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dau phan tir dé nhan dang cay khang gi trang cta chi Chrysanthemum. Cu thé 13, sang ché
dé cap dén cay thudc chi Chrysanthemum, cdy nay khang véi gi tring va cdy nay chira
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Linh vie ki thuat dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén cay khang gi tring ctia chi Chrysanthemum va hat, phan cay,
té bao ciy va thé hé con ctia n6. Sang ché con dé cap dén phuong phap, va cu thé 1a gen
danh d4u phén tir, @ nhan dang ciy khang gi tring ctia chi Chrysanthemum.

Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

Chrysanthemum, cling dugc goi la chrysant(h), la cdy c6 hoa cua chi
Chrysanthemum trong ho Asteraceae. Cay nay sinh truong tu nhién ¢ chau A va phia
ddng béic chau Au va bao gdm mét sd 16n loai va cay trong vuon.

Mot sb gibng Chrysanthemum trong d6 Chrysanthemum ctia nguoi trong hoa
quan trong vé mat kinh té truée ddy dwgc phan loai & chi Dendranthema. Tuy nhién,
hién tai, Chrysanthemum ctia ngudi trong hoa duoc phéan loai lai 14 Chrysanthemum
indicum, khoi phuc vi tri cia Chrysanthemum nay trong chi Chrysanthemum.

Loai Chrysanthemum c6 trong ty nhién la cdy c6 quanh ndm dang co. Loai
Chrysanthemum nay biéu hién 14 sap xép xen nhau duoc chia ra 14 non véi ria ¢é ring
hodc d6i khi nhin. Chrysanthemum dugc trong dau tién & Trung Qudc dudi dang thao
mdc ¢6 hoa tir thé ky thir 15 true cong nguyén va hon 500 ciy da dugc ghi lai dén nam
1630.

Chrysanthemum dugc tréng hién tai biéu hién viéc c6 hoa rd rét va ¢6 thim m§
hon so v6i ho hang dai ctia chung. Pau hoa xut hién ¢ nhidu dang, va c6 thé giéng clic
hodc dé trang tri, nhu xép nu hoa hodc biip mam. Chi nay chira nhiéu thé lai va hang
nghin cdy duoc phat trién cho muc dich trong vudn. Ngoai mau vang truyén thdng, cac
mau khic cling c¢6 thé co, nhu tring, tim, va do. Thé lai quan trong nhat 1a
Chrysanthemum x morifolium, cling dugc goi la Chrysanthemum X grandiflorum, chu
yéu c6 ngudn gbc tir Chrysanthemum indicum.

Chrysanthemum c6 thé duogc chia thanh hai nhém co ban, chiu dung duogc rét
trong vuon va trung bay. Chrysanthemum trong vudn 1a loai ¢6 quanh ndm c6 khé nang
qua dong & hu hét vi d6 bic. Loai trung bay thong thuong khong c6 kha ning van con
séng sau mua déng. Chrysanthemum trong vuon ¢ thé dugc dinh nghia bang kha nang

tao ra nhiéu hoa nho v6i mdt it sy ho trg méy modc bat ky néu c¢d, nhu dong coc, va ¢co
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thé chiu dyng gi6 va mua. Loai trung bay thong thuong can déng coc, qua dong trong
moi trudng twong dbi khd, mat, va thinh thoang bd sung dén vao ban dém.

Gi tring 1a bénh & cdy gay ra bdi Basisiomycota. Basisiomycota tao ra chudi thé
hé huyét thong riéng ctia vi sinh vat c6 nhan dién hinh giéng nim. Chung 1a sinh vat
dang sgi, quan sat dudi kinh hién vi, hép thu ma tai tao béng ca sinh san hitu tinh va vo
tinh. Basiodiomycete chiém ca 16i sdng hoai sinh va gy bénh, va bao gom mét s thé
gdy bénh khét tiéng nhét clia cdy, gdy bénh tan pha chéng han nhu thdi nau ¢6 hach ctia
khoai tdy, ca chua va pham vi rdng cdy canh va ri sit cua lua mi. Basidiomycete dugc
biét dén dé san xuét thé qua 16n nhu nim, nélﬁ tring va moc va la sinh vat quan trong
trong su phan i clia gd va l4.

