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(57) Sang ché dé xuit phuong phap co ban duy tri hoac néu khong thi bao toan hoat tinh

sinh hoc cua dsARN, c6 mat trong té bao, dé lam cam sau phién ma biéu hién cua gen

trong sinh vat dich, bao gdm budc bd sung vao ché pham té bao hop chét co chiic ning cia

tac nhan lién két chéo protein hodc amin va/hodc axit. Sang ché con bao gém ché pham

chtra té bao chira dsARN, va tac nhén lién két chéo protein va/hoic axit.
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Linh vuwc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén kiém soat biéu hién gen bang ARN soi d6i. Cu thé 1a sang
ché d& cap dén phuong phap ting cudng kha ning cia ARN soi d6i duge dung ngoai
sinh — ttc 12 bén ngoai sinh vat dich va dudi cac didu kién méi trudong tuong ddi kho
chiu - dé 1am cam biéu hién gen & sinh vat d6. Sang ché con @& cap dén ché phdm dé

dung trong phuong phap nay.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Hién tugng ARN can thiép mot cach tiém ning dé lam cam biéu hién gen la da
biét.

ARN tuong d6i khong 6n dinh va c6 thé bi suy bién nhanh do, vi du, ribonucleaza
ma ¢ mat & khép noi bén ngoai té bao. Van dé véi viée dung dsARN hodc 1a tryc tiép
nhim dich sinh vét, hodc thong qua dung ngoai sinh 1én vi tri ma tai d6 ching ton tai
lién quan dén tinh dn dinh kém ciua ARN. Thuét ngit ding ngoai sinh ¢ nghia la dugc
ap dung 1én sinh vét dich theo cadch ma sinh vat dich ¢6 thé két hop véi nd, hodc dSARN
dugc tao ra trong sinh vat thu nhat ma khéc véi sinh vat dich va sinh vat dich két hop
v6i sinh vat thir nhit, hoic mot phan ciia ching bao gdm dsARN sao cho dsARN nay
c6 kha nang tic dong dén su 1am cam sau phién ma gen bao gbm trinh tu nucleotit twong
g v6i trinh tu chira trong dsARN. Dung ngoai sinh phan biét v6i tao ra ndi sinh — thuat
ngit ndy c6 nghia la viéc tao ra (thong thuong thong qua biéu hién tir trinh tu khac loai
thich hop) trong té bao cia sinh vat dich cia ARN s¢i doi c¢6 kha nang lam cam sau

phién ma gen dugc nham dich.

Mic du dsARN duoc dung ngoai sinh thudong c¢6 kha nang tao ra hi¢u ung sinh
hoc ¢6 lién quan trong thoi gian ngin, thim chi c6 thé 1én dén vai ngay sau khi dung,
hiéu qua thudng gidm nhanh véi dsARN thuong c6 thoi gian ban huy chi khoang 12 dén
24 gid trong dét vi du, va con tiy thudc vao diéu kién mdi truong chinh xac ma né dugce
dung. Céc giai phap khéc nhau cho vén dé nay da dugc dé xuét, bao gdm 1am 6n dinh

dsARN bang cach déng géi hodc néu khong thi lién két n6 véi polyme gitip tang cudng
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tinh én dinh cia né, do d6 tao ra thdi gian tac dong ting 1én. C6 2 khia canh vé thoi gian
tac dong. Ban than viéc lam cdm gen s€ mét hidu lyc tiy thudc vao tbc d6 quay vong
cta protein lién quan. Trong qué trinh 4 véi dat & diéu kién moéi truong, dsARN bi suy
bién trong khoang thoi gian khoang 2 ngay. Mic di dSARN c6 thé c6 tic dong co ban
lau hon so véi nhu thé, loi ich ctia sang ché 14 1am ting su duy tri trong mdi trudng clia

dsARN.
Bén chit ky thuit ciia sing ché

Do do, sing ché lién quan dén giai phép cho vAn d& bat hoat tuong ddi nhanh ctia
dsARN ma di dung cho sinh vat bing cach ngoai sinh, thudong 1a dudi didu kién dong

rudng ma thuong c6 1¢i cho su thoai bién hodc bit hoat nhanh ctia né.

