung dich

protein dd dugc lam lodng dugc cho vao cac 16 trén dia ELISA

-71-



34030

(ELISASystem, Windsor, Queensland, AUSTRALIA), rira va phat trién & 37°C trong 15
phut theo huéng dan cta nha san xuét. Luong hordein trong dich chiét dbi ching dugc
lam cén bang véi chudn 0-50ng cta toan bd hordein trong Sloop. Ham lugng hordein
cua triple- null dugc lam cén bang véi chuén 0-5ng ciia toan bd hordein trong ULG2.0.
Hordein trong Sloop va ULG2.0 duoc chuin bi nhu dugc mo ta bsi Tanner et al.
(2010).

Bang phuong phip ELISA, tbng ham lugng hordein cia mau bot double- null 12
2,9% tuong dbi vai cv Sloop kiéu dai, trong d6 ham lugng hordein con lai cua hai dong
khong chira ba hordein da chon, T2-4-8 va T2-6-A5 1a 3,9 va 1,5ug/g (phn triéu, ppm;
Bang 6) ca hai déu thip hon dang ké muc FSANZ hop 1€ 12 20ppm db6i v6i gluten trong
thuc phdm khong chira gluten va thip hon khoang 15000 l4n trong hat cv Sloop kiéu
dai.

Xdc dinh ham lwong hordein cua bia ULG3.0 bang phd khéi MRM

Ham lugng hordein cia bia dugc ndu tir hat lda mach ULG3.0 dugc do b%mg
phuong phdp MRM MS, phat hién céc trinh tw peptit déc hifu, bing cach s dung
phuong phap nhw duge md ta trong céc vi du 3 va 4 ¢6 mot vai thay doi. SO liéu duge
thé hién trén Fig.7. Thit nghiém cho thiy khong c6 protein A kiéu avenin, B1- va B3-
hordein, D-hordein va ham lugong gama-1-hordein va gama-3-hordein déu giam, trong
d6 khong phat hién nhiéu nén trong phd khdi (Fig.7). Thir nghiém nay ciing cho thdy su
véng mit cia C-hordein.

Béang 6. Tom tit ham lugng hordein cia cic dong khong chira mot, hai va ba

hordein

Dong mg Hordein/gm b{t % Sloop

Sloop 56,6 3,3 100%

Rise56 333+1,1 58,8%

Risg1508 4,9+0,26 8,7%

ULG2.0 1,67 0,07 2,9%
T2-4-8 (ULG3.0) 0,0039 +£0,0017 0,007%
T2-6-A5 0,0015 £ 0,0004 0,0027%

Xdc dinh ham lwong hordein cia bgt ULG3.1 va ULG3.2 bang phwong phdp MRM MS
Ham luong hordein clia bot xay tir hat thu duge tir cac dong ULG3.1 va 10 dong
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canh tranh d6i v6i ULG3.2 dugc xéac dinh bang phuong phdp MRM MS nhu duge mod
ta d6i v6i hat ULG3.0. Ntra hat duge xay thanh bdt va protein prolamin tir 20mg bdt (n
= 4 ban sao) dwoc chiét tach, alkyl héa, c4t trypsin va phén tich bing phuong phap
MRM MS nhu dugc mo ta trén day. S6 liéu duoc veé trén Fig.8, thé hién dién tich dinh
trung binh d8i véi mdi peptit (tbng ctia ba chuyén tiép MRM) tur mdi ntra hat ctia
ULG3.1 va cac dong xuét phat tir cdc dong lai cha me kép ky higu 1a 043-2 — 148-2.
Chung dugc v& so sanh véi lia mach d6i chimg (cay tréng Sloop, Baudin, Commander
va Hindmarsh kiéu dai) va dong khong chtta ba hordein T2-4-8. Dién tich dinh dugc
thé hién dbi véi peptit dAu tién duoc chon, dai dién cuia mbi ho hordein, S6 ding ky
Uniprot va trinh ty axit amin la nhu sau:

A-F2EGD5_QQCCQPLAQISEQAR (SEQ ID NO: 52; tr F2EGDS, ¢ gilta
protein A kiéu avenin) |

B1-Q40020 VFLQQQCSPVR (SEQ ID NO: 53; gln voi du tan cing N cta B1-
hordein)

B3-Q4G3S1_VFLQQQCSPVPMPQR (SEQ ID NO: 54)

C-Q40055_QLNPSHQELQSPQQPFLK (SEQ ID NO: 55; gin v6i dau tan cling
N ctia C-hordein)

D-Q84LE9 ELQESSLEACR (SEQ ID NO: 56; tir Q84LE9, trudc codon két thuc
6 Y150)

G1-P17990 APFVGVVTGVGGQ (SEQ ID NO: 57; tir P17990, peptit dau tan
cung C), va

G3-P80198_ QQCCQQLANINEQSR (SEQ ID NO: 58; tir P80198, ¢ giita y3-
hordein).

Ham lugng D-hordein trong hat lai chéo hai cha me thé hién trén Fig.8 1a twong ty
v6i ham lugng D-hordein trong hat thu duge tir ULG2.0 va dong hordein khong chira
ba hordein T2-4-8 va T2-6-AS5, gén bang 0, xac nhan sy quan st boi 2D PAGE réng D-
hordein khong duge phét hién trong hat tir dong T2-4-8 va T2-6- AS. Ham lugng cua
gama-1-hordein trong c4c hat lai chéo hai cha me nay ciing twong tw v6i ham luong cua
gama-1-hordein trong ULG2.0 va dong hordein khong chita ba hordein T2-4-8 va T2-6-
A5. Mot s6 dong ULG3.2 ¢6 mirc ham lugng peptit APFVGVVTGVGGQ (SEQ ID
NO: 59) gin bing 0. Gama-1-hordein khong dugc phét hién béi 2D PAGE trong dong
T2-4-8 va T2-6-A5. Ham luong gama-3-hordein trong hat lai chéo hai cha me cling
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tuong tu v6i ham lugng cia gama-3-hordein trong ULG2.0 va cac dong hordein khong
chira ba hordein ngoai trir 6i v6i dong 124,1 (ULG3.2) trong d6 ham luong nay la rit
thip. Gama-3-hordein cling dugc phat hién & ham huong giam bdi 2D PAGE trong
dong T2-4-8 va T2-6-A5.

Tha vi 1a, tac dung hi€p déng duoc nhan théy trong cac dot bién Hor2 va lys3a cb
ham lugng D-hordein giam trong ULG2.0 nguoc lai khong xay ra dbi voi dot bién Hor3
(D-hordein). Theo céch tuwong tu, sw c6 mit clia ca ba dot bién (Hor2-lys3a-Hor3) c6
tac dung hiép ddng khi gidm sy tich ty cla gama-1- va gama-2-hordein nhu duoc xéc
dinh bang peptit néu trén.

Vidul0
Tao cdc thé dot bién liia mach khéng vo khéng chira ba hordein

Hat Ita mach d& lya chon ULG3.0, ULG3.1 va ULG3.2 déu ¢6 vé trdu, c6 lgi cho
nganh cdng nghiép rugu bia dudi dang vo trdu kho da ding rdi tao ra dém loc trong céc
giai doan cudi cliing cta budce loc hém rugu (loc). Tuy nhién, vo hat lua mach ¢6 mdt sb
luong 16n cac manh nhon silic dioxit nhé va do d6 vo trdu can duoc loai b bang cach
xay nho trudce khi st dung. Mot phuong phéap khac 1a d8 tao ra hat khong vo bang cic
phuong phép di truyén. Do d6, cdy ULG3.0 dugc lai voi cac cdy cua gidng Ita mach
khong vo duoc ky hiéu 1a Barleymax II (WO2011/011833) va thé dot bién khong vo, B-
. C-, D-hordein khong chira ba hordein (Hor2-lys3a-Hor3) da chon ma 1a kiéu dai vé
gen SS1la.

Mot s6 chon loc F6 khong chtra ba hordein khong vé (vi du A7_1) chia dudi
hordein véi lugng téng cong bang nhé hon 0,1ppm trong bdt sau khi ba l4n 1am giam
hat don.

Vidull
Gay dot bién lia mach

pé phén 13p céc thé bién di trong céc gen dd chon ¢ lua mach, viéc gly dot
bién bing phetylmetansulfonat (EMS) dugc thuc hién nhu duge md td boi Caldwell
(2004). Theo cach khac, 45000 (1,5kg) hat ULG3.0 dugc gy dot bién nhu sau: hat
dugc ngdm trong 2,51 nude cat trong 4 gio & nhi€t do trong phong trong diéu kién
thoang khi. Nudc dugc thay mdi gid trong qué trinh ngdm. Sau d6, hat dugc U trong
2,51 EMS 30mM vira dugc didu ché trong dung dich dém phosphat 0,1M (pH=7) trong

16 gio ¢ nhiét do trong phong trong diéu kién thoang khi. Sau d6, hat dugc rira bang
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2,51 dung dich natri thiosulfat 100mM trong 10 phit & nhiét d§ trong phong. Viée rira
bang thiosulfat dwgc 13p lai, va sau d6 hat duoc rira k¥ bang 2 x 21 nudc ct trong 30
phtt & nhiét do trong phong trong diéu kién thoang khi. Hat dugc 1am kho trong khong
khi qua dém trén gidy loc thim hit trong dong khong khi di chuyén, truéc khi trong
trén rudng vao ngay hom sau. Mot lugng 16n hat M2 dugc thu hoach, gop lai va phan
tich thé dot bién. TAn suét dot bién sau viéc xt 1y nhur vy khoang 1 thé dot bién trong
gen dang quan tAm mdi 1000 hat. Hat dugc sang loc su thiéu biéu hién cta gama-3
hordein bang k¥ thuét lai diém (dot blot) trén nira hat bang cach str dung khang thé don
dong dic hiéu gama-3 hordein, va 40 hat tao ra tin hiu am dugc xac dinh tr vai chuc
nghin hat M2. Viéc thiéu gama-3 hordein trong céc hat nay dugc xac nhan bang phép
thAm tach Western bang cach st dung khang thé don dong, va bing phd ké khdi luong
d6i véi peptit ddc hidu (SEQ ID NO:58). Nira hat chira phoi tir mdi hat 4m tinh dugc dat
trong méi truong dé cho phép nay mam. Phdi trong hiu hét ntra hat khong nay mam
nhung vai hat lai nay mim.
Vidul2
Tao bia tir ltia mach ¢6 ham leong hordein thdp

Cac thtr nghiém niu bia dugc thuc hién bing cach sit dung mach nha dugc tao ra
tir hat ULG2.0 bang cac phwong phap chuin, va so sénh vé6i lua mach d6i chung kiéu
dai cv. Gairdner. Gairdner Ia giéng ltia mach ban lun 2- row chin tir s6m dén mudn co
hiéu suit cao moc rong rai khip cac ving trdng ngii cbc & Australia. Gidng laa mach
nay tao ra kich thudc hat tbt trong céc diéu kién thuan loi, tao ra mirc chiét, kha nang
1én men va cudng do men diastaza trung binh, va do d6 la “tiéu chudn” cong nghiép
nén 1a Iy tuong dé duge sir dung 1am d6i chimg trong céc thir nghiém dénh gié quy trinh
niu bia. Mach nha dugc tao ra tir ULG2.0 ¢6 ham lugng Am b'fmg 5,7% cao hon mdt
chat so v6i mach nha Gairdner (5,0%) va hinh thtic khéc biét dang ké v6i mach nha
Gairdner, trong d6 hat duong nhu co vét 16m va kho. Cudng d¢d men diastaza (DP:
Diastatic Power) cia mach nha ULG2.0 1a 54WK, thip hon nhidu so véi DP cua
Gairdner & 299WK. Lta mach d3 duoc mach nha héa thuong c6 DP b%mg it nhét
250KW. Tuy nhién, mach nha ULG2.0 1a 4m tinh d6i vé6i tinh bot sau thoi gian ngdm
20 phat va dat duoc két qua LG bing 1,7° Plato.