0 Chrysanthemum, gi tring 12 bénh thong thudng gay ra bdi basidiomycete gy
bénh hodc ndm Puccinia horiana. Triéu chimg dic biét & Chrysanthemum bao gdm dém
gi tring trén bé mit trén cua l4. Cac ddm nay ban diu c6 mau xanh nhat dén mau vang
va duong kinh 1én téi 5 mm, nhung c6 thé chuyén sang mau nau khi mé bi hoai ti. 0
mit dudi cua 14, cac dém phat trién thanh nét ma mau hdng hodc tring ma tré nén 16i
khi bao tir mia dong phét trién. Bénh thong thuong tiép tuc & cac doan cdt va cdy bi
nhiém, bao g@)m hoa da cét, cua Chrysanthemum nha kinh.

Cho t6i nam 1963, Puccinia horiana dugc gidi han & Trung Quéc va Nhat Ban.
Tuy nhién, do né lan nhanh trén cic doan c4t nhap khau bi nhiém va hién 12 bénh dang
so va nghiém trong trong cac vuon wom & chau Au. Mot sb 1on dang bénh P. horiana
da duoc biét, va su khéac biét 16n vé tinh doc cta dang bénh P. horiana sau khi céy trén
nhiédu cay Chrysanthemum dugc chimg minh (De Backer, 2012). P. horiana dang bénh
NL1, thu duge nim 2006 & The Netherlands thé hién 1a dang doc nhét.

Viéc phun ngan ngura véi thudc diét nAm hiéu qua nhung t6n tién. Khi khi hau rat
thich hop véi gi tring tham chi phun ngén ngira khong du higu qua va loai man cam c6
kha ning bi nhiém cao. Thanh phéan hoat dong dugc phat hién ra hitu ich bao gbm
oxycarboxin, triforin, benodanil, triadimefon, diclobutrazol, bitertanol va propiconazol.
Verticillium lecanii d3 dugc goi y dé didu tiét hé sinh thai bang bién phap sinh hoc trén
Chrysanthemum nha kinh.

Xem xét thiét hai dang ké vai viée tré)ng Chrysanthemum boi gi tréng, ¢4 nhu cau

trong linh vuc k¥ thuét nay dé tao ra ngudn khang di truyén méi, tc 13 trong linh vuc
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ky thudt nay cin gen khang méi tao ra tinh khang gi tring d6 bén cao cho cdy cua chi
Chrysanthemum.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché, trong cdc muc dich khac, dép (mg nhu cdu trén cia linh
vuc k¥ thuét nay.

Theo sang ché, muc dich nay dugc dap ting bdi sang ché bang phuong phap dé
xuét cdy, phan cdy, hat va phuong phap nhu dd néu & cac diém yéu cau bao ho kém theo.
MO ta viin tit cac hinh vé
Fig. 1: thé hién dudi dang biéu dd méi twong quan giita ty 1§ udce tinh gita ban

sao ctia alen khang va alen man cam va kiéu gen KASP & hai locut ¢6 tinh
khang (SNP 115 va SNP 123). Péi véi ca ty 1&¢ GBS va ty 1€ KASP, gia tri

16n hon chi ban sao cda alen khang nhiéu hon.

Fig. 2: thé hién dudi dang biéu dd mdi lién quan gitra diém s lidu theo trinh tu
kiéu gen va profin tinh khang tai hai gen danh ddu SNP trong cic ca thé
F1 (lai lya chon 08041 x lya chon 02033). Tai ca hai gen danh dau mbi
lién quan rét dang ké khi céc ca thé mang nhiéu ban sao clia alen khéng

hon thong thudong khang hon.

Fig. 3: thé hién dudi dang biéu d6 mdi lién quan gitta diém sb kiéu gen KASP va
profin tinh khéng tai hai gen danh diu SNP trong céc ca thé F1 (lai Iya
chon 08041 x lya chon 02033). Tai c4 hai gen danh ddu mbi lién quan rat

dang ké.