Sang ché d& xuét phuong phép co ban duy tri hoic néu khong thi bao toan hoat
tinh sinh hoc ciia dsARN, c6 mit trong té bao, dé 1am cam sau phién mi biéu hién cta
gen trong sinh vt dich, bao gdm budc bé sung vao ché phim chira t& bao hop chat c6

chirc ning ctia tac nhan lién két chéo protein hodc amin va/hoic axit.
M5 ta vén tit cac hinh vé

Hinh 1: Thé hién ctia phuong phap lam bét hoat.

Hinh 2: Kinh hién vi TEM ciia té bao duoc bat hoat.

Hinh 3: So sanh ty 18 chét cua 4u tring & 7 ngay sau khi tan pha dat duge xir ly
v6i mAu bét hoat nhiét (cot mau den) hodc v6i miu duge xtt Iy v6i (A) metanol hoic (B)
isopropanol (cdt soc). Trong tAt ca cac mau gen dich tuong tmg v6i dich Dvs006.5. Cac

mAu duge ding cho dit 0 ngay, 3 ngay va 7 ngay trudc khi tan phé béi 4u tring.

Hinh 4: So sanh ty 1& chét ctia 4u tring & 7 ngay sau khi tan pha dat dugc xir ly
v6i mAu bét hoat nhiét (c6t mau den) hoic voi miu duogce xtt Iy véi (A) axit xitric hodc
(B) axit formic hodc (C) axt lactic (ct soc). Trong tat ca cac mau gen dich twong tmg
vé6i dich Dvs006.5. Cac mau duoc dung cho dat 0 ngdy, 3 ngay va 7 ngay trude khi tan

pha bai du tring.

Hinh 5: So sanh ty 1& chét ctia 4u tring & 7 ngay sau khi tan pha dat duoc xir Iy véi mau
bét hoat nhiét (c6t mau den) hodc v&i mau duoc xtt ly véi (A) 0,1% glutaraldehyt hodc

(B) 0,5% glutaraldehyt (cot soc). Trong tat ca cac mau gen dich tuong tmg véi dich
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Dvs006.5. Cac mau duge dung cho dat 0 ngdy, 3 ngay va 7 ngdy trude khi tan phd boi
4u trung.
M3 ta chi tiét sing ché

Theo mot khia canh ctia sédng ché, polyamin hodc protein dugc bd sung vao ché
phdm té bao trudc khi bd sung tac nhan lién két chéo protein hoic amin, sao cho
polyamin hogc protein sé& lién két voi nhém axit carboxylic trén bé mit t& bao va s& tao
thanh 16p 1am 6n dinh bén ngoai sau khi lién két chéo, tao ra su bao toan 16n hon hoat

tinh sinh hoc ctia dsARN ¢6 trong té bao.

T4c nhan lién két chéo va/hodc axit c6 thé duogc bd sung vao ché phém chira
bao trude khi ding ché pham 1én vi tri. Thuat ngit vi tri c6 nghia 1a mot vi tri ma tai do
ché phim té bao chira tac nhan dugc ding, va bao gdm canh ddng ma cay dang trong,
hodc trong d6 hat giéng cua cay tréng dugc gieo, hodc d4t ma cac hat giéng hodc cay

duogc dit vao do, hodc thuc su la canh déng, dét, hat giéng, va/hodc cay v& ban chét.

Trong phuong an dugc vu tién ciia phuong phép, vi tri 1a dat, va ché phdm duge
dung cho né trong vung xung quanh cdy ma dugc mong mudn dé bao vé bang cach nhim
dich dsARN vao gen thiét yéu trong sinh vét gy hai 1 con trung, nhu vi du sau cén ré
ngo.