Mach nha dugc xay bang hai 14n di may xay 2 truc lin va dat dugc do nit hat hop
Iy. Mach nha s& phi hgp nht dbi v6i viéc xay phirc tap hon trong may xay 6 truc lan
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do hinh thai hoc hat cua n6. Theo cach khac, may xay kidu baa phdi hop véi may loc
khéi nghién c6 thé dugce st dung, hon 13 thung loc dich qua dé tach hém rugu. San
phim d4 xay dugc nghién bing cic phuong phép chuén & nhiét do ban dau bang 65°C
trong 20 phut, sau d6 74°C trong 5 phit, cung v&i viée bd sung dung dich ray du. Noi
chung, hinh thai hoc khd ctia mach nha ULG2.0 lam cho n6 khé xay va nghién mot
cach thda dang so v6i mach nha thong thuong. Sau do, san phim d3 dugc nghién duoc
loc dich qua, tai do 14n nita hinh thai hoc kho ctia ULG2.0 lai gdy kho6 khin. Dém loc
dich qua rdi ra cing v6i trong qué trinh nén dong chay ra can phai ding lai va dém loc
dich qua dugc cio lai. Mot lugng dich chiét tiém ning déng ké bi mét di trong qué trinh
loc dich qua do qu4 trinh xay khong c6 hiéu qua, dat dugc toan bd trong ndi dun gid tri
bang 10,96° va 11,12° Plato trong khi muyc dich la dat dugc 14° Plato. 6 pH, mau EBC
va mc beta-glucan 1a chép nhén duge. Nhugce diém cua qua trinh xay ciing c6 nghia 1a
khong hinh thanh hi¢u qua dém trAu dé c6 tac dung nhu 1a moi truong loc, lam gidm
luong dich chiét mong mudn. PO trong ctia dong chay ra ban dAu rt mo, do sy hinh
thanh dém loc kém, mic du do trong cua hém rugu dugce cai thién & mirc chép nhén
duoc khi dong chay ra dat 301.

Heém ruou tao ra dwoc 1én men bing chiing ndm men Saccharomyces uvarum A &
18,5°C trong 120 gid. Profil 1én men 1a binh thudng, khdng c¢6 pha két ta phat trién &
giai doan bét dau 1én men, mic du diaxetyl v6i ham luong déng ké con lai ngay ca sau
khi pha nghi diaxetyl khai trién duoc tao ra sau khi két thuc sw 1én men. Pha nghi
diaxetyl 1a pha ma tai d6 bia dugc aé & nhiét dd 1én men cao hon trudce khi 1am lanh bia
dén 0°C d& cho phép nim men tai hép thu va chuyén hoéa diaxetyl. Thong thuong, 24
gid & cudi qua trinh 1én men 1a thoi gian can thiét @ cho phép nim men dé pha v& san
phdm nay. Didu nay khong x&y ra v6i ca hai qua trinh néu bia thir nghiém trén ULG2.0.
Dich chiét hoa bia ddng phan héa dugc thém vao & ham luong 30mg/l va nuéce céi duge
lam trong bing cach bd sung Silica Hydrogel. Bia sang mau thanh phim c6 d6 én dinh
vit Iy thip hon mé bia dbi chimg. Sw m& duc trong qua trinh 1am lanh ban dau dugc
cho 14 cao va su mo duc trong qua trinh lam lanh cudng buc 1a nidm ngoai sy mo ta binh
thudong. Tuy nhién, sy mo dyc trong qué trinh lam lanh khong tao ra hat.

Bia thanh phidm duoc phan tich nhan cam béi mdt ban danh gid cia ngudi néu bia
da qua dao tao, va mic du c6 khac kho khin trong qua trinh xay va loc dich qua, nhung

ngac nhién 13 nhan dugc cac két qua tét lién quan dén qué trinh nu bia tir mach nha.
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DMS (dimetyl sulfua) 1a huong vi chiém wu thé; tuy nhién diéu nay khong dugc nhin
nhan 12 vin @& khé chiu. Sw c6 mit ciia DMS thudng duoc cho 1a 16i huong vi & bia cla
Uc nhung thuong duge chép nhin & chau Au, cu thé 12 bia Prc. Nhan xét cia ngudi
nu bia 1 bia ULG2.0 khong qua khac véi bia dbi chimg va bia nay 1a mot loai bia rét
tbt, va goi nhé dén bia Durc. Bia tao ra khdng c6 huong vi kiéu “hat” hogc “ngii cbe” va
khong bi chat v6i bia ULG2.0 nhu thudng nhan théy & bia thwong mai dugc ban trén thi
truong v6i ghi chi “Khong chira gluten”. Toan bd profil huong vi 1a chép nhan dugc va
hop ly.

Bia duoc san xuét tir hat lia mach ULG3.0 bing phuong phép twong tw nhu di
véi ULG2.0, va dugc san xuét tir hat laa mach ULG3.2. Qua trinh mach nha héa cla
hat ULG3.0 dugc cai thién so voi hat ULG3.0, chu yéu do budc xay dugc cai thién do
hat d& khé hon. Bia dugc san xuét tir ULG3.0 c6 chét lwong tét v6i huong vi chip nhan
duogc va hop ly. Hinh théi hoc cta hat dugc cai thién (kich thudc va hinh dang) cia hat
tir dong ULG3.2 lam cho buédc xay va loc dich qua trd nén dé dang hon trong qua trinh
néu bia, tao ra bia c6 hang luong hordein tdng cong nhé hon 1ppm.

Vidul3

San xudt thire phdm bang cdch sie dung lia mach ULG

Hai 6 banh mi nho (10g) dugc nudng bang cach st dung dong lua mach ULG3.0
va ULG3.2. Cac 6 banh mi nho ndy dugc nuéng cho muc dich thir nghiém, nhung
phuong phép nay c6 thé d& dang dugc ting thanh cac lugng thuong mai. Mot 6 banh mi
dugc 1am tir 100% bot lda mach ULG lam thanh phén bot, da dugc xay nhu dugc mo ta
trén day, trong ltic 46 & banh mi thi hai dugc lam tir hdn hop bt bao gdm 30% bot va
70% bot khong gluten dugce ban trén thi truong nhu bot gao lam thanh phﬁn bot. Bot
(13,02g) va céc thanh phin khéc dugc tron thanh khéi bot nhao dé nuéng banh, dé dat
thoi gian phat trién khéi bot nhao dat t6i dinh cao nhét & gia tri 35-g mixograph. Cong
thirc pha ché duge st dung, dua trén 13,02g bt trong mdi trudng hop 1a: bot 100%,
mudi 2%, ndm men khd 1,5%, déu thyuc vat 2%, va chét phu gia 1,5%. Luong nude bd
sung dua trén gia tri hp thu nuéc vi nhanh Z dugce diéu chinh cho cong thic diy du.
Viéc tao khuodn va cho vao khudn duge thyc hién theo cac budce n6 hai giai doan & 40°C
va d6 4m phong bing 85%. Budc nuéng duge thuc hién trong 16 Rotel trong 14 phut &
190°C.

Banh mi chta ham luong gluten dudi 20ppm va thich hop cho nguoi méc bénh
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CD st dung.

Chuyén gia trong linh vyc rang hiéu dugc ring c6 thé thyc hién nhiéu thay dbi
va/hoic bién ddi dbi véi sang ché nhu dugc trinh bay trong cac phuong an cu thé ma
khong ra khdi tinh than hodc pham vi cla sdng ché nhu dugc m6 td mot cach rong rai.
Céc phuong an nay, do d6, dugc xem xé€t trong tt ca cac khia canh nhu 13 sy minh hoa
va khong lam giéi han sang ché.

T4t ca cac cong bd dugc thao luan va/hodc tham khdo & ddy dugc dua tron ven
vao day.

BAt ky thio ludn v& c4c tai lidu, hanh dong, nguyén liéu, thiét bi, cic bai bdo hogc
twong ty ma dugc bao gbm trong bin mo t& nay chi duy nhit cho muc dich cung cép
mét nglt canh cho sang ché. N6 khéng duge dung nhu mot sy thira nhan ring bét ky
hodc tAt ¢4 céc van dé trong céc vén d& nay tao thanh mot phan co s& uu tién trong linh
vuc hoic 13 kién thirc chung thong thudng trong linh vuc k§ thuat li€n quan dén sang
ché khi né tdn tai trudc ngay uu tién cia yéu cAu bao ho cta don yéu ciu cip patent
nay.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép san xuét thanh phéan thuc phim hoic thuc phim, trong d6 phuong
phap nay bao gdm céc bude (i) xt ly hat lua mach chira hordein v6i ham luong nhd
hon hodc b%mg 50ppm dé tao ra bot hodc bdt nguyén cam, va‘hodc (ii) trdn hat lua
mach, hoic bdt hodc bot nguyén cadm tao ra tir hat néu trén, v6i it nhit mot thanh phﬁn
thuce phém khéc, trong d6 hat laa mach, bt hodc bt nguyén cam chira hordein véi
ham Iuwgng nho hon hodc bing 50ppm, bang cch d6 tao ra thanh phén thuc phim hoic
thye pham.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hat, bot hodc bot nguyén cam chira hordein voi
ham luong nhé hon hodc bang khoang 20ppm, nhé hon hogc bing khoang 10ppm, nhd
hon hoic bing khoang Sppm, nam trong khoang tir 0,05ppm dén 50ppm, hoic tir
0,05ppm dén 20ppm, tr 0,05ppm dén 10ppm, tir 0,05ppm dén 5ppm, tir 0,1 ppm dén
5ppm, khoang 3,9ppm, ho#c khoang 1,5ppm.

3. Phuong phép theo didm 1 hodc diém 2, trong d6 trong lugng trung binh cuia hat
bing it nht khoang 35mg, béng it nhit khoang 39mg, béng it nhit khoang 41mg, bing
it nhat khoang 47mg, nim trong khoang tr 35mg dén 60mg, tir 40mg dén 60mg, tir
45mg dén 60mg, khoang 39,Img, khoang 41,8mg hodc khoang 47,2mg.

4. Phuong phap theo diém bit ky trong sb cic diém tir 1 dén 3, trong d6 it nhit
khoang 80%, it nhét khoang 90%, it nhit khoang 95%, nim trong khoang tir 80% dén
98%, hodc tur 80% dén 93%, hat khong di qua riy c6 kich thude mét ludi 2,8mm.

5. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac didm tr 1 dén 4, trong d6 hat c6 ngudn
gbe tir cdy ¢6 chi s6 thu hoach bing it nht 40%, ndm trong khoang tir 40% dén 60%,
tir 40% dén 55%, hodc tir 40% dén 50%.

6. Phuong phap theo diém bét ky trong s cac didm tir 1 dén 5, trong d6 hat c6 ty sd
d6 dai/dd day nho hon khoang 5, nho hon khoang 4, nhé hon khoang 3,8, nim trong
khoang tir 2 dén 5, hoic tir 2,5 dén 3,8.

7. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cc diém tir 1 dén 6, trong d6 bdt hodc bot
nguyén cam dugc tao ra tir hat chira hordein v6i ham lugng nho hon hodc bﬁng khoang
10ppm, nhd hon hodc bang khoang Sppm, nim trong khoang tr 0,05ppm dén 10ppm,
hodc tir 0,05ppm dén 5ppm, khodng 3,9ppm, hodc khoang 1,5ppm.
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8. Phuong phép theo diém bAt k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 hat, bot hodc
bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén, c6 muc kiéu dai nhd hon khoang 10%, nhé hon
khoang 5% hodc nh6 hon khoang 2%, hodc khong chira mot hodc nhiéu hon mdt hodc

toan bd cac hordein sau:
i) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:53,
ii) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:54,
iii) C-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:55, va
iv) D-hordein chira trinh ty axit amin dugc dwa ra dudi dang SEQ ID NO:56,
trong d6 mbi mirc nhd hon khoang 10%, nho hon khodng 5% hodc nho hon khoang

2% 13 so vé6i hat lua mach kiéu dai, bot hodc bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén, cla

giéng lta mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander.
9. Phuong phdp theo didm 8, trong d6 B-hordein 1a it nhat B1-hordein va B3-hordein.

10. Phuong phap theo didm 8 hodc diém 9, trong d6 hat, bot hodc bot nguyén cam tao
ra tir hat néu trén, con c6 mirc kiéu dai nhé hon khoang 10%, nho hon khoang 5%

ho#c nho hon khoang 2%, hodc khong chira:

i) y-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dwa ra dudi dang SEQ ID NO:57,
va/hoac

ii) protein A kiéu avenin chtra trinh tu axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID
NO:52,

trong d6 mbi mirc nho hon khoang 10%, nho hon khoang 5% hodc nhd hon khoang
2% 14 so v6i hat lua mach kiéu dai, bot hogic bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén, cua

giéng lua mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander.

11. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dn 10, trong d6 hat 12 dong
hop tur vé alen cua locus Hor2, tai d6 hau hét hodc toan bd gen ma hoa B-hordein da
duoc loai bo, hoic trong d6 bot hodc bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén chia ADN
mang alen ctia locus Hor2, tai d6 hau hét hoic toan bd gen ma hoa B-hordein da dugc

loai bé.