Fig. 4: thé hién bidu dd thé hién phan bd cua ty 1é liéu GBS da hop & doi con F1.
Ty 1€ GBS 16n hon chi ra ca thé d6 mang nhiu ban sao “khéng” clia kiéu

don dugc mo ta hon.

MO ta chi tiét sang ché

Cu thé 13, theo khia canh dau tién, dbi tuong nay cua sang ché, trong sb nhiéu dbi
tuong khac, dugc dap ting bang cach dé xuit cay thudc chi Chrysanthemum, cdy nay
khang véi gi tring va cdy chira trong b gen cta ching it nhit mot viing gen, hodc gen
hoic alen, tao ra tinh khang gi trang, it nhat mot viing gen hodc gen, tao ra tinh khang
gi trang vé mit di truyén lién két véi trinh tu axit nucleic bao gbdm Vi it nhat mot ban

sao trong bd gen cua cdy khang nay va dugc dai dién boi SEQ ID No. 3. Xem x¢t tinh
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chét luc bdi cua cdy thudc chi Chrysanthemum, SEQ ID No. 3 t6t hon 1a c6 mit trong
bd gen cua cdy khang véi it nh4t mot ban sao, nhu 2, 3, 4, 5 hodc 6 ban sao mdi ciy
khéng.

Trong bdi canh sang ché, cac thuét ngit “ving gen” hodc “cac ving gen” chi trinh
tu hat nhén riéng ma héa mot hodc nhiéu gen tao ra tinh khéang gi tréng nhu mot gen.

Trinh tw SEQ ID No. 3 v& mit di truyén duogc lién két voi cac ving gen hodc gen
tao ra tinh khang gi tréng, hoidc duoc tao ra khac biét, SEQ ID No. 3 1a gen danh dau
phan tir chi din cho sy c6 mit cua cac ving gen hodc gen tao ra tinh khang gi tréng.
SEQ ID No. 3, va céc trinh ty khéc trinh bay ¢ day, ¢ thé thu dugc bang cach giri mau
chtra gen ADN cua cdy khéang gi tréng cua chi Chrysanthemum, nhu mau ndp luu duge
xé4c dinh & day, dé phan hiy gi¢i han véi cdc enzym gidi han Msel va EcoR1 tiy ¥ két
hop khuéch dai axit nucleic bang cip mdi dugc phat trién dua trén céc trinh tur dugc tao
ra trong ban mo ta nay.

Mic du phét hién sy ¢6 miat ciia SEQ ID No. 3 du dé thiét 1ap xem lidu cay cua
chi Chrysanthemum c6 khang véi gi tring hay khong, tinh khang ngoai ra ¢ thé duoc
x4c nhan boi xét nghiém bénh nhu xét nghiém bénh dugc néu dudi day.

Xét nghi€ém bénh co thé duoc tién hanh trén cac doan cit hodc cdy nho bén trong
vét chtra nhua kin dai 125¢m x rdng 80cm x cao 35¢cm st dung nip nhya. Cay c6 chat
céy bi nhidm gi trang dugc dit trong cac vat chira (36 cdy co chét cdy v6i mdi vat chira
phan b6 déng déu gifta 265 doan c&t). Thé phan lap c6 ngudn gde tir P. horiana dang
bénh NL1 c6 thé dugc sir dung (dang bénh NL1 gbe duge léy tr Plantenziektenkundige
Dienst, Wageningen, NL).

Boi vi gi tring can d6 4m tuong ddi cao va mang nude trén 14, cdy nho hodc cac
doan cit, mit trong cua vat chira nhya va nép day t6t nhét 12 dugc lam mo bing nudc
khit khoang két hop v6i miéng vai w6t & day vét chira nhya. Sau khi chuan bi thiét 14p
thi nghiém, hd chira dugc dit trong budng sinh trudng & 18°C duge che bing nhua tring
dé tao ra moi trudng t6i, Am wGt trong bdn ngay. Mdi ngay cac vat chtra duge thong gio
dé dam bao phan tan tdt cac bao tir qua toan bd vat chira. Sau khi loai bé nhua tréng cac
vat chira duoc chiéu sang két hop v6i thity ngan va dén SON-T trong 18 gid mdi ngay
(6000 Lux).
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Thong thuong, triéu chimg bénh co6 thé dugc danh gid sau 21 dén 28 ngay bi
nhidm bénh. Cay dugc ghi lai theo thang diém tir 1 (nhiém) dén 9 (khong bi nhiém)
trong d6 diém 1-3 chi cay d& bi, 4-6 chi cdy khang trung binh va 7-9 chi cdy khang.