T4c nhan lién két chéo ¢6 thé dugce chon tir nhém bao gém polyaldehyt, dialdehyt,
di-epoxit, poly epoxit, pyridyl disulfua, carbodiimit, di- hodc poly-isoxyanat, maleimit
da chuc, di- hodc poly-imidoeste, bis-diazonium, n-hydroxysucxinimit este va
haloaxetal va thuc té bt k¥ tac nhan lién két chéo da biét khac ma chira it nhat hai nhém
chitc — ma ¢6 thé hoic 1a giéng hodc khéc nhau. M6t s tac nhan lién két chéo hoa tan
nhe trong nudc, trong truong hgp dé ching cé thé duoc st dung mot cach thuén tién
trong cac dung dich trong dung méi thich hgp, hodc hén hop nuée va dung mdi d6. Tét
hon 13, tac nhan duoc chon tir nhém bao gdm polyaldehyt va dialdehyt, va con t5t hon
nita 12 dialdehyt. Dialdehyt dugc wu tién nhét 1a glutaraldehyt, viéc s dung cu thé thé
né trong phuong phap theo sang ché dugc minh hoa dudi day. Glutaraldehyt duge wu
tién boi vi kha nang phan img cua né sao cho phan ing nhanh mot cach thuan lgi, nhung
khong nhanh dén muc khé xtr 1y. N6 twong d6i khong ddc hai, d& hoa tan trong nudc,

san c6 va khong ton kém.
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Axit c6 thé 13 axit hitu co hodc axit vo co. Axit dugc uu tién 14 axit yéu, tot hon
14 axit hitu co, t&t hon nita 1& axit hitu co ¢6 1 dén 5 cacbon va tdt nhat 13 axit lactic hoic
axit formic. Khong bi giéi han baoi bét ky su giai thich cu thé nao vé co ché hoat dong,
viéc dung axit 1én cac t€ bao bét hoat theo sang ché c6 thé din dén su bién tinh cia

protein din dén su duy tri 1au hon cua dsARN trong mdi trudng.

Trong phuong 4n cu the, cac t€ bao 1a céc t& bao vi khuan, mic du céc t€ bao khac
c6 thé duoc str dung, bao gom ca tdo va thdm chi thuc vat hodc cic t€ bao nhén thuc

khac.

Trong trudng hop céc té bao 1a té bao vi khuln, tac nhén lién két chéo va/hozc
axit ¢6 thé duoc ding 1én cac té bao dé bat hoat ching. Theo dé, tac nhan lién két chéo
va axit c6 thé c6 hai chitc ning. Chirc ning thir nhét 12 bat hoat céc t& bao va chitc ning

thir hai 13 bao toan cac hoat tinh sinh hoc cia dsARN c6 trong té bao.

Theo cach khac, tic nhan lién két chéo vi/hoic axit dugc cung cép cho té bao ma
da dugc bét hoat trude d6 va cé mot chirc ning - 1a béo toan hoat tinh sinh hoc cia
dsARN c6 trong t& bao. Cac qué trinh lam bat hoat khac nhau 1a da biét trong linh vuc,
bao gdm bét hoat boi nhiét (dudi cac didu kién nhiét do va thoi gian thay doi kha rong),
bat hoat héa hoc nhu céc axit peraxetic, cupric ascorbat, natri hypoclorit, hydro peroxit,
guanidinium thioxyanat, formadehyt va mono-aldehyt khac, va khién chiing bi birc xa

ion hoa.

Téc nhan lién két chéo ¢6 thé duge bd sung vao ché pham t€ bao ma khong co
axit, axit nay c6 thé dugc bo sung ma khong cé tic nhan lién két chéo, hodc theo cach

khéc ca hai duoc bd sung vao ché phim té bao - tudn ty theo thir tu bt ky.

Du sir dung quy trinh nio, ché phim té bao thu duoc khong chira bat ky vi khuin

nao co thé song dugc vé mdt sinh hoc.

Té bao, ma 12 nhén so, hodc nhan thye, dugc thiét ké dé chua trinh tw ADN ma
khi duoc phién m3 tao ra ARN soi ddi, it nhét mot phén cua né chira trinh tu co ban
tuong déng v6i trinh tu cia mARN cua gen trong té bao nhan so hodc nhan thue, cu thé,
vi du 1a té bao cua sinh vat gay hai thuc vat, nhu con trung. Vi du dién hinh vé loai gay
hai ¢6n trung bao gém Diabrotica virgifera virgifera (sdu duc ré ngd phuong Tay),
Diabrotica barberi (sdu duc ré ngd phuong Bic), Diabrotica undecimpunctata howardi
(séu duc r& ngd phuong Nam), Diabrotica virgifera zeae (sau duc ré ngd Mexico) va
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Diabrotica speciosa (bo canh cimg hai biu bi). Sinh vat gay hai ma dsARN chong lai
¢6 thé c6 hidu qua ciing bao gdm céc sinh vat gay hai khac nhau da biét d6i voi cac nha
ndng hoc nhu giun tron, bo bd ciii va gidi v mim bénh trong dat thich hop nhu vi khuan
va ndm.