12. Phuong phép theo diém bét ky trong sé céc diém tir 1 dén 11, trong d6 hat a dong

hgp tr v& alen vo hiéu cia gen ma hoa D-hordein tai locus Hor2, hogc trong d6 bot
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hoidc bot nguyén cam tao ra tir hat néu trén chira ADN mang alen v6 hi€u ciia gen ma
héa D-hordein, alen v0 hi€u nay t6t hon 1a chira codon két thuc, dot bién vi tri cat, dot
bién léch khung doc, doan xen, doan khuyét hodc ma hoéa D-hordein dd duoc cht ngén,

hodc, tai d6 hau hét hodic toan bo gen ma hoa D-hordein di dugc loai bo.

13. Phuong phéap theo diém 12, trong d6 D-hordein da dugc c4t ngén c6 codon két

thic nim & bd ba ma hoéa axit amin so 150.

14. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 hat 1a dong
hop tir v& alen & locus Lys2 cua cdy lda mach sinh ra hat khong chtra C-hordein, hodc
trong d6 bdt hodc bdt nguyén cam tao ra tlr hat néu trén chira ADN mang alen & locus
Lys3.

15. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 14, trong d6 hat, bot
hodc bot nguyén cam chira ham luwong hordein nhé hon hodc bang khoang 1%, nho
hon hodc béng khoang 0,01%, nho6 hon hodc béng khoang 0,007%, nho hon hodc b%mg
khoang 0,0027%, nim trong khoéang tir 0,001% dén 1%, tir 0,001% dén 0,01%, khoang
0,007%, hoic khoang 0,0027%, so véi hat thu dugc tir cdy lia mach kiéu dai tuong
mg hoic bdt hodc bot nguyén cam dugc tao ra theo cach tuong tu tir hat thu duogc tr
cdy lia mach kiéu dai twong tng.

16. Phuong phéap theo diém 15, trong d6 hat c6 ngudn gbc tir cay c6 hiéu suét hat
bing it nhét khoang 60%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 90%, tir 60% dén 100%,
tir 70% dén 100%, tir 80% dén 100%, khoang 60%, khoang 70%, khoang 80%, hodc
khoang 90% hiéu suét hat cta cy lia mach kiéu dai.

17. Phuong phéap theo diém 15 hodc diém 16, trong d6 trong lugng trung binh cla hat
bing it nht khoang 70%, it nhét khoang 80%, it nhdt khoang 90%, it nht khoang
95%, hodc khoang 100%, trong lugng hat cla cdy lia mach kiéu dai.

18. Phuong phéap theo diém bét ky trong sb céc diém tir 15 dén 17, trong d6 hat, bot
hoic bodt nguyén cam tao ra tir hat néu trén, chira mot hodc nhiéu hon mét hodc toan bd
cac hordein sau v6i lwgng nho hon hoic bing khodng 10%, nho hon hozc bing khoang
5%, nho hon hoic bing khoang 2%, nim trong khoang tir 0,1% dén 10%, hodc tir

0,1% dén 10%, khi so v6i cdy lua mach kiéu dai twong Gng:

i) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:53,

-84-



34030

ii) B-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra du6i dang SEQ ID NO:54,
iii) C-hordein chtta trinh tu axit amin dugc dua ra duti dang SEQ ID NO:55, va
iv) D-hordein chtta trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:56.

19. Phuong phép theo diém 18, trong d6 B-hordein 14 it nhat B1 va B3.

20. Phuong phép theo diém bét ky trong s céc diém tir 15 dén 19, trong d6 hat, bot
hodc bdt nguyén cam tao ra tir hat néu trén con chira cac protein sau v6i lwgng nho
hon hoic bing khoang 10%, nhd hon hoic bing khoang 5%, nhé hon hogc bang
khoang 1%, nim trong khoang tir 0,1% dén 10%, hogc tir 0,1% dén 10%, khi so v6i
cdy lia mach kiéu dai twong tmg:

i) y-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:57,

va/hodc
ii) protein A kidu avenin chta trinh tu axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ
ID NO:52.

21. Phuong phép theo didm bét ky trong sé cc diém tir 15 dén 20, trong d6 cdy laa
mach kiéu dai 12 Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander.
22. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 21, trong d6 ddc tinh
d6i voi duong rudt ciia bot dugce tao ra tir hat 1a nho hon khoéng 5%, hodc nh6 hon
khoang 1%, so v6i doc tinh dbi voi dudng rudt cia bdt dugc tao ra tr hat cua cdy lua
mach kiéu dai twong tng.
23. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 22, trong d6 trong lugng
hat trung binh it nhét cao ge"lp 1,05 14n, it nhét 1,1 14n hoic tir 1,05 dén 1,3 1an hat:

1) déng hop tr vé alen cua locus Hor2, tai d6 hau hét hodic toan bd gen ma hoa B-
hordein da duoc loai bo,

ii) déng hop tr vé alen & locus Lys3 cua cy lia mach sinh ra hat thiéu C-hordein,
va

iii) ddng hop tir v& alen kidu dai ciia D-hordein ma héa protein ¢6 chiéu dai ddy du.
24. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 23, trong d6 hat c6
nguc“m géc tir cdy c6 hi€u sut hat it nhét gép 1,20 14n, hoic it nhét gép 1,35 lan, hoic

ge"lp tir 1,2 dén 1,5 14n, hodc gép tir 1,2 dén 2,0 14n so véi hat thu dugce tir cay:
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i) ddng hop tir v& alen ctia locus Hor2, tai d6 hau hét hodc toan bd gen ma hoa B-

hordein da dugc loai bo,

ii) ddng hop tir vé alen & locus Lys3 cia cdy ltia mach sinh ra hat thiéu C-hordein,
va

iii) ddng hop tir v& alen kiéu dai cia D hordein ma hoa protein c6 chidu dai day
du.
25. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 24, trong d6 it nhét
khoang 50% hé gen cua hat lia mach gibng v6i hé gen clia gidng lia mach Sloop,

Hindmarsh, Oxford hoac Maratime.

26. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 25, trong d6 hat c6

ngudn gbc tir cay khong chuyén gen.

27. Phuong phap theo diém bét ky trong sb céc didm tr 1 dén 26, trong @6 hat c6

nguon goc tir cdy chuyén gen.

28. Phuong phép theo diém 27, trong d6 cdy chira gen chuyén ma héa polynucleotit

diéu hoa giam su tao ra cia it nhét mot hordein trong hat.

29. Phuwong phap theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 28 con bao gdm budc

tao ra bot hodc bt nguyén cam tir hat.

30. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tr 1 dén 29, trong d6 it nhét
khoang 50% hat nay mam trong 3 ngay sau khi ngam.

31. Phuong phap theo diém bat ky trong sb céc diém tr 1 dén 30, trong d6 thanh phan
thue pham 12 bot hodc tinh bét, hoc trong d6 thwe phim 12 banh mi ¢6 st dung bdt ndi
hodc khong st dung bot ndi, mi 6ng, mi soi, ngll cbe an sang, thuc phém dn nhe, banh

ngot, banh nudng hodc thuc pham chira nuéce s6t trén co s bot.

32. Phuong phép san xuét thanh phan d6 udng trén co sé mach nha hodc dd udng trén
co s& mach nha, trong d6 phuong phép ndy bao gdm céc bude (i) xt Iy hat lta mach
chtra hordein v4i ham luong nhé hon hodc b%lng 50ppm dé tao ra mach nha hodc hém
rugu, va/hodc (ii) tron hat laa mach, hodc mach nha hogc hém ruou tao ra tir hat néu
trén, v&i it nhat mot thanh phﬁn 0 uéng khéc, trong d6 hat lua mach, mach nha hodc
hém rugu chira hordein v4i ham lugng nho hon hodc béng 50ppm, bﬁng cach dé taora

thanh phan d6 udng trén co s¢ mach nha hodc d6 udng trén co sé mach nha.
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33. Phuong phép theo diém 32, trong d6 hat chia hordein véi ham luong nhé hon
hoic bing khoang 20ppm, nhé hon hodc bang khoang 10ppm, nho hon hodc bing
khoang 5ppm, nim trong khoang tir 0,05ppm dén 50ppm, hodc tir 0,05ppm dén
20ppm, tir 0,05ppm dén 10ppm, tir 0,05ppm dén 5ppm, tir 0,1 ppm dén 5ppm, khoang
3,9ppm, hoéc khoang 1,5ppm.

34. Phuong phép theo didm 32 hodc diém 33, trong d6 trong luong trung binh cla hat
bang it nhéat khoang 35mg, bing it nhit khoang 39mg, béng it nhat khoang 41mg, bing
it nhat khoang 47mg, nim trong khoang tir 35mg dén 60mg, tir 40mg dén 60mg, tir
45mg dén 60mg, khoang 39,lmg, khoang 41,8mg hodc khoang 47,2mg.
35. Phuong phép theo diém bt ky trong sb céc diém tir 32 dén 34, trong d6 it nhit
khoéng 80%, it nht khoang 90%, it nhét khoang 95%, nim trong khoang tir 80% dén
98%, hodc to 80% dén 93%, hat khong di qua ray c6 kich thude mét ludi 2,8mm.
36. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac diém tir 32 dén 35, trong d6 hat c6
ngudn gbc tir cdy c6 chi s6 thu hoach bang it nhét 40%, ndm trong khoang tir 40% dén
60%, tir 40% dén 55%, hodc tir 40% dén 50%.
37. Phuong phéap theo diém bt ky trong sb cac diém tir 32 dén 36, trong d6 hat c6 ty
s6 d6 dai/do day nho hon khoang 5, nh6 hon khoang 4, nh6 hon khoang 3,8, nim trong
khoang tir 2 dn 5, hoic tir 2,5 dén 3,8.
38. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 32 dén 37, trong d6 mach nha
hoiic hém rugu dugc tao ra tir hat chita hordein véi ham lugng nhé hon khoang
50ppm, hodc nhé hon khoang 20ppm.
39. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 32 dén 38, trong do hat, hodc
mach nha hodc hém rugu tao ra tir hat néu trén, c6 murc kiéu dai nho hon khoang 10%,
nho hon khoang 5% hodc nhé hon khoang 2%, hodc khong chira mot hodc nhiéu hon
mot hodc toan bd cac hordein sau:

i) B-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:53,

ii) B-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:54,

iii) C-hordein chita trinh ty axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:55, va

iv) D-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:56,
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trong d6 mdi mic nhd hon khoang 10%, nhé hon khodng 5% hogc nho hon khoang
2% 13 so vé6i hat lda mach kiéu dai, ho#ic mach nha hodc hém rugu tao ra tir hat néu

trén, cia giéng laa mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander.

40. Phuong phép theo diém 39, trong d6 B-hordein 1a it nh4t Bl-hordein va B3-

hordein.

41. Phuong phép theo didm 39 hodc diém 40, trong d6 hat, hodc mach nha hodc hém
ruou tao ra tir hat néu trén, con c6 mirc kiéu dai nho hon khoang 10%, nh6 hon khoang
5% ho#c nhé hon khoang 2%, hodc khong chira:

i) y-hordein ch{ra trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:57, va/hodc

ii) protein A kiéu avenin chira trinh ty axit amin dugc dwa ra dudi dang SEQ ID
NO:52,

trong d6 mdi mic nhé hon khoang 10%, nhé hon khoidng 5% hodc nh6 hon khoang
2% 1a so véi hat lta mach kiéu dai, hoic mach nha hodc hém rugu tao ra tir hat néu

trén, cia giéng laa mach Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Hindmarsh, hodc Commander.

42. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 32 dén 41, trong d6 hat 12
ddng hop tir vé alen cira locus Hor2, tai d6 hau hét hodc toan bd gen ma hoa B-hordein
da duoc loai bo, hoic trong d6 mach nha hodc hém rugu tao ra tir hat néu trén chira
ADN mang alen ctia locus Hor2, tai d6 hau hét hoic toan bd gen ma hoéa B-hordein da

duoc loai bd.

43. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac diém tir 32 dén 42, trong d6 hat 1a
ddng hop tir vé alen v6 higu clia gen ma hoa D-hordein tai locus Hor2, hodc trong do
mach nha hodc hém ruou tao ra tir hat néu trén chita ADN mang alen v6 hi¢u cta gen
ma hoa D-hordein, alen v6 hi€u nay t6t hon 1a chira codon két thic, dot bién vi tri cit,
dot bién léch khung doc, doan xen, doan khuyét hodc ma héa D-hordein d3 dugc cét

ngin, hoic, tai 6 hau hét hoic toan bd gen ma hoéa D-hordein da dugc loai bo.