T6t hon 13, cdy theo sang ché con chia trong bd gen cua ching vang gen hodc
gen khéc, tao ra tinh khang gi tring, ving gen, hodc gen tao ra tinh khang gi trang khac,
vé& mit di truyén duoc lién két véi trinh tu axit nucleic bao gém v&i it nhdt mot ban sao
trong bo gen cia cdy khang va dugc dai dién béi SEQ ID No. 2 hodc SEQ ID No. 1.
Xem xét tinh chit luc bdi ciia cdy thude chi Chrysanthemum, SEQ ID No. 2 va SEQ ID
No. 1 tét hon 13 c6 mit, doc 14p véi nhau, trong bo gen ciia cdy khang véi it nhét mot
ban sao, nhu 2, 3, 4, 5 hodc 6 ban sao véi mdi cay khang.

Theo phuong an dugc wu tién dic biét, cdy theo sang ché con chira trong bd gen
cua chung céc ving gen, hodc gen khéc, tao ra tinh khang gi tring, cdc ving gen, hodc
gen tao ra tinh khang gi tréng khéc, vé mat di truyén duoc lién két vai trinh tu axit
nucleic bao gdm véi it nh4t mot ban sao trong bd gen cua cdy khang nay va dugc dai
dién boi SEQ ID No. 1 va SEQ ID No. 2, lan luot. Xem xét tinh chét luc boi cua cay
thudc chi Chrysanthemum, SEQ ID No. 2 va SEQ ID No. 1 tdt hon 1a c6 mat, doc lap
v4i nhau, trong bd gen cla cdy khang voi it nhit mét ban sao, nhu 2, 3, 4, 5 hodc 6 ban
sao v6i mdi ciy khang.

Céc tac gia sang ché da xac dinh c4c trinh ty gen khac mic du twong tu (nhung
khéng giéng) v6i SEQ ID No. 3, va c¢6 mat trong ving gen, locut hodc gen c6 tinh khang
gi trang khong chiju trach nhiém cho viéc trao ddi tinh khéng véi gi tring. Vi nhu thé
trinh tu gen tuong ty (nhung khong gidng) véi SEQ ID No. 3 duge goi 1a céc alen man
cam hoic trinh tw gen min cam. Do d6, theo phwong an wu tién, cdy theo sang ché chira
nam ban sao hodc it hon vi mdi cdy clia c4c trinh ty axit nucleic twong tu (nhung khong
gidng) nay bao gbm trong bd gen clia cay khang dugc chon tir nhém bao gdm SEQ ID
No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8 va SEQ ID No. 9.
Xem xét tinh chat luc boi cia cdy thude chi Chrysanthemum, SEQ ID No. 4 dén 9 tbt
hon 14 c6é mit, ddc 1ap véi nhau, trong bd gen cua cdy khang c6 4 ban sao trd xubng nhu
3, 2, 1 ho#c 0 ban. Trong truong hop sau, cdy theo sang ché chira 6 ban sao ctia SEQ ID
No. 3. |

Cay theo sang ché tét hon 1a cay Chrysanthemum da cit hodc cdy

Chrysanthemum trong trong chau. Cay Chrysanthemum da cit va cay Chrysanthemum

-6-
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trong trong chau ciing duge goi trong linh vyuc k¥ thuat nay 1a hoa da cit va ciy trong
chéu, 14n luot. Thinh thoang, cling tham chiéu dén Chrysanthemum trong vuon 1a phién

ban thir nghiém & vuon cua cay Chrysanthemum trong trong chau.