Néng do cta tac nhén lién két chéo c6 trong, hodc dugc bd sung vao, ché phém
t& bao 1a twong ddi déng k&. Néu qua nhidu hoic qua it tic nhan lién két chéo c6 mit,
hodc duge bd sung vao hodc néu khong thi xuét hién & vi trf tai d6 ché phém té bao dugc
b sung, dsARN c6 kha ning thé hién hiéu qua 1am cAm gen sau phién ma 1a khong hiéu
qué. Trong trudng hop ma tic nhan 1a glutaraldehyt, tAc nhin c6 mat trong ché pham té
bao/tai vi tri v6i lugng ndm rong khoang tir 5 dén 0,001%, t&t hon 14 tir 2,5 d&én 0,005%
va t6t nhét 12 tir 1 dén 0,01%, trong d6 % 1a so v6i thé tich cudi cling ctia ché pham té
bao. Chuyén gia trong linh vuc hiéu rz"mg dé huong loi tir ca vige bét hoat té bao va hiéu
qué 1am 6n dinh dsARN cia téc nhén lién két chéo, ndng d6 cao hon s& dugc yéu cau
so v&i khi tac nhan lién két chéo duoc bd sung vao t& bao ma da dugc lam bat hoat trudc
do.

Theo d6, khi duoc stt dung dé vira 1am bét hoat té bao va lam on dinh dsARN,
ndng do cta tac nhan lién két chéo (cu thé 1a glutaraldehyt) bang it nhat khoang 0,1%
va t&t hon 14 tc nhan c6 mat trong ché phdm té bao/tai vi tri v&i lugng nam trong khoang
tir 1 dén 0,1%. Tuy v, khi tac nhén lién két chéo dugc dung dé 1am on dinh dsARN va
t& bao duoc lam bAt hoat trude, ndng dd cia tic nhén lién két chéo (cu thé Ia
glutaraldehyt) bang it nhat khoang 0,01% va t6t hon 1a tac nhan c6 mit trong ché phim

té bao/tai vi tri vi luong nim trong khoang tir 1 dén 0,01%.

Theo phuong an dugc uu tién ctia phuong phap, té bao 1a t& bao vi khuan, va tac
nhén la glutaraldehyt ma cé mdt trong ché phim té bao v&i lugng ndm trong khoang tir
1 dn 0,01% theo thé tich cudi ctia ché pham. Khong bi giti han bai bat ky sy giai thich
cu thé nao v& co ché dong, tac nhén lién két chéo du duoc hiéu 12 1am giam tinh sinh
kha dung ctia dsARN trong khi d6 qua it tdc nhan lién két chéo khong tao ra su cai thién

mong muon vé tinh 6n dinh va né khong lam bat hoat té bao.

Theo phuong 4n dugc wu tién ciia phuong phap, té bao 1a té bao vi khuin, va axit
la axit formic hogc axit lactic ma ¢6 mat trong ché pham té bao v6i lugng nim trong

khoang tir 1M dén 0,1M trong ché pham.
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Str dung phuong phép theo sang ché kéo dai kha dang ké thoi gian hoat tinh sinh
hoc lién quan dén dsARN c6 trong té bao - thudng duy tri hoat tinh trong m6i trudng
dAt & nhiét d6 trén khoang 12 do C trong khoang thoi gian 1én d&én hon 21 ngay so véi

dsARN dung cho d4t nhung trong d6 khéng ¢ tic nhén lién két chéo nao dugc sir dung.

Sang ché con bao gdm ché phim theo sang ché chira té bao va tac nhan lién két
chéo protein, khac biét & chd ché phdm bao gdm dit, té bao bao gbm dsARN, va tac

nhén la glutaraldehyt.