44, Phuong phap theo diém 43, trong d6 D-hordein da dugc cit ngin c6 codon két
thiic ndm & bd ba ma héa axit amin s6 150.

45. Phuong phép theo diém bat ky trong s céc diém tir 32 dén 44, trong d6 hat 12
ddng hop tir vé alen & locus Lys3 cta cdy lua mach sinh ra hat khong chira C-hordein,

hoiic trong d6 mach nha hodc hém rugu tao ra tir hat néu trén chira ADN mang alen &
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locus Lys3.

46. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 32 dén 45, trong d6 hat mach
nha hodc hém ruou chira ham lugng hordein nhé hon hodc bang khoang 1%, nho hon
hogc bing khoang 0,01%, nhé hon hodc bing khoang 0,007%, nhé hon hodc bang
khoang 0,0027%, nim trong khoang tir 0,001% dén 1%, tir 0,001% dén 0,01%, khoang
0,007%, hozic khoang 0,0027%, so v&i hat thu dugc tir cdy lia mach kiéu dai twong
mg ho#ic mach nha hodc hém ruou dugc tao ra theo cach tuong tu tir hat thu duoc tr
cdy lta mach kiéu dai twong tng.
47. Phuong phép theo diém 46, trong d6 hat c6 ngudn gdc tir cay c6 hiéu suit hat
bing it nht khoang 60%, it nhit khoang 80%, it nhét khoang 90%, tir 60% dén 100%,
tr 70% dén 100%, tir 80% dén 100%, khoang 60%, khoang 70%, khoang 80%, hodc
khoang 90% hi¢u suét hat cia cdy lua mach kiéu dai.
48. Phuong phap theo diém 46 hodc diém 47, trong d6 trong lugng trung binh cta hat
bing it nhét khoang 70%, it nhét khoang 80%, it nht khoang 90%, it nhit khoang
95%, hoic khoang 100%, trong lugng hat clia cdy lia mach kiéu dai.
49. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 46 dén 48, trong do6 hat, hodc
mach nha ho#ic hém rugu tao ra tir hat néu trén, chira mot hodc nhiéu hon mdt hoic
toan bd cac hordein sau véi lugng nho hon hodc bang khoang 10%, nhé hon hodc bing
khoang 5%, nho hon hodc b%lng khoang 2%, ndm trong khoang ttr 0,1% dén 10%, hoic
tr 0,1% dén 10%, khi so voi cdy laa mach kiéu dai tuong ing:

i) B-hordein chtta trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:53,

i) B-hordein chira trinh ty’ axit amin dugc dua ra duéi dang SEQ ID NO:54,

ii) C-hordein chira trinh ty axit amin dugc dua ra dudi dang SEQ ID NO:55, va

iii) D-hordein chira trinh ty axit amin dwgc dua ra dudi dang SEQ ID NO:56.
50. Phwong phép theo diém 49, trong d6 B-hordein 1 it nhét B1 va B3.

51. Phwong phap theo diém bt ky trong s céc diém tir 46 dén 50, trong d6 hat, hodc
mach nha hodc hém ruou tao ra tlr hat néu trén con chra cac protein sau véi lugng nho
hon hodic bing khoang 10%, nhd hon hoic bing khoang 5%, nhd hon hodc bing
khoang 1%, nim trong khoang tir 0,1% dén 10%, hodc tir 0,1% dén 10%, khi so v6i

cdy lua mach kiéu dai twong tmg:
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i) y-hordein chtra trinh ty axit amin dugc dua ra du6i dang SEQ ID NO:57,

va/hoac

ii) protein A kiéu avenin chtra trinh ty axit amin duoc dua ra dudi dang SEQ ID
NO:52.
52. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 46 dén 51, trong do cdy lua
mach kiéu dai 12 Bomi, Sloop, Baudin, Yagan, Plindmarsh, hodc Commander.
53. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tir 32 dén 52, trong d6 trong
lugng hat trung binh it nhét cao gép 1,05 1an, it nhét 1,1 14n hoic tir 1,05 dén 1,3 lan
hat:

i) ddng hop tir vé alen ctia locus Hor2, tai d6 hau hét hoic toan bd gen mi hoéa B-

hordein d3 dugc loai bd,

ii) déng hop tu vé alen & locus Lys3 cta ciy lua mach sinh ra hat thiéu C-hordein,
va

iii) ddng hop tir v& alen kiéu dai ctia D hordein ma hoa protein c6 chidu dai day
du.
54. Phuong phap theo diém bt ky trong s cac diém tir 32 dén 53, trong d6 hat c6
ngudn gde tlr ciy c6 hiéu suét hat it nhit gdp 1,20 14n, hoic it nhit gp 1,35 14n, hodc

gép tir 1,2 dén 1,5 14n, hodic gép tir 1,2 dén 2,0 14n so v6i hat thu dugce tlr cdy:

i) ddng hop tir v& alen cta locus Hor?2, tai d6 hau hét hodic toan bd gen ma hoa B-

hordein d3 dugc loai bd,

ii) déng hop ti vé alen & locus Lvs3 cua cdy ltia mach sinh ra hat thiéu C-hordein,

va
iii) dong hop tir vé alen kiéu dai ctia D hordein ma héa protein cé chi¢u dai day du.

55. Phuong phéap theo diém bt ky trong sb céc diém tir 32 dén 54, trong d6 it nht
khoang 50% hé gen cua hat [ia mach gidng v6i hé gen cla gidng laa mach Sloop,

Hindmarsh, Oxford hodc Maratime.

56. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 32 dén 55, trong d6 hat ¢6

ngudn gbc tir cdy khong chuyén gen.
57. Phwong phap theo diém bat ky trong s& céc diém tir 32 dén 56, trong d6 hat c6
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ngudn goc tr cdy chuyen gen.

58. Phuong phap theo diém 57, trong d6 cdy chira gen chuyén ma héa polynucleotit

diéu hoa giam su tao ra cua it nhit mét hordein trong hat.

59. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 32 dén 58, trong d6 phuong

phap nay bao gdm buédc tao mach nha tir hat.

60. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cic diém tir 32 dén 59, trong d6 db udng
trén co s& mach nha 1a bia va phuong phép nay bao gbm budc lam nay mam hat hoic

hat v& duoc tao ra tir do.

61. Phuong phép theo diém 60, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc phan
doan hat da duogc lam nay mAm va 1am khé thanh hai hoic nhiéu trong sb phan doan
ndi nhii, phan doan 16p ndi md, phan doan vd, phén doan mam ngon cudn, va phin
doan mach nha co & con; va budc phéi hop va budc trdn cac lugng dd dinh cia hai

hodc nhi€u phén doan nay.

62. Phuong phép theo diém bét ky trong sd cic diém tir 32 dén 61, trong d6 it nhét
khoang 50% hat nay mam trong 3 ngdy sau khi ngdm.

63. Phuong phéap theo diém bat ky trong sb cac didm tr 32 dén 62, trong d6 thanh

phan d6 udng trén co s& mach nha la mach nha, hogc hém rugu.

64. Phuong phép theo diém bt ky trong s cac diém tir 32 dén 63, trong d6 dd ubng

trén co s& mach nha 1a bia hodc rugu uyt-ki.
65. Cay laa mach sinh ra hat chira hordein v6i ham Iwgng nhé hon hodc bang 50ppm.

66. Cay lta mach theo diém 65, trong d6 hat c6 mdt hodc nhiéu diu hiéu dugc xac

dinh trong c4c diém tir 2 dén 28.

67. Hat cta cdy lua mach theo didm 65 hodc diém 66.

68. Phuong phap san xuét hat lta mach, trong d6 phuwong phéap nay bao gbm cac budc:
a) tréng cdy lia mach nhu dugc xéc dinh trong diém 65 hoic diém 66,
b) thu hoach hat, va
¢) tuy y xt ly hat.

69. Phuong phép theo diém 68, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc trdng it nhat
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10000 cay trén canh dong c6 dién tich it nhit 1 hecta (IOOOOmz).
70. Phuong phép san xuét bot thu dugce tir hat, trong d6 phuong phap nay bao gbm cac
budec:

a) thu hat nhu dugc x4c dinh trong diém 67, va

b) xi Iy hat dé tao ra bot.

71. Phuong phap san xuit bot nguyén cam thu dugc tir hat, trong d6 phuong phap nay

bao gbm céc budc:
a) thu hat nhu dugc x4c dinh trong diém 67, va
b) xtt Iy hat dé tao ra bot nguyén cam.

72. Phuong phép san xuét tinh bot thu dugce tir hat, trong d6 phuong phép ndy bao gbm

cac budc:
a) thu hat nhu dugc x4c dinh trong diém 67, va
b) xir Iy hat dé tao ra tinh bot.

73. Phuong phap san xuit mach nha thu dugc tir hat, trong d6 phuong phép nay bao

gdm céc bude:

a) thu hat nhu dugc xac dinh trong diém 67, va

b) xu Iy hat dé tao ra mach nha.
74. Phuong phap san xuit hém rugu thu duoc tir hat, trong d6 phuong phap nay bao
gdm céc budec:

a) thu hat nhu dugce x4c dinh trong diém 67, va

b) xu ly hat dé tao ra hém ruou.

75. Sén phém duoc tao ra tir cdy laa mach nhu dugce xdc dinh trong diém 65 hoic diém

66, hodc hat nhu dugce xac dinh trong diém 67.

76. San phidm theo diém 75, trong d6 san pham nay 14 thanh phan thuc phém, thanh
phin dd udng trén co s& mach nha, san phim thuc phim hozc san phim d6 ubng trén

co s& mach nha.
77. San phim theo diém 76, trong d6 san phém d0 ubng trén co s¢ mach nha nay 1a bia

hodc rugu uyt-ki.
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78. San phim theo diém 75, trong d6 san phim nay 1a san phim khéng phai thuc
phim.

79. San phdm theo diém 78, trong d6 san phdm khong phai thyc phim nay dugc chon

tir nhém bao gdm: mang, 16p bao, chit két dinh, vét liéu xay dung va vét liéu bao goi.

80. Thuc phim dugc tao ra bang céach st dung phuong phép nhu duge xac dinh trong

diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 31.

81. Db ubng trén co s& mach nha dugc tao ra bing cach st dung phwong phéap nhu

duge x4c dinh trong diém bét ky trong sb cac diém tir 32 dén 64.

82. Bia chra mdt hodc nhiéu protein hat lia mach va hordein voi luong nhé hon

0,9ppm.
83. Bia theo diém 82, trong d6 bia nay chira etanol v6i ham lugng bang it nhat 2%.

84. Bot chira mot hodc nhiéu protein hat lta mach va hordein véi ham lugng nho hon

khoang 10ppm, hodc nhé hon khoang Sppm.

85. Bot nguyén cam chira mot hodc nhiu protein hat lua mach va hordein véi ham

lugng nhéd hon khoang 10ppm, hodc nhé hon khoang 5ppm.

86. Mach nha chira m¢t hodc nhiéu protein hat lia mach va hordein v6i ham luong

nho hon khoang 50ppm, hodc nho hon khoang 20ppm.