Theo phuong an duwgc uwu tién cua sang ché, cay theo séng ché thudc chi
Chrysanthemum dugc chon tr nhém bao gdm Chrysanthemum x morifolium,
Chrysanthemum x grandiflorum; Chrysanthemum x rubellum; Chrysanthemum abolinii;
Chrysanthemum  achillaea L.; Chrysanthemum  alabasicum; Chrysanthemum
brachyanthum; Chrysanthemum  carinatum; Chrysanthemum  chalchingolicum;
Chrysanthemum  cinerariifolium; Chrysanthemum  coccineum; Chrysanthemum
coreanum;  Chrysanthemum  coronarium;  Chrysanthemum  decaisneanums;
Chrysanthemum delavayanum; Chrysanthemum dichrum; Chrysanthemum fastigiatum;
Chrysanthemum  frutescens; Chrysanthemum gracile; Chrysanthemum grubovii;
Chrysanthemum horaimontanum; Chrysanthemum hypoleucum; Chrysanthemum
indicum L.;  Chrysanthemum  junnanicum;  Chrysanthemum  kinokuniense;
Chrysanthemum kokanicum; Chrysanthemum konoanum; Crysanthemum majus;
Chrysanthemum marginatum; Chrysanthemum mawei; Chrysanthemum maximum L.;
Chrysanthemum — miyatojimense; ~Chrysanthemum  morifolium; — Chrysanthemum
multifidum; Chrysanthemum nitidum; Chrysanthemum parvifolium; Chrysanthemum
przewalskii;  Chrysanthemum purpureiflorum; — Chrysanthemum  ramosum,
Chrysanthemum  rhombifolium; ~ Chrysanthemum  roborowskii; ~ Chrysanthemum
segetum, Chrysanthemum shihchuanumi, Chrysanthemum shimotomail,
Chrysanthemum  trilobatum; Chrysanthemum tripinnatisectum, Chrysanthemum
vestitum; Chrysanthemum vulgare (L.); Chrysanthemum yoshinyanthemum; va
Chrysanthemum zawadskii.

Theo phuong an dugc uu tién khac cua sang ché, madm gay bénh giy bénh gi
tring theo sang ché 14 Puccinia horiana. Puccinia horiana 1a gi tu dong. Céc bao tir mua
déng hai té bio nay mam tai chd dé tao ra bao tir ddm don bao dugc phéan tan trong dong
khong khi. Cac bao tir khac khong duoc biét dén. Do 4m cao, va mang am, dudng nhu
1a cAn thiét cho sw ndy mam cla ca bao tr mia déng va bao tir dam. Bao t mua dong
¢6 kha niang nay mam ngay khi chung trudng thanh; viéc ndy mam va phat bao tir dam
xuit hién trong khoang tir 4°C dén 23°C va, & nhiét do t6i wu 1a 17°C, vige phat bao ti

dam dugc quan sat trong 3 gio. Bao tir dam co thé ndy mam trong pham vi nhiét d rong
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va, & 17-24°C, mot trong hai bé mat ctia 14 c6 thé bi xuyén thiing trong vong 2 gid. Nhu
vy, chi 5 gid 4m 14 du cho nhidm tring méi thiét 1ap. Trong 14, soi ndm thira, trong
subt, lién bao duoc tao ra v6i gide mat ndi bao. Thoi gian G bénh thuong 1a 7-10 ngay,
nhung thoi gian ngin & nhiét do cao (trén 30°C) ¢6 thé kéo dai thoi gian dén 8 tuan.

Sau khi bi nhidm tring, d5m mau xanh nhat dén mau vang, dudng kinh 1én dén
5 mm, phat trién trén bé mit trén cta l4. Trung tdm cla cic diém nay tré nén nau va
hoai t&r v6i 1d0 hoa. Trén bé mit thdp hon twong Ung, ndt mu (telia) nho 1&n, mau vang
sam hodc hoi héng, sap dugce phat hién ra. Vi cac ddm trén bé mit trén trd nén 16m, céac
ndt ma nay tré nén qué 16i va chuyén sang mau trdng khi bao tir dam dugc tao ra. Telia
doi khi dugce phat hién ra & mat trén 1a. La bi tn cong dit doi héo, ru xubng than cdy va
dan kho hoan toan.