Séang ché con bao gdm ché phim theo sdng ché chira té bao va axit, khac biét &
chd ché phim bao gdm dat, t& bao bao gdm dsARN, va axit 1a axit lactic hodc axit

formic.

Sang ché con bao gdm ché phim té bao chira tic nhan lién két chéo protein
va/hodc axit dugc bd sung nhim muc dich duy tri hoat tinh sinh hoc cua dsARN dugc
biéu hién khac loai trong té bio ciing nhu sir dung tic nhan lién két chéo protein va/hodc
axit dé co ban lam &n dinh hodc néu khong thi bao toan hoat tinh sinh hoc ctia dsSARN

c6 mit trong té bao.

Sang ché s& duge minh hoa bang cac vi du khong gi6i han sau day.
Vi du thue hién sang ché

Tao mAu thir - Lén men

Plasmit chira cat-xet biéu hién dsARN diéu khién T7 da duoc bién nap vao té bao

E. coli HT115 (DE3).

P8 san xuit dsARN, nudi céy dugc ching ngtra tir khuén lac duy nhét va duoc

trong qua dém trong mdi trudomg LB ¢6 chira cac khang sinh thich hop.

Nudi cdy qua dém sau d6 dugc pha lodng thanh OD600 = 1 bang cach sir dung
LB c6 chira khang sinh thich hop. Dé tao ra su phién ma ctia dsARN, IPTG duoc bd
sung dén ndng do cudi bing 1,0mM. Dich nuéi cdy sau d6 dugce G trong 3,5 gitr & 37°C

trong khi ldc & 250rpm.

Sau khi cam tmng, nudi cdy dugc ly tim, duoc tao huyén pht lai & OD600 lién
quan, thuong & khoang tir 50 dén 100 don vi/ ml (trong d6 1 don vi twong Ung v&i 1ml
té bao & OD600=1) va dich ndi dugc loai bo. Céc vién nay sau d6 duge lam bét hoat cho
cac thur nghiém khéac.
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BAt hoat nhiét. Vi khudn bi diét bang cach xir Iy nhiét, thuong la xir ly HTST,
qué trinh “nhiét d6 cao trong thdi gian ngin”, bao gdm gia nhiét dich nuéi vi khun
trong dong chay qua, 1a da biét d6i v6i phuong phép thanh trung. Kha nang khong song
s6t ctia vi khudn duoc xac nhan bing cach cy phén wéc clia nude xuyt 1én tim LB va i

qua dém & 37°C.
Ché phim dé tang d6 6n dinh ctia dat (Hinh 1).

1) X Iy rugu: céc vién vi khuén dugc tao huyén phu lai trong 100% metanol
hodc 100% isopropanol va dugc bao quan & 4°C. Trude khi thiét 1ap cac thir nghiém
sinh hoc, cac miu duoc sdy kho trong may speedvac va dugc tao huyén phu lai trong

nude, & OD600 lién quan.

2) X Iy axit: cac vién vi khuén dugce tao huyén phu lai trong 0,5 M néng do
cudi clia axit, bao gdm axit xitric, formic hogc lactic, pH 3,5. Cac miu dugc u trong 4
gid & nhiét o phong, trong khi lic & 35 vong/phiit trén cac con lan, sau d6 cdc miu duge
ly tdm, rura hai lan béng nudce va dugc tao huyén phu lai & OD600 lién quan. Cac mau

duoc luu trit & 4°C cho dén khi thiét 14p thir nghiém sinh hoc.

3) Xir Iy glutaraldehyt: cac vién vi khuén duoc tao huyén phu lai trong 0,1%
hoic 0,5% ndng do6 cudi cta glutaraldehyt. Céc mau duoc u trong 2 gid, 4 gidr hodc 72
gi0 0 nhiét do phong, trong khi l4c & 35 vong/phut trén cac con lin, sau d6 cac miu dugce
ly tdm, rura hai 1in va dugce tao huyén phu lai & OD600 lién quan. Céc mau duge luu trit

& 4°C cho dén khi thiét 1ap thir nghiém sinh hoc.

Déi v6i mdi phuong phap bét hoat, kha ning khong séng sét clia vi khudn dugc
xé4c nhan bing cach cdy phan udc ctia dich da xtt Iy néu trén 1én tim LB va 0 qua dém
& 37°C.