87. Hém ruou chira mot hodc nhiéu protein hat lda mach va hordein v6i ham luong

nho hon khoang 50ppm, hodc nho hon khoang 20ppm.
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Fig.3
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e e I
ACCAGGGCAAGGGTACAACCCAGGTGGAACTTCTCCGCTGCACCAGCAAGGGGGAGGGTTCGGCGGCGGG

P G Q G Y NP G G T S PLUHQQGG G F G G G

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
B e 1 e e e o e I
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L T T E Q P 0 G G K Q P F HC Q Q T T V s P H Q
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S e 1 e e e I T I
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B S e e e T B [T I
GCTCGCATGGTGCTTGGGCATGCATGCATCTTAGCTATACAATAAACGTGACGTGTGCTTGCAGTTTTTC
............................ L
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. | T e L T I I [ [ I I I

ATGTAACTAGGGTAAAACCCAACAATAATGCAAAACGGAAAGCTTCTCCATCCAAAAAAAGAACAARACT

2810 2820 2830 2840
B S T I I I P e
GGTGCTATATATAGTATGCGCTACATGTCTCAGCTCATTGTCAG

Fig.4 (tiép tuc)
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Gln Leu Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Leu Pro Tyr Pro Gln Pro Gln

1 5 10 15
Ser

<210> 5

<211> 15

<212> PRT

<213> Triticum aestivum
<400> 5

Gln Gln Cys Cys Gln Pro Leu Ala Gln Ile Ser Glu Gln Ala Arg

1 5 10 15
<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 6

Met Val Leu Gln Thr Leu Pro Ser Met Cys Arg

1 5 10
<210> 7

<211> 8

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 7

Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln

1 5
<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 8

Phe Val Gln Pro Gln Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro His Gln Pro

1 5 10 15
<210> 9

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 9

Tyr Pro Glu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Trp Gln Gln Pro Thr
1 5 10 15

<210> 10
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<211> 19
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare
<400> 10

Leu Glu Arg Pro Gln Gln Leu Phe Pro Gln Trp Gln Pro Leu Pro Gln
1 5 10 15

Gln Pro Pro

<210> 11
<211> 18
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 11

Leu Ile Ile Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro His

1 5 10 15
Gln Pro

<210> 12

<211> 5

<212> PRT

<213> Secale cereale

<400> 12

Gln Gln Pro Phe Pro

1 5
<210> 13

<211> 5

<212> PRT

<213> Secale cereale

<400> 13

Gln Gln Gln Phe Pro

1 5
<210> 14

<211> 5

<212> PRT

<213> Secale cereale

<400> 14

Leu Gln Pro Phe Pro

1 5
<210> 15

<211> 5

<212> PRT
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<213> Secale cereale
<400> 15

Gln Leu Pro Phe Pro

1 5
<210> 16
<211> 16
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 16

Arg Val vVal Asp Gln Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly

1 5 10 15
<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 17

Val Val Asp Gln Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu

1 5 10 15
<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 18

Val Val Asp Gln Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly

1 5 10 15
<210> 19

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 19

Val Val Asp Gln Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp

1 5 10
<210> 20

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 20

Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu
1 5 10

<210> 21
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<211> 11
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare
<400> 21

Gln Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly

1 5 10
<210> 22

<211> 13

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 22

Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu Gln Met

1 5 10
<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<400> 23

Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu
1 5 10
<210> 24

<211> 10

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 24

Leu Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly

1 5 10
<210> 25

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 25

Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu Gln Met

1 5 10
<210> 26

<211> 10

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 26

Val Gly Gln Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu
1 5 10
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<210> 27
<211> 15
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>
<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> Pyroglutamic acid

<220>

<221> MOD_RES
<222> (15)..(15)
<223> HexNAc

<400> 27

Gln Leu Ala Ala Gln Leu Pro Ala Met Cys Arg Leu Glu Gly Ser

1 5 10 15
<210> 28

<211> 26

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 28

Val Val Arg Gln Tyr Glu Gln Gln Thr Glu Val Pro Ser Lys Gly Gly
1 5 10 15

Ser Phe Tyr Pro Gly Gly Thr Ala Pro Pro

20 25
<210> 29
<211> 15
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 29

Phe Val Leu Pro Gln Gln Gln Ala Gln Phe Lys Val Val Gly Ser

1 5 10 15
<210> 30
<211> 10
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 30

Phe Val Leu Pro Gln Gln Gln Ala Gln Phe

1 5 10
<210> 31

<211> 16

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
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<400> 31

Ala Ile Val Met Gln Gln Gln Val Gln Gln Gln Val Gly His Gly Phe

1 5 10 15
<210> 32

<211> 19

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 32

Leu Glu Arg Pro Gln Gln Leu Phe Pro Gln Trp Gln Pro Leu Pro Gln
1 5 10 15

Gln Pro Pro

<210> 33
<211> 13
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 33

Leu Phe Pro Gln Trp Gln Pro Leu Pro Gln Gln Pro Pro

1 5 10
<210> 34

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 34

Leu Gln Gln Leu Gly Gln Gly Met Pro Ile Gln Leu

1 5 10
<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 35

vVal Val Gly Ser Leu Val Ile Gln Thr

1 5
<210> 36
<211> 19
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 36

Leu Gln Gln Pro Gln His Gln Phe Pro Gln Pro Thr Gln Gln Phe Pro
1 5 10 15
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Gln Arg Pro

<210> 37
<211> 15
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 37

Tyr Pro Glu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Trp Gln Gln Pro Thr

1 5 10 15
<210> 38

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 38

Gly Val Val Gln Pro Gln Gln Leu Ala Gln Met Glu

1 5 10
<210> 39

<211> 17

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> Pyroglutamic acid

<400> 39

Gln Pro Gln His Gln Phe Pro Gln Pro Thr Gln Gln Phe Pro Gln Arg

1 5 10 15
Pro

<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 40

Phe Val Gln Pro Gln Gln Gln Val Pro Val Glu Ile Thr Arg

1 5 10
<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<400> 41
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Phe Val Gln Pro Gln Gln Gln Val Pro Val Glu Ile

1 5 10
<210> 42

<211> 18

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 42

Leu Ile Ile Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro His

1 5 10 15
Gln Pro

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 43

Ile Ile Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro His Gln

1 5 10 15
Pro

<210> 44

<211> 12

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 44

Val Gln Val Gln Ile Pro Phe Val His Pro Ser Ile

1 5 10
<210> 45

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 45

Ser Phe Gly Gln Pro Gln Gln Gln Val Pro Val Glu Val Met Arg

1 5 10 15
<210> 46

<211> 28

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 46

Tle Ile Pro Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro Gln Pro Phe Pro Gln
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1 5 10 15

Gln Pro Gln Gln Pro Leu Pro Gln Pro Gln Gln Pro

20 25
<210> 47
<211> 14
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> dansyl-glutamic acid (DEA)

<400> 47

Ile Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Pro

1 5 10
<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 48

Thr Leu Pro Thr Met Cys Ser Val Asn Val Pro Leu Tyr Arg

1 5 10
<210> 49
<211> 16
<212> PRT

<213> Hordeum wvulgare
<400> 49

Asp Val Ser Pro Glu Cys Arg Pro Val Ala Leu Ser Gln Val Val Arg

1 5 10 15
<210> 50

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 50

Gln Gln Cys Cys Gln Gln Leu Ala Asn Ile Asn Glu Gln Ser Arg

1 5 10 15
<210> 51

<211> 17

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 51

Cys Thr Ala Ile Asp Ser Ile Val His Ala Ile Phe Met Gln Gln Gly
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1 5 10 15
Arg

<210> 52

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 52

Gln Gln Cys Cys Gln Pro Leu Ala Gln Ile Ser Glu Gln Ala Arg

1 5 10 15
<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 53

Val Phe Leu Gln Gln Gln Cys Ser Pro Val Arg

1 5 10
<210> 54

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 54

Val Phe Leu Gln Gln Gln Cys Ser Pro Val Pro Met Pro Gln Arg

1 5 10 15
<210> 55

<211> 18

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 55

Gln Leu Asn Pro Ser His Gln Glu Leu Gln Ser Pro Gln Gln Pro Phe

1 5 10 15
Leu Lys

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 56

Glu Leu Gln Glu Ser Ser Leu Glu Ala Cys Arg
1 5 10
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<210> 57
<211> 13
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 57

Ala Pro Phe Val Gly Val Val Thr Gly Val Gly Gly Gln

1 5 10
<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 58

Gln Gln Cys Cys Gln Gln Leu Ala Asn Ile Asn Glu Gln Ser Arg

1 5 10 15
<210> 59
<211> 13
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 59

Ala Pro Phe Val Gly Val Val Thr Gly Val Gly Gly Gln

1 5 10
<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi oligonucleotit

<400> 60

gacacatatt ctgccaaaac ccc
23

<210> o6l

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi oligonucleotit

<400> 61

acgagggcga cgattaccgce
20

<210> 62

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223> boan mdi oligonucleotit

<400> 62
gagatcaatt cattgacagt ccacc
25

<210> 63
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> bDoan mdi oligonucleotit

<400> 63
cttgtcctga ctgctgcgga gaaa
24

<210> 64
<211> 25
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> bDoan mdi oligonucleotit

<400> 64
gcaacaagga cactacccaa gtatg
25

<210> 65
<211> 25
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> bDoan mdi oligonucleotit

<400> 65
gctgacaatg agctgagaca tgtag
25

<210> 66
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi oligonucleotit

<400> 66

ggcaatacga gcagcaaac
19

<210> 67

<211> 20

34030

-120-



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN
Trinh ty nhé&n tao

Doan mdi oligonucleotit

67

cctctgtcct ggttgttgtc

20

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

<220>
<223>

<400>

68

20

ADN

Trinh ty nhédn tao

Poan mdi oligonucleotit

68

tcgcaggatc ctgtacaacg

20

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

<220>
<223>

<400>

69
20
ADN
Trinh ty nhén tao

Poan mdi oligonucleotit

69

caacaatgaa gaccttcctc

20

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

<220>
<223>

<400>

70

22

ADN

Trinh tu nhé&n tao

Poan mdi oligonucleotit

70

cgagaaggta ccattactcc ag

22

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

<220>
<223>

<400>

71

21

ADN

Trinh ty nhén tao

Doan mdi oligonucleotit

71

agtaacaatg aaggtccatc g

21

34030

-121-



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

72
2838
ADN

<400> 72

gacacatatt
ccaagataca
acgcggcttt
tatccaattt
tttcttctta
gtccctataa
acaaaactag
tgtggcggta
caacattttc
ctcgctcgag
cacggggctc
cgtcgcectce
aggatccttc
ctctgtaaaa
agggtaccac
cccaggttca
atggtcctat
gtactaccca
gagtgcaact
tgcaacttcc
ctacccaagt
aacttctcca
agggcaacaa
gtcctaccca
aagtggaact

gtactaccca

Hordeum vulgare

ctgccaaaac
aacgtccacg
agcagaccgt
cttttgtgtt
ggctaactaa
aagcccagcc
agatcaattc
atcgtcgccc
cttgatagcc
gcgtgccggce
cagatgcagt
agccaggtcg
tacccgggcg
tggtactacc
caaagcgtaa
actttcccgce
ccaagtgcaa
ggcgcaactt
tctccacagc
ccgcatcagce
gtaacttctc
caacaatcgg
gggtacccaa
agtacaactt
tctacgcagc

attgcaactt

cccagaacaa
cttcagcaaa
ccaaaaaaac
ggcaaactgc
cacagccgtg
aatctccaca
attgacagtc
tcgtggcectcet
gctctaggca
gggtcgtgga
gctgccagca
tgaggcaata
ggaccgcacc
cagaccaaac
cttcttccca
agcagccagg
ctttcccaca
ccctgctgea
agccaggaca
caggacaatg
cacaacagtc
ggcaagggcea
gtgcaacttt
ctccgcagca
agccgggaca

ctccgcagca

34030

taatcacttc
cagtacccca
tgttttgcaa
acttgtccaa
cacatagcca
atctcatcat
caccgagatg
caccaccgct
gctacagtgt
ccaacagctg
gcttcgggac
cgagcagcaa
gccgectgcag
ttcttcgcaa
gcagccagga
acaaggacaa
acagccaggg
gccaggacaa
aggacaggga
gcaacaacca
gggacaaggg
acagctggga
tccacaacag
gtcaggacaa
agtgcaacag

gccaggacaa

-122-

tcgtagatga
gaactaggat
agctccaatt
ccgattttgt
tggtccggaa
caccgagaac
gctaagcggc
gaacgtgaga
gagcgcgagc
gttggccagc
gtcagccccg
accgaggtgc
caaggaggat
cagtcatggc
caagggcagc
caaccaggac
caagggcaag
gggcaacaag
caccaagaga
ggacaagggc
caaacagggt
caagggcaac
ccaggacaat
gggcaacaag
ttgggacaag

gggcaacagc

agagaacaga
taagccgatt
cctccttget
tcttcecegtg
tcttcacctc
accgagaacc
tggtcctctt
tcaatgggaa
tccaggagag
tgccatggag
agtgccgccc
catccaaggg
ggtggggaac
aagggcaaca
aagggtccta
agaggcagcc
ggcaacaagg
ggccctacca
cctatcaatt
aacaagggta
acccaagtac
aaccaggaca
ggcaacaagg
ggtacaaccc
ggcaacaagg

taggacaagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gcaacaacca
aggacactac
cccaagtgca
agcttcttca
gcaagcacaa
gagtggagct
gctgcaccag
aaagcagcca
tgtttccecct
tgtctccecct
cgtctcccct
tgtctcccect
tgtctccect
cgtctcccct
cgtctccect
aaccaccgtg
ccatgttagc
ggcgcagcetg
gtagaactct
cgtgacgtgt
ggaaagcttc
gtctcagctc
<210>
<211>