Theo phuong én duge uu tién khéc nita, sang ché dé cip dén cay chira it nhét mot
vung gen hodc gen, tao ra tinh khang gi tréng c6 ngudn gbc tir cay Chrysanthemum dugc
ndp lvu dudi s6 NCIMB 42762 vao ngay 31 thang 5 nam 2017. Cdy Chrysanthemum
dugc nop luu dudi s6 NCIMB 42762 c6 thé thu dugc thong qua Bo suu tap qudc gia vé
Vi khuén‘ cdng nghiép, thuc phém va bién (NCIMB), NCIMB Ltd.,Ferguson Building,
Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen AB21 9YA, Anh.

Theo phuong an dugce vu tién khéc nita, ciy theo sang ché con chira it nhat mot
vung gen, hodc gen hodc alen, tao ra tinh khang gi tring co ngudn gdec tir cay
Chrysanthemum dugc ndp luu dudi s6 NCIMB 42455 vao ngay 14 thang 3 nim 2016
hodc cay theo sang ché con chira it nhét hai viing gen, hodc gen hodc alen, tao ra tinh
khang gi tring c6 ngudn gbc tir cay Chrysanthemum dugce ndp luu dudi s6 NCIMB
42455. Puoc tao ra khac biét, cdy theo sang ché t5t hon 1a chdng 1én gen c¢6 tinh khang
v6i gi trang, tic 1a chita mdt ving gen, hodc gen hodc alen, v& mit di truyén dugc lién
két v6i SEQ ID No. 3 ¢6 ngudn gbc tir mau nop luu NCIMB 42762 va mot hodc hai
vung gen, hodc gen, co ngudn gbc tir NCIMB 42455 v& mat di truyén duoc lién két véi
SEQ No. 1 hoc 2, lan lut.

Theo phuong an dugc uu tién nhét, sang ché dé cap dén cay Chrysanthemum x
morifolium khang véi thé gay bénh gi tring Puccinia horiana.

Xem xét tAm quan trong cua ngudn di truyén khang gi tring trong linh vuc k§
thuat nay, nhu cay theo sang ché, séng ché, theo khia canh thir hai, dé cap dén hat, phén

cay hoic té bao cdy ctia cdy theo sang ché. Hat, phan cdy hoic té bao cdy theo sang ché
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chira trong b gen cuia ching SEQ ID No. 3, va t6t hon 13 thém SEQ ID No. 2 hodc SEQ
ID No. 1, tét nhit 12 SEQ ID No. 2 va SEQ ID No. 1 va, do d6, c6 kha nang cung cap,
hodic dugc trong vao, cay khang véi gi tréng va cu thé 1a gi tring gy ra béi viéc nhiém
Puccinia horiana.

Theo khia canh th ba, sang ché ciing dé cap dén thé hé con cla cay
Chrysanthemum theo sdng ché. Thé hé con cla cay theo sdng ché c6 thé dé& dang xac
dinh bing cach thiét 1ap sy c6 mit ciia SEQ ID No. 3, va tét hon 1a thém SEQ ID No. 2
hodc SEQ ID No. 1, tbt nhit 1a SEQ ID No. 2 va SEQ ID No. 1 trong b gen ctia ching.

Theo khia canh tht tu, sang ché @é cap dén viéc st dung SEQ ID No. 3 dé nhan
dang cdy Chrysanthemum khéng gi tring. Phuong phép thich hop, dwa trén cac SEQ ID
No. dé nhan dang cay nay néi chung da biét trong linh vuc k§ thuat nay nhu cac phuong
phéap dua trén su khuéch dai axit nucleic cia ADN bd gen va hinh dung tiép theo cla
cac manh khuéch dai mic di céc k¥ thuat khac ¢6 thé duoc du kién nhu k¥ thuét dua
trén su lai.