Kinh hién vi TEM

Tinh toan ven ctia mang t& bao va khia canh chung cua céc té bao sau bude khir
hoat tinh duge kiém tra béng kinh hién vi TEM. Tém lai, cidc mau dugc cb dinh trong
chit dém natri cacodylat, chira 2% paraformaldehyt va 2% glutaraldehyt, trong 2 gir &
nhi¢t d6 phong. Cac mAu sau d6 duoc rira va ¢b dinh 1an thtr hai véi OsO4 nude 1% va
rira thém. Sau khi 0 qua dém v&i dung dich nhu¢m chén, uranyl axetat nuée 0,5%, cac

mau duge rira thém, sau d6 khir nudce bang etanol va nhung trong nhya Spurr, sau d6 0
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10 gid trong 10 dé cho phép polyme héa. Cac mau dugc truc quan hoéa bdi TEM (Hinh
2).

Két qua chi ra ring cac té bio nguyén ven trong cac mAu bi bt hoat boi axit
formic, axit lactic va glutaraldehyt, trong khi trong cdc mau khac, duge xir ly bing

metanol, isopropanol va axit xitric, cAu tric té bao va thanh té bao cho thdy bi pha v&.

Thtt nghiém hoat tinh sinh hoc trong dét. Thir nghiém duoc thiét 1ap béng cach
str dung cung mau. Mot cach ngén gon, cac phin udc khac nhau cua thanh phén hoat
tinh duoc diéu ché bing cach tron miu bét hoat, biéu hién su kiém soat GFP dsARN ctia
chiing hoic Dvs006.5 dsARN hoat tinh. Cac miu duoc kiém tra bao gdm céc miu vi
khun bi bit hoat bing xtt Iy nhiét, xit ly glutaraldehyt, xir ly axit hogc xir Iy cdn. Céc
lugng mAu khic nhau duge dung cho dAt trong cac dia 48 giéng dé dat duoc néng do
cubi ciing ctia dsARN tuong dwong véi 2,5ug, 25ug hodc 50pg. Cac dia duge t & 25°C
trong 0, 3 va 7 ngdy, trudc khi dédu tring pha hoai.

Sau 24 gidr U trén dia dét, it nhat 30 Au tring mdi xi ly da dugc chuyén sang tm
4n nhan tao (1 4u tring mdi giéng). Ty 18 chét cua 4u tring duoc dénh gia hang ngay
trong 7 ngay. Dit liéu vé ty 18 chét ctia 4u tring & 7 ngay sau khi pha hoai dugc thé hién
(Hinh 3, 4 va 5). Khi thanh phin hoat tinh dugc thém vao cac tm dét vao ngay pha hoai
béng 4u tring (Ngay 0), ty 1& chét dang ké tao ra boi tAt ca cac mau, bao gém su bAt
hoat bang xur 1y nhiét (HTST), xtr Iy bing rugu, xi Iy bing axit hodc xir Iy bing
glutaraldehyt. Piéu nay chi ra ring cac phuong phép lam bat hoat khac nhau khéng anh
huéng dén tinh sinh kha dung ctia dsARN.

Sau 3 hodc 7 ngay u trong dét, va nhu mong doi, su gidm rd rang vé hoat tinh
duoc quan sat thdy déi voi miu HTST (ty 1& chét <60% vao ngay 3 va ty 1& chét <25%
vao ngay 7). Dbi vé6i xit Iy bing ruou, metanol va isopropanol twong tmg, khong thiy
su cai thién nao so vdi kiém soat HTST (Hinh 3). Thu vi 13, dbi véi cac mau duoc xir Iy
bing axit lactic va formic quan sat thdy su cai thién 16 rét so véi d6i chimg HTST,
khoang 80% ty 1& chét vin duoc quan sat thdy sau 3 va 7 ngiy u trong dat.

Axit xitric khong thé hién su cai thién so voi ddi chimg (Hinh 4).