<212>
<213>

73
27724
ADN

<400> 73
gacacatatt
ccaagataca
acgcggcecttt

tatccaattt

ggacatgggc
ccaagtatga
atttctccgce
caggggtcgg
gggtgccaag
tatacacaac
caagggggag
ttccattgcce
catcagggtc
caccagggtc
catcagggtc
catcagggtc
catcagggtc
catcagggtc
catcagggtc
tctctgcacc
gtggagcagc
ccggcaatgt
ggcagctcgc
gcttgcagtt
tccatccaaa

attgtcag

Hordeum vulgare

ctgccaaaac
aacgtccacg
agcagaccgt

cttttgtgtt

aacagctagt
cttctccgceca
agcagtcagg
tgcaaggggc
cttcttcacc
agaaaccagg
ggttcggcgg
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcagcccgg
atggtcagca
cgtcggccag
gtcggctgga
atggtgcttg
tttcatgtaa

aaaagaacaa

cccagaacaa
cttcagcaaa
ccaaaaaaac

ggcaaactgc

34030

gcaagggcaa
ccaaacagga
acaaggacaa
gtgccagcac
aaagcaaggg
gcaagggtac
cgggttaacg
tgtctccect
tgtctccect
cgtctcccct
tgtctccect
tgtctccect
tgtctccect
cgtctcccect
cgagcagcct
gtccaacgag
cctaaaggta
gggcggcgge
ggcatgcatg
ctagggtaaa

aactggtgcect

taatcacttc
cagtacccca
tgttttgcaa

acttctccaa

-123-

caacaaggac
caagggcaaa
caaggatacc
agcacatctt
ctagggtecgt
aacccaggtg
acggagcaac
caccagggtc
catcagggtc
caccagggtc
catccgggtc
catccgggtc
catcagggtc
catcagggtc
tgcggtttee
ttgtactacg
gcaaaggcgc
ggcctgttgg
catcttagcet
acccaacaat

atatatagta

tcgtagatga
gaactaggat
agctccaatt

ccgattttgt

aagggcaaca
aaggatacta
agcctagtgg
ctccgcagca
tgtactaccc
gaacttctcc
cgcagggagg
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
agcaaaccac
ctggccagca
gcagcccata
agcagctcgce
ccagccagta
atacaataaa
aatgcaaaac

tgcgctacat

agagaacaga
taagccgatt
ccteccttgcet

tcttcccecatg

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2838

60

120

180

240



tttcttctta
gtccctataa
acaaaactag
tgtggcggta
caacattttc
ctcgctcgag
cacggggctc
cgtcgceccectce
aggatccttc
ctctgtaaaa
agggtagcac
cccaggttca
atggtcctat
acaagggtac
ctaccaaagt
tccaattgca
agggtactac
aagtacaact
aggacaaggg
acaagggtcc
caacccaagt
acaagggtac
acaagggcaa
gcaacaagga
atactaccca
tagtggagct
gcagcagcaa
ctacccgagt

ttctccgcetg

ggctaactaa
aagcccagcc
agatcaattc
atcgtcgccc
cttgatagcc
gcgtgccggce
cagatgcagt
agccaggtcg
tacccgggcg
tggtactacc
caaagcgtaa
actttcccgce
ccaagtgcaa
tacccaggcg
gcaacttctc
acttccccgce
ccaagtgtaa
tctccacaac
caacaagggt
tacccaagta
ggaacttcta
tacccaattg
caaccaggac
cactacccaa
agtgcaattt
tcttcacagg
gcacaagggt
ggagcttata

caccagcaag

cacagccgtyg
aatctccaca
attgacagtc
tcgtggctcet
gctctgggca
gggtcgtgga
gctgccagca
tgaggcaata
ggaccgcacc
cagaccaaac
cttcttccca
agcagccagg
ctttcccaca
caacttccct
cacagcagcc
atcagccagg
cttctccaca
aatcggggca
acccaagtgc
caacttctcc
cgcagcagcc
caacttctcc
atgggcaaca
gtatgacttc
ctccgcagceca
ggtcggtgca
gccaagcttc

cacaacagaa

ggggagggtt

34030

cacatagcca
atctcatcat
caccgagatg
caccaccgct
gctacagtgt
ccaacagctg
gcttcgggac
cgagcagcaa
gcecgctgcag
ttcttcgcaa
gcagccagga
acaaggacaa
acagccaggg
gctgcagcca
aggacaagga
acaatggcaa
acagtcggga
agggcaacag
aacttttcca
gcagcagtca
gggacaagtg
gcagcagcca
gctagtgcaa
tcecgcaccaa
gtcaggacaa
aggggcgtac

ttcaccaaag
accagggcaa

cggcggcggyg

-124-

tggtccggaa
caccgagaac
gctaagcggc
gaacctgaga
gagcgcgagce
gttggccagce
gtcagccccg
accgaggtgc
caaggaggat
cagtcatggc
caagggcagc
caaccaggac
caagggcaag
ggacaagggc
cagggacaac
caaccaggac
caagggcaac
ctgggacaag
caacagccag

ggacaagggc

caacagttgg
ggacaagggc
gggcaacaac
acaggacaag
ggacaacaag
cagcacagca
caagggctag
gggtacaacc

ttaacgacgg

ccttcacctce
accgagaacc
tggtcctctt
tcaatgggaa
tccaggagag
tgccatggag
agtgccgccc
catccaaggg
ggtggggaac
aagggcaaca
aagggtccta
agaggcagcc
ggcaagggca
aacaagggcc
aagagcccta
aagggcaaca
aagggtaccc
ggcaacaacc
gacaatggca
aacaagggta
gacaagggca
aacagctagg
aaggacaagg
ggcaaaaagg
gataccagcc
catcttctcc
ggtcgttgta
caggtggaac

agcaaccgca

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



34030

gggaggaaag cagccattcc attgccagca aaccactgtc
aaccactgtc tcccctcatc agggtcagca aaccactgtce
aaccactgtc tcccctcacc agggtcagca aaccactgtce
aaccactgtc tcccctcatc agggtcagca aaccactgtc
aaccaccgtc tcccctcatc agggtcagca aaccaccgtce
aaccaccgtc tcccctcacc agggtcagca gcccggcgag
ccagcaaacc accgtgtctc tgcaccatgg tcagcagtcc
cccataccat gttagcgtgg agcagccgtc ggccagcecta
gctcgecggeca cagctgecgg caatgtgtcg gctggagggce
ccagtagtag aactctggca gctcgcatgg tgcttgggca
aataaacgtg acgtgtgctt gcagtttttc atgtaactag
caaaacggaa agcttctcca tccaaaaaaa gaacaaaact
ctacatgtct cagctcattg tcag
<210> 74
<211> 747
<212> PRT
<213> Hordeum vulgare
<400> 74
Met Ala Lys Arg Leu Val Leu Phe Val Ala Val
1 5 10
Ala Leu Thr Thr Ala Glu Arg Glu Ile Asn Gly
20 25
Asp Ser Arg Ser Arg Gln Leu Gln Cys Glu Arg
35 40
Ser Leu Glu Ala Cys Arg Arg Val Val Asp Gln
50 55
Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu Gln Met Gln Cys
65 70 75
Asp Val Ser Pro Glu Cys Arg Pro Val Ala Leu
85 90
Gln Tyr Glu Gln Gln Thr Glu Val Pro Ser Lys
100 105
Pro Gly Gly Thr Ala Pro Pro Leu Gln Gln Gly
115 120
Ser Val Lys Trp Tyr Tyr Pro Asp Gln Thr Ser

-125-

tccectceacce
tccectceatce
tccecteatce
tcccectceatce
tccectceatce
cagccttgcg
aacgagttgt
aaggtagcaa
ggcggcggcec
tgcatgcacc
ggtaaaaccc

ggtgctatat

Ile Val

Asn Asn

30
Glu Leu
45

Gln
60

Leu

Cys Gln

Ser Gln

Gly Gly

Gly Trp

125

Ser Gln

Ala

Ile

Gln

Val

Gln

Val

Ser

110

Trp

Gln

agggtcagca
agggtcagca
cgggtcagca
cgggtcagca
agggtcagca
gtttccctgg
actacggcag
aggcgcagca
tgttggccag
ttagctatac
aacaataatg