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon trong phan vi du duge trinh bay dudi day.
Trong cac vi du nay, c6 tham chiéu dén hinh v&.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
Loi mé dau

Martin, P., & Firman, I. (1970). Resistance of Chrysanthemum Cultivars to White
Rust (Puccinia horiana). Plant Pathology, 180—184 bdc 10 mot s6 loai cua cdy khang gi
trang Chrysanthemum. Dé danh gia xem lidu trinh ty bd gen lién két gi tring, tic 1a SEQ
ID No 1 va 2, c6 duogc phat hién ra trong cdy Chrysanthemum dugc bdc 10 hay khong,

cac cay nay dugc phan tich danh du va két qua dugc trinh bay trong bang 1 dudi day:
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Béang 1: Kiéu hinh sau khi cdy thé phan 1ap NL1 cta P. horiana cua nhiédu loai
Chrysanthemum béo cdo trudc ddy boi Martin (1970) khang hoac mién dich véi
P. horiana.
Loai Kiéu hinh theo Kiéu hinh SEQID No. 12 SEQ ID No. 2
Martin (1970)
Alec Bedser Mién dich N.t.! — —
Fred Shoesmith  Mién dich Méﬁ cam — —
Marlene Mién dich Man cam — —
Polaris Mién dich Man cam — —
Regalia Mién dich N.t. + —
Streamer Mién dich Man cam N.t. Nt
Sweetheart Mién dich Man cam — —
Target Mién dich N.t. — —
Vibrant* Mién dich N.t. N.t. N.t.
Bravo Khang trung binh Man cam N.t. N.t.
Corsair Thuec té mién dich Man cam — —
Discovery Thyc té mién dich ~ Man cam — —
Glamour Thuec té mién dich Khéng + —
Rivalry Thuc té mién dich ~ Man cam — —

1: N.t. = khong dugc tht nghiém
2: —: SEQ ID khong c6 mdt, + : gen cO mat

Co thé théy 15, khong c6 cdy nao duge bdc 16 trong Martin et al. ¢ trén, chira trinh tu

bo gen dai dién bdi SEQ ID No. 2.
Vidu2
Loi mé dau
Gi trdng 1a bénh & cay gay thiét hai kinh té 16n cho nha trong cay va hoa toan thé

gidi. Gi tring cling anh hudng dén cay & chi Chrysanthemum, va thong thuong gy ra
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b&i ndm Puccinia horiana. Sau khi bi nhiém, cac ddm mau xanh nhat dén mau vang c6
thé c6 dudng kinh 1én t6i 5 mm, phat trién & mit trén. Trung tAm cla céac dém nay tré
nén nau va hoai tir theo thoi gian nhu tubi cay. Trén bé mit thip hon cia 14, ndt mu
(telia) nhd 1én, mau vang sAm hoic hoi héng phat trién. Bénh thong thuong tiép tuc &

cac doan cit va cay bi nhiém, bao gom hoa di cat, cia Chrysanthemum nha kinh.

Hai vung gen, hodc gen, vé mat di truyén duge lién két v6i gen danh ddu phan tir
SEQ ID No 1 va 2 4nh hu6ng dén tinh khang duoc x4c dinh trude do, va alen tao ra tinh
khang tai mdi locut nay ton tai trong nhiéu loai vi du ctia n6 da dugc ndp luu dudi sb
NCIMB 42455 ¢6 thé thu dugc thdng qua B suu tap qubc gia vé vi khuan cong nghiép,
thuc phém va bién (NCIMB), Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn,
Aberdeen AB21 9YA, Anh. Trong khi c4 hai locut giai thich lugng 16n bién thé trong
thé lai duoc tao c6 nhiéu loai khang, chung khong giai thich dugc mau cda tinh khéng
& mot sd gidng khac. Vi dy, mot s6 giéng hoan toan khang vdi gi tring mic du thiéu
alen tao ra tinh khang tai locut dugc xac dinh trong NCIMB 42455. Didu nay cho thdy
rang c6, nhung chua dugc biét, gen ma anh hirc’mg dén tinh khang & Chrysanthemum.
Vi du trinh bay & ddy xac dinh mot ving gen, hodc gen hodc alen nay. Cay chua vung
gen hodc gen theo sang ché va SEQ ID No. 3 vé mit di truyén duge lién két tir do da
duoc ndp luu dudi s6 NCIMB 42762 va c6 thé thu dugc thong qua B suu tap qudc gia
v& vi khuén cong nghiép, thuc pham va bién (NCIMB), Ferguson Building, Craibstone
Estate, Bucksburn, Aberdeen AB21 9YA, Anh.
Phuong phép