Ddi véi cac mau duge xir ly béng 0,1 ho#c 0,5% glutaraldehyt, hi¢u qua tham chi
con 1ém hon, va ty 1& chét dat duoc & ngay 3 va 7 van trén 90%, cao hon déng ké so véi

kiém soat HTST (Hinh 5).
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Dit liéu th hién dsARN trong cac méu vi khuin duoc xir Iy bang axit formic
hoic axit lactic 0,5 M (Hinh 4.B va C) hodc glutaraldehyt & ndng d6 bang 0,1 hozc 0,5%
(Hinh 5.A va B), 6n dinh trong d4t 1én dén 7 ngay; cac xir Iy nay tao ra phuong phap ma
bao vé thanh phin hoat tinh chéng lai tho4i bién 1a dét, do d6 kéo dai su duy tri clia
dsARN.

-10-



35826

YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phép bao gdm:
diéu ché ché phim chira t& bao vi khudn c6 dsARN c6 trong té bao ma lam cim biéu
hién cta gen sau phién ma & sinh vt dich;
bd sung vao ché pham glutaraldehyt nim trong khoang tir 0,01 dén 1% tuong tmg voi
thé tich cudi ctia ché phim dé lién két chéo véi té bao vi khudn; va
diing ché phim chtra té bao vi khuén dugc lién két chéo cho sinh vat dich dé kiém soat
sinh vét dich;
trong d6 té bao vi khudn duoc lién két chéo ¢6 hoat tinh sinh hoc va va vé co ban giir lai
hodc bao ton hoat tinh sinh hoc ctia dsARN ¢4 trong té bao it nhat nhiéu hon 3 ngay so
v6i té bao vi khuan chi duoc xir ly bang nhiét;
trong d6 phuong phap nay loai trir phuong phép ngan ngura va diéu tri cho co thé ngudi
hodc dong vat.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 sinh vat dich duge chon tir nhém bao
gbm Diabrotica virgifera virgifera (sau duc ré ngd phuong Tay), Diabrotica barberi
(sau duc r& ngd phuong Bic), Diabrotica undecimpunctata howardi (sdu duc ré ngd
phuong Nam), Diabrotica virgifera zeae (su duc 1é ngd Mexico), Diabrotica speciosa
(bo canh cung hai bau bi), tuyén trung, giun kim va gioi va mam bénh trong dét thich
hop.
3. Phuong phdp theo dim 1, trong d6 t& bao vi khudn hdu nhu bi bat hoat bing
glutaraldehyt.
4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 t& bao vi khuan dugc thiét ké di truyén.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 sinh vat dich 1a sinh vat gy hai thuc vat.
6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 viéc dung dién ra bang cach ap dung ché phim
nay cho dt.
7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 té bao vi khuén c6 hiéu qué sinh hoc ddi véi sinh
vat gy hai thuc vat va vé co ban van giit dugc tic dung sinh hoc dbi véi sinh vat gay

hai thuc vAt it nhat 7 ngay sau khi 4p dung trong dat.
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8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 sinh vat gy hai thuc vat duge chon tir nhém bao
g0m Diabrotica virgifera virgifera (siu duc & ngd phuong Tay), Diabrotica barberi
(sdu duc ré ngd phuong Bic), Diabrotica undecimpunctata howardi (sdu duc ré ngd
phuong Nam), Diabrotica virgifera zeae (sau duc 1& ngd Mexico), Diabrotica speciosa

(bo céanh cig hai bau bi), giun tron, bo bo cti va gioi.

9. Phuong phép theo diém 8, con bao gdm budc rira ché phim té bao vi khudn duoc lign

két chéo.
10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 glutaraldehyt it nhét 1a 0,1%.
11. Phuong phép theo diém 8, trong d6 glutaraldehyt it nhét 1a 0,5%.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 t& bao vi khuan vé co ban 1a bi bét hoat trude
khi bd sung glutaraldehyt.
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Hinh 1

Nudi cay trong mé Ién men

Bét hoat nhiét

B4t hoat gilr té bao nguyén ven

Ruwou Axit Glutaraldehyt
100% MeOH Axit xitric 1M

7 Axit formic 1M gﬁ g';:f’
100% lsoprop Axit lactic 1M e

Kiém tra khong co kha nang ton tai

¥

Hoat tinh sinh hoc
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Hinh 4
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Hinh 5
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