atagtatgcg

Leu Val

15

Phe Leu

Glu Ser

Gly Gln

Leu Arg

80

Val
95

Arg
Phe Tyr
Gly Thr

Ser Trp

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2724



Gln

145

Gly

Pro

Ser

Tyr

Gly

225

Gly

Gln

Thr

Thr

Gln

305

Gln

Gln

Thr

Tyr

Leu

385

Gln

Pro

Ser

130

Gly

Gln

Gly

Ala

Tyr

210

Pro

His

Trp

Ser

Ser

290

Pro

Pro

Gln

Gln

Tyr

370

Gly

Gln

His

Pro

Gln

Gly

Gln

Thr

195

Pro

Tyr

Gln

Gln

Pro

275

Pro

Gly

Gly

Ser

Gln

355

Pro

Gln

Gln

Gln

Gln
435

Gln

Gln

Gly

180

Phe

Gly

Gln

Glu

Gln

260

Gln

Gln

Gln

Gln

Gly

340

Pro

Ile

Gly

Gly

Thr
420

Gln

Gly

Gln

165

Gln

Pro

Ala

Ser

Thr

245

Pro

Gln

Gln

Gly

Trp

325

Gln

Gly

Ala

Gln

Gln
405

Gly

Ser

Tyr

150

Gly

Gln

Gln

Thr

Ala

230

Tyr

Gly

Ser

Ser

Gln

310

Gln

Gly

Gln

Thr

Gln

390

Gly

Gln

Gly

135
His

Ser

Pro

Gln

Ser

215

Thr

Gln

Gln

Gly

Gly

295

Gln

Gln

Gln

Val

Ser

375

Pro

Gln

Gly

Gln

Gln

Tyr

Gly

Pro

200

Leu

Ser

Phe

Gly

Gln

280

Gln

Gly

Gly

Gln

Gln

360

Pro

Gly

Gln

Gln

Gly
440

34030

Ser

Pro

Gln

185

Gly

Leu

Pro

Ala

Gln

265

Gly

Gly

Tyr

Ser

Gly

345

Gln

Gln

His

Gly

Lys

425

Gln

Val

Gly

170

Arg

Gln

Gln

Gln

Thr

250

Gln

Gln

Gln

Pro

Tyr

330

Tyr

Leu

Gln

Gly

His

410

Gly

Gln

-126-

Thr

155

Ser

Gln

Gly

Pro

Gln

235

Ser

Gly

Thr

Gln

Ser

315

Pro

Asn

Gly

Pro

Gln

395

Tyr

Tyr

Gly

140

Ser

Thr

Pro

Gln

Gly

220

Pro

Pro

Tyr

Gly

Leu

300

Ala

Ser

Pro

Gln

Gly

380

Gln

Pro

Tyr

Tyr

Ser

Phe

Trp

Gly

205

Gln

Gly

His

Tyr

Tyr

285

Gly

Thr

Thr

Ser

Gly

365

Gln

Leu

Ser

Pro

Gln
445

Gln

Pro

Ser

190

Gln

Gly

Gln

Gln

Pro

270

Pro

Gln

Phe

Thr

Gly

350

Gln

Gly

Val

Met

Ser
430

Pro

Gln

Gln

175

Tyr

Gln

Gln

Gly

Pro

255

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

335

Thr

Gln

Gln

Gln

Thr
415

Ala

Ser

Pro

160

Gln

Pro

Gly

Gln

Gln

240

Gly

Val

Thr

Gln

Gln

320

Pro

Ser

Gly

Gln

Gly

400

Ser

Ile

Gly



Ala

Ser

465

Gly

Pro

Gly

Lys

Gln

545

Pro

Thr

Gln

vVal

Gln

625

Pro

Thr

Gln

Thr

Gly

705

Val

Leu

Ser

450

Pro

Leu

Gly

Gly

Gln

530

Gln

His

Thr

Gly

Ser

610

Gln

His

Thr

Gly

Thr

690

Ser

Ala

Glu

Ser

Gln

Gly

Gln

Gly

515

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

595

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

675

Val

Pro

Lys

Gly

Gln

Gln

Ser

Gly

500

Phe

Phe

Thr

Gly

Ser

580

Gln

His

Thr

Gly

Ser

660

Gln

Ser

Tyr

Ala

Gly
740

Gly

Gln

Leu

485

Tyr

Gly

His

Val

Gln

565

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

645

Pro

Pro

Leu

His

Gln

725

Gly

Ser

Ala

470

Tyr

Asn

Gly

Cys

Ser

550

Gln

His

Thr

Gly

Ser

630

Gln

His

Gly

His

Val
710

Gln

Gly

Val

455

Gln

Tyr

Pro

Gly

Gln

535

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

615

Pro

Thr

Gln

Glu

His

695

Ser

Leu

Leu

Gln

Gly

Pro

Gly

Leu

520

Gln

His

Thr

Gly

Ser

600

Gln

His

Thr

Gly

Gln

680

Gly

Val

Ala

Leu

34030

Gly

Cys

Ser

Gly

505

Thr

Thr

Gln

Val

Gln

585

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

665

Pro

Gln

Glu

Ala

Ala
745

Ala

Gln

Gly

490

Thr

Thr

Thr

Gly

Ser

570

Gln

His

Thr

Gly

Ser

650

Gln

Cys

Gln

Gln

Gln
730

Ser

-127-

Cys

Ala

475

Ala

Ser

Glu

Val

Gln

555

Pro

Thr

Pro

Val

Gln

635

Pro

Thr

Gly

Ser

Pro
715

Leu

Gln

Gln

460

Ser

Tyr

Pro

Gln

Ser

540

Gln

His

Thr

Gly

Ser

620

Gln

His

Thr

Phe

Asn

700

Ser

Pro

His

Ser

Thr

Leu

Pro

525

Pro

Thr

Gln

Val

Gln

605

Pro

Thr

Gln

Val

Pro

685

Glu

Ala

Ala

Ser

Pro

Gln

His

510

Gln

His

Thr

Gly

Ser

590

Gln

His

Thr

Gly

Ser

670

Gly

Leu

Ser

Met

Thr

Lys

Gln

495

Gln

Gly

Gln

Val

Gln

575

Pro

Thr

Pro

Val

Gln

655

Pro

Gln

Tyr

Leu

Cys
735

Ser

Gln

480

Lys

Gln

Gly

Gly

Ser

560

Gln

His

Thr

Gly

Ser

640

Gln

His

Gln

Tyr

Lys

720

Arg



34030

<210> 75
<211> 149
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 75

Met Ala Lys Arg Leu Val Leu Phe Val Ala Val Ile Val Ala Leu Val
1 5 10 15

Ala Leu Thr Thr Ala Glu Pro Glu Ile Asn Gly Asn Asn Ile Phe Leu
20 25 30

Asp Ser Arg Ser Gly Gln Leu Gln Cys Glu Arg Glu Leu Gln Glu Ser
35 40 45

Ser Leu Glu Ala Cys Arg Arg Val Val Asp Gln Gln Leu Val Gly Gln
50 55 60

Leu Pro Trp Ser Thr Gly Leu Gln Met Gln Cys Cys Gln Gln Leu Arg
65 70 75 80

Asp Val Ser Pro Glu Cys Arg Pro Val Ala Leu Ser Gln Val Val Arg
85 90 95

Gln Tyr Glu Gln Gln Thr Glu Val Pro Ser Lys Gly Gly Ser Phe Tyr
100 105 110

Pro Gly Gly Thr Ala Pro Pro Leu Gln Gln Gly Gly Trp Trp Gly Thr
115 120 125

Ser Val Lys Trp Tyr Tyr Pro Asp Gln Thr Ser Ser Gln Gln Ser Trp
130 135 140

Gln Gly Gln Gln Gly
145

<210> 76

<211> 2244

<212> ADN

<213> Hordeum wvulgare

;iZSZtazgc ggctggtcct ctttgtggcg gtaatcgtcg ccctcgtgge tctcaccacce 60
gctgaacgtg agatcaatgg gaacaacatt ttccttgata gccgctctag gcagctacag 120
tgtgagcgcg agctccagga gagctcgctc gaggcgtgcce ggcgggtcgt ggaccaacag 180
ctggttggcce agctgccatg gagcacgggg ctccagatgc agtgctgcca gcagcttcgg 240
gacgtcagcc ccgagtgccg ccccgtcgec ctcagccagg tcgtgaggca atacgagcag 300
caaaccgagg tgccatccaa gggaggatcc ttctacccgg gcgggaccgc accgccgctg 360
cagcaaggag gatggtgggg aacctctgta aaatggtact acccagacca aacttcttcg 420
caacagtcat ggcaagggca acaagggtac caccaaagcg taacttcttc ccagcagcca 480

-128-



ggacaagggc

caacaaccag
gggcaagggc
caagggcaac
ggacaccaag
ccaggacaag
gggcaaacag
ggacaagggc
cagccaggac
caagggcaac
cagttgggac
caagggcaac
caacaacaag
ggacaagggc
caacaaggat
cacagcacat
gggctagggt
tacaacccag
acgacggagc
cctcaccagg
cctcatcagg
cctcaccagg
cctcatccgg
cctcatccgg
cctcatcagg
cctcatcagg
ccttgcggtt
gagttgtact

gtagcaaagg

agcaagggtc
gacagaggca
aagggcaaca
aagggcccta
agacctatca
ggcaacaagg
ggtacccaag
aacaaccagg
aatggcaaca
aagggtacaa
aagggcaaca
agctaggaca
gacaagggca
aaaaaggata
accagcctag
cttctccgca
cgttgtacta
gtggaacttc
aaccgcaggg
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
tccectggceca
acggcagccc

cgcagcagct

ctacccaggt
gccatggtcc
agggtactac
ccagagtgca
atttgcaact
gtactaccca
tacaacttct
acaagggcaa
agggtcctac
cccaagtgga
agggtactac
agggcaacaa
acaaggacac
ctacccaagt
tggagcttct
gcagcaagca
cccgagtgga
tccgetgceac
aggaaagcag
cactgtttcc
cactgtctcc
caccgtctcc
cactgtctcc
cactgtctcc
caccgtctcc
caccgtctcc
gcaaaccacc

ataccatgtt

cgcggcgcag

34030

tcaactttce
tatccaagtg
ccaggcgcaa
acttctccac
tccecegeatce
agtgtaactt
ccacaacaat
caagggtacc
ccaagtacaa
acttctacgce
ccaattgcaa
ccaggacatg
tacccaagta
gcaatttctc
tcacaggggt
caagggtgcc
gcttatacac
cagcaagggg
ccattccatt
cctcatcagg
cctcaccagg
cctcatcagg
cctcatcagg
cctcatcagg
cctcatcagg
cctcatcagg
gtgtctctgce
agcgtggagce

ctgccggcaa

-129-

cgcagcagcc
caactttccc
cttccctgcet
agcagccagg
agccaggaca
ctccacaaca
cggggcaagg
caagtgcaac
cttctccgceca
agcagccggg
cttctccgcea
ggcaacagct
tgacttctcc
cgcagcagtc
cggtgcaagg
aagcttctte
aacagaaacc
gagggttcgg
gccagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcaaac
gtcagcagcc
accatggtca
agccgtcgge

tgtgtcggcect

aggacaagga
acaacagcca
gcagccagga
acaaggacag
atggcaacaa
gtcgggacaa
gcaacagctg
ttttccacaa
gcagtcagga
acaagtgcaa
gcagccagga
agtgcaaggg
gcaccaaaca
aggacaagga
ggcgtgccag
accaaagcaa
agggcaaggyg

cggcgggtta

cactgtctcc
cactgtctcc
caccgtctcce
cactgtctcc
cactgtctcc
cactgtctcc
caccgtctcc
cggcgagcag
gcagtccaac

cagcctaaag

ggagggcggc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



ggcggcecctgt tggccagcca gtag

<210> 77
<211> 450
<212> ADN
<213>
<400> 77
atggctaagc
gctgaacctg
tgtgagcgcg
ctggttggcc
gacgtcagcc
caaaccgagg
cagcaaggag
caacagtcat
<210> 78
<211> 181
<212> PRT
<213>
<400> 78

Leu Ala Cys
1
Val

His Tyr

Phe Gln

35

Leu

Ser Gln

50

Arg

Cys Gln

65

Cys

Ile Arg Ala

Ser Val Gln

Val Gln

115

Gly

Gln
130

Pro Gln

Hordeum wvulgare

ggctggtcct
agatcaatgg
agctccagga
agctgccatg
ccgagtgccg
tgccatccaa
gatggtgggg

ggcaagggca

Hordeum vulgare

Glu Val

Gln
20

Pro

Gln Gln

Met Leu

Gln Leu

Ile Val

85

Gly
100

Ala
Cys Tyr

Val Pro

Leu

Ser

Cys

Gln

Pro

70

Tyr

Ser

Phe

Gln

ctttgtggcg
gaacaacatt
gagctcgctc
gagcacgggg
cceegtegece
gggaggatcc
aacctctgta

acaagggtag

Lys Glu

Ile

Leu

Pro
40

Ser

Gln
55

Ser

Gln Ile

Ser Ile

Gln Pro

Gln Gln

120
Ser Val
135

34030

gtaatcgtcg
ttcecttgata
gaggcgtgcece
ctccagatgc
ctcagccagg
ttctacccgg

aaatggtact

Ser Val

10

Arg

Gln
25

Gln Leu

Val Arg Met

Ser Cys His

Glu Gln

75

Pro

Phe Leu Gln

90

Gln
105

Gln Gln

Pro Gln Pro

Phe Leu Gln

-130-

ccctegtgge
gccgctcetygg
ggcgggtcegt
agtgctgcca
tcgtgaggca
gcgggaccgce

acccagacca

Cys Ile Leu

Asn Pro Cys

30

Gln
45

Pro Leu

Val
60

Leu Gln

Phe Arg His

Glu Gln Pro

Gln Glu

110

Leu

Gln Gln

125

Leu

Pro His Gln

140

tctcaccacc
gcagctacag
ggaccaacag
gcagcttcgg
atacgagcag
accgccgcetg

aacttcttcg

Gln
15

Leu

Lys Val

Ile Ala

Gln Gln

Glu Ala

80

Gln
95

Gln
Glu Gln
Gly Gln

Ile Ala

2244

60

120

180

240

300

360

420

450



34030

Gln Leu Glu Ala Thr Asn Ser Ile Ala Leu Arg Thr Leu Pro Thr Met
145 150 155 160

Cys Asn Val Asn Val Pro Leu Tyr Asp Ile Met Pro Phe Gly Val Gly
165 170 175

Thr Arg Val Gly Val

180
<210> 79
<211> 274
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 79

Met Lys Thr Phe Leu Ile Phe Ala Leu Leu Ala Ile Ala Ala Thr Asn
1 5 10 15

Thr Ile Ala Gln Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Pro Tyr Pro
20 25 30

Gln Gln Pro Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Pro Phe Pro Pro Gln Gln Pro
35 40 45

Phe Pro Gln Gln Pro Pro Phe Trp Trp Gln Gln Pro Val Gln Ser Gln
50 55 60

Gln Gln Pro Cys Gln Gln Gln Gln Thr Pro Leu Pro Gln Gly Gln Gln
65 70 75 80

Tyr Gln Pro Leu Leu Gln Gln Gln Ile Pro Phe Val His Pro Ser Val
85 90 95

Leu Gln Gln Leu Asn Pro Cys Lys Val Phe Leu Gln Gln Gln Cys Ser
100 105 110

Pro Val Pro Met Pro Gln Arg Ile Ala Arg Ser Gln Met Leu Gln Gln
115 120 125

Ser Ser Cys His Val Leu Gln Gln Gln Cys Cys Lys Gln Leu Pro Gln
130 135 140

Ile Pro Glu Gln Phe Arg His Glu Ala Ile Arg Ala Ile Ile Tyr Ser
145 150 155 160

Ile Ile Leu Gln Glu Gln Gln Gln Val Gln Asp Phe Val Gln Pro Gln
165 170 175

Gln Gln Gln Pro Gln Gln Ser Val Gln Gly Val Ser Gln Ser Gln Gln
180 185 190

Gln Ser Gln Gln Pro Gln Leu Gly Gln Cys Ser Phe Gln Gln Pro Gln
195 200 205

Leu Gln Gln Leu Gly Gln Gln Pro Gln Gln Gln Gln Val Pro Leu Trp
210 215 220
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34030

Ala Phe Leu Gln Pro Gln Gln Met Ala Gln Leu Glu Val Met Thr Ser
225 230 235 240

Val Ala Leu Arg Thr Leu Pro Thr Met Cys Asn Val Asn Val Pro Leu
245 250 255

Tyr Gly Ile Thr Thr Ser Val Pro Leu Ser Val Gly Thr Gly Val Gly

260 265 270
Pro Tyr
<210> 80
<211> 347
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<220>

<221> misc_feature

<222> (1lel)..(1lel)

<223> Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400> 80

Met Lys Thr Phe Leu Thr Phe Val Leu Leu Ala Met Ala Met Ser Ile
1 5 10 15

Val Thr Thr Ala Arg Gln Leu Asn Pro Ser His Gln Glu Leu Gln Ser
20 25 30

Pro Gln Gln Pro Phe Leu Lys Gln Gln Ser Tyr Leu Gln Gln Pro Tyr
35 40 45

Pro Gln Gln Pro Tyr Leu Pro Gln Gln Pro Phe Pro Thr Pro Gln Gln
50 55 60

Phe Phe Pro Tyr Leu Pro Gln Gln Thr Phe Pro Pro Ser Gln Gln Pro
65 70 75 80

Asn Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro Gln Pro Pro
85 90 95

Gln Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Gln Pro Asn Pro Gln Gln Pro Gln
100 105 110

Gln Pro Phe Pro Arg Gln Pro Gln Gln Ile Val Pro Gln Gln Pro Gln
115 120 125

Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Gln
130 135 140

Pro Phe Ser Trp Gln Pro Gln Gln Pro Phe Leu Gln Pro Leu Gln Leu
145 150 155 160

Xaa Pro Leu Gln Ala Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro Gln Leu Pro
165 170 175
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34030

Phe Pro Gln Pro Gln Gln Pro Ile Gly Gln Gln Pro Lys Gln Pro Leu
180 185 190

Leu Gln Gln Pro Gln Gln Thr Ile Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe
195 200 205

Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Leu
210 215 220

Pro Gln Gln Pro Gln Gln Ile Ile Ser Gln Gln Pro Gln Gln Pro Phe
225 230 235 240

Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Pro Gln Pro Phe Pro Gln
245 250 255

Glu Gln Pro Gln Gln Ala Phe Pro Leu Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro
260 265 270

Glu Glu Ser Glu Gln Ile Ile Thr Gln Gln Pro Phe Pro Leu Gln Pro
275 280 285

Gln Gln Leu Phe Pro Gln Gln Pro Gln Gln Pro Leu Pro Gln Pro Gln
290 295 300

Gln Pro Phe Arg Gln Leu Pro Lys Tyr Ile Ile Pro Gln Gln Pro Gln
305 310 315 320

Gln Pro Phe Leu Leu Gln Pro His Gln Pro Gln Gln Pro Tyr Ala Gln

325 330 335
Gln Asp Ile Trp Ser Asp Ile Ala Leu Leu Gly
340 345
<210> 81
<211> 305
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare
<400> 81

Met Lys Ile Leu Ile Ile Leu Thr Ile Leu Ala Met Ala Thr Thr Phe
1 5 10 15

Ala Thr Ser Glu Met Gln Val Asn Pro Ser Val Gln Val Gln Pro Thr
20 25 30

Gln Gln Gln Pro Tyr Pro Glu Ser Gln Gln Pro Phe Ile Ser Gln Ser
35 40 45

Gln Gln Gln Phe Pro Gln Pro Gln Gln Pro Phe Pro Gln Gln Pro Gln
50 55 60
Gln Pro Phe Pro Gln Ser Gln Gln Gln Cys Leu Gln Gln Pro Gln His

65 70 75 80

Gln Phe Pro Gln Pro Thr Gln Gln Phe Pro Gln Arg Pro Leu Leu Pro
85 90 95
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Phe

Pro

Leu

Gln

145

Gln

Val

Cys

Glu

Met

225

Gln

Val

Leu

Ser

Gln
305

Thr

His

Gln

130

Gln

Gln

Ser

Arg

Gln

210

Gln

Pro

Gln

Gln

Thr
290

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

<400>

His

Gln

115

Pro

Pro

Leu

Leu

Val

195

Tyr

Gln

Gln

Pro

Ser

275

Ile

82
255
PRT

Pro

100

Ser

Phe

Phe

Asn

Leu

180

Met

Lys

Gly

Gln

Gln

260

Val

Lys

Phe

Phe

Pro

Pro

Pro

165

Ser

Gln

Cys

Gln

Val

245

Gln

Pro

Ala

Leu

Pro

Gln

Trp

150

Cys

Tyr

Gln

Thr

Arg

230

Gly

Leu

Ser

Pro

Hordeum vulgare

82

Thr

Gln

Pro

135

Gln

Lys

Ile

Gln

Ala

215

Gln

Gln

Ala

Met

Phe
295

Met Gln Val Asn Pro Ser Val

1

5

Tyr Pro Glu Ser Gln Gln Pro

20

Pro Gln Pro Gln Gln Pro Phe

35

34030

Phe Pro Asp
105

Pro Pro Gln
120

Pro Gln Gln
Gln Pro Thr
Glu Phe Leu

170

Trp Ser Lys
185

Cys Cys Leu
200

Ile Asp Ser
Gly Val Gln
Cys Val Leu

250

Gln Met Glu
265

Cys Asn Phe
280

Val Gly Vval

Gln

Ser

Lys

Ile

155

Leu

Ile

Gln

Ile

Ile

235

Val

Ala

Asn

Val

Leu

Tyr

Tyr

140

Gln

Gln

Val

Leu

Val

220

Val

Gln

Ile

Val

Thr
300

Gln Val Gln Pro Thr

10

Phe Ile Ser Gln Ser

25

Pro Gln Arg Pro Leu

40
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Leu

Pro

125

Pro

Leu

Gln

Gln

Ala

205

His

Gln

Gly

Arg

Pro

285

Gly

Gln

Gln

Pro

110

Gln

Glu

Tyr

Cys

Gln

190

Gln

Ala

Gln

Gln

Thr

270

Pro

Val

Gln

Gln

Pro

Gln

Leu

Arg

175

Ser

Ile

Ile

Gln

Gly

255

Leu

Asn

Gly

Gln
15

Pro

Pro

Pro

Gln

160

Pro

Ser

Pro

Phe

Pro

240

Val

Val

Cys

Gly

Pro

Gln Gln Phe

30

Leu Pro Phe Thr

45



His

Gln

65

Pro

Pro

Leu

Leu

Val

145

Tyr

Gln

Gln

Pro

Ser

225

Ile

Pro

50

Ser

Phe

Phe

Asn

Leu

130

Met

Lys

Gly

Gln

Gln

210

Val

Lys

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

<400>

Phe

Phe

Pro

Pro

Pro

115

Ser

Leu

Cys

Gln

Val

195

Gln

Pro

Ala

83
289
PRT

Leu

Pro

Gln

Trp

100

Tyr

Tyr

Gln

Thr

Arg

180

Gly

Leu

Ser

Pro

Thr

Gln

Pro

85

Gln

Lys

Leu

Gln

Ala

165

Gln

Gln

Ala

Met

Phe
245

Phe

Pro

70

Pro

Gln

Glu

Trp

Cys

150

Tle

Gly

Cys

Gln

Cys

230

Val

Hordeum wvulgare

83

Ile Thr Thr

1

Arg Pro Gln

Pro Phe Leu

35

Leu Pro Gln

50

Thr

Gln

20

Gln

Gln

Thr

Leu

Gln

Gln

Met

Phe

Glu

Pro

Pro

55

Pro

Gln

Pro

Phe

Ser

135

Cys

Asp

Val

Val

Met

215

Asn

Gly

Gln

Pro

Pro

Phe
55

Asp

Gln

Gln

Thr

Leu

120

Lys

Leu

Ser

Gln

Leu

200

Glu

Phe

Val

Phe

Gln

Glu

40

Pro

34030

Gln Leu
Ser Tyr

Lys Tyr
90

Ile Gln
105

Leu Gln
Ile Val
Gln Leu
Ile Val

170

Ile Val
185

Val Gln
Ala Ile

Asn Val

Val Thr
250

Asn Pro
10

Trp Gln
25
Gln Pro

Gln Gln

-135-

Leu

Pro

75

Pro

Leu

Gln

Gln

Ala

155

His

Gln

Gly

Arg

Pro

235

Gly

Ser

Pro

Tyr

Pro

Pro

60

Gln

Glu

Tyr

Cys

Gln

140

Gln

Ala

Gln

Gln

Thr

220

Pro

Val

Gly

Leu

Pro

Gln
60

Gln

Pro

Gln

Leu

Arg

125

Ser

Ile

Ile

Gln

Gly

205

Leu

Asn

Gly

Leu

Pro

Gln

45

Leu

Pro

Pro

Pro

Gln

110

Pro

Ser

Pro

Phe

Pro

190

Val

Val

Cys

Gly

Glu
Gln
30

Gln

Pro

Pro

Leu

Gln

95

Gln

Val

Cys

Glu

Met

175

Gln

Val

Leu

Ser

Gln
255

Leu
15
Gln

Gln

His

His

Gln

80

Gln

Gln

Ser

Arg

Gln

160

Gln

Pro

Gln

Gln

Thr
240

Glu

Pro

Pro

Gln



34030

His Gln Phe Pro Gln Gln Leu Pro Gln Gln Gln Phe Pro Gln Gln Met
65 70 75 80

Pro Leu Gln Pro Gln Gln Gln Phe Pro Gln Gln Met Pro Leu Gln Pro
85 90 95

Gln Gln Gln Pro Gln Phe Pro Gln Gln Lys Pro Phe Gly Gln Tyr Gln
100 105 110

Gln Pro Leu Thr Gln Gln Pro Tyr Pro Gln Gln Gln Pro Leu Ala Gln
115 120 125

Gln Gln Pro Ser Ile Glu Glu Gln His Gln Leu Asn Leu Cys Lys Glu
130 135 140

Phe Leu Leu Gln Gln Cys Thr Leu Asp Glu Lys Val Pro Leu Leu Gln
145 150 155 160

Ser Val Ile Ser Phe Leu Arg Pro His Ile Ser Gln Gln Asn Ser Cys
165 170 175

Gln Leu Lys Arg Gln Gln Cys Cys Gln Gln Leu Ala Asn Ile Asn Glu
180 185 190

Gln Ser Arg Cys Pro Ala Ile Gln Thr Ile Val His Ala Ile Val Met
195 200 205

Gln Gln Gln Val Gln Gln Gln Val Gly His Gly Phe Val Gln Ser Gln
210 215 220

Leu Gln Gln Leu Gly Gln Gly Met Pro Ile Gln Leu Gln Gln Gln Pro
225 230 235 240

Gly Gln Ala Phe Val Leu Pro Gln Gln Gln Ala Gln Phe Lys Val Val
245 250 255

Gly Ser Leu Val Ile Gln Thr Leu Pro Met Leu Cys Asn Val His Val
260 265 270

Pro Pro Tyr Cys Ser Pro Phe Gly Ser Met Ala Thr Gly Ser Gly Gly

275 280 285
Gln
<210> 84
<211> 173
<212> PRT

<213> Hordeum vulgare

<400> 84

Met Lys Thr Met Leu Ile Leu Ala Leu Ile Ala Phe Ala Ala Thr Ser
1 5 10 15

Ala Val Ala Gln Leu Asp Thr Thr Cys Ser Gln Gly Tyr Gly Gln Cys
20 25 30
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Gln
Gln
Gly
65

Ser
Met
Sgr
Arg
Gln

145

Ser

Gln

Cys

50

Cys

Glu

Arg

Gln

Met

130

Tyr

Ile

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

<400>

Gln

35

Ser

Gln

Gln

Gln

Ser

115

Val

Cys

Pro

85
13
PRT

Pro

Arg

Leu

Ala

Gln

100

Phe

Leu

Thr

Met

Gln

Thr

Met

Arg

85

Gln

Gly

Gln

Thr

Ala
165

Gln

Pro

Arg

Cys

Gly

Gln

Thr

Thr

150

Ala

Hordeum vulgare

85

Gln

Tyr

Gln

Gln

Gln

Pro

Leu

135

Pro

Thr

Met

40

Val

Gln

Ala

Ser

Gln

120

Pro

Cys

Cys

34030

Asn Thr
Gln Ser
Cys Cys
Val Cys

90

Phe Thr
105

Gln Gln
Ser Met

Ser Thr

Ala Gly
170

Cys

Gln

Gln

75

Ser

Gln

Val

Cys

Ile

155

Gly

Ala

Met

60

Pro

Met

Pro

Pro

Ser

140

Thr

Val

Ala

45

Trp

Leu

Ala

Gln

Val

125

Val

Pro

Cys

Ala Gln Gln Leu Ala Ala Gln Leu Pro Ala Met Cys Arg

1

5

10
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Phe

Gln

Ala

Gln

Gln

110

Glu

Asn

Thr

Leu

Ala

Gln

Val

95

Gln

Val

Ile

Ile

Gln

Ser

Ile

80

Ile

Gln

Met

Pro

Tyr
160