So d lai va thiét 1ap thi nghiém

Pé kiém tra céc lién két gita gen danh d4u SNP va profin tinh khang, quén thé
F1 duogc taora bang cach lai ca thé tir lya chon santini chrysanthemum khéang 08041 voi
c4 thé tir lya chon spray chrysanthemum man cam 02033. Lua chon 08041 khéng cao
véi gi tréng. 262 ca thé F1 (CR15-995004) sau d6 dugc tao kiéu hinh cho tinh khang gi
tréng va dbi véi mdi ca thé F1, 6 dong vo tinh dugc thir nghiém. Tién hanh cdy Puccinia
horiana trong kiéu mau dugc phong bé va bbn thir nghiém duoc thuc hién (tai cac thoi
diém khdac nhau) trong hai vat chira nhuy mo ta ¢ trén. Tinh khang duoc ghi lai sao cho
chc gi tri 16 chi tinh khang (16n nhét 1a 9) va gié tri thAp chi tinh m&n cam (nhé nhat

1a 1). Dong vo tinh sinh san dugc phén chia ngAu nhién gitta cac thir nghiém va vét chira.
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Trong d6, 80 dong vo tinh dugc chon dé tao kiéu gen. Tién hanh chon dé téi da hoa su
bién ddi kiéu hinh c6 trong mau duoc tao kiéu gen, didu ndy sé& ting strc manh dé phat

hién lién két SNP-kiéu hinh.
Lua chon 08041 locut c6 tinh khang

St dung mang Affymetrix SNP véi 50000 gen danh ddu cho Chrysanthemum,
quan thé F1 dugc dé cap & trén duge tao kiéu gen va lién két danh du dic diém duogc
thuc hién trong timg c4 thé clia quén thé F1. Diéu nay mang lai 9 da hinh don nucleotit
(SNP) giai thich lugng phuong sai kiéu hinh 16n nhat cho tinh khang gi trang &
Chrysanthemum: 7 SNP mdi loai > 50% va 2 SNP mdi loai trén 70%. Hai SNPS sau,
duogc goi 1a SNP115 va SNP123 sau do dugce huéng dich cho cach tiép can sip xép theo
kiéu gen (GBS) da hop vi chiing thé hién lién két manh nhét v6i tinh khang gi tring. Vi
Chrysanthemum 12 luc bdi, phuong phap dugc thiét ké dé udc tinh sb ban sao khang c
mit tai locut trong ¢4 thé. Céc ca thé ctia quan thé F1 trong cac loai 08041 va 02033 sau

d6 duogc tao kiéu gen bang phurong phép nay.

Tht nghiém KASP dugc thiét ké cho gen ddnh ddu SNP115 va SNP 123. Phuong
phap KASP la phuong phap hi€u qua v& chi phi nhidu hon GBS. Khuyét diém tiém ting
1a n6 dwa ra bién phap phé hiy sb ban sao khang nhidu hon (ty 1& KASP chi c6 thé 13 0,
1 hogic 2) ty 1 lidu luong ude tinh tir dit liéu GBS. Tinh chat luc boi ciia Chrysanthemum
1am cho mot sb alen ¢6 tinh khang tai locut d& néu c6 thé thay ddi trong khoang tir 0 dén
6. Kién thttc chinh x4c vé& sd neo riéng biét ctia alen c6 tinh khang c6 thé ¢ loi khong
chi cho muc dich 1dp ban dd, ma con dé chon ca thé trong cac giai doan tréng trot tiép
theo. May man 13, ty 16 KASP thé hién twong ciuan chit ch& vai ty 18 lidu ding ctia GBS
(Fig. 1) c6 nghia la ching dua ra du hiéu tdt v& sd neo & cdy riéng biét cua kiéu don

khang. Ca bd me va tht ca con cai F1 déu dugc tao kiéu gen bang phuong phap KASP.

Céc doan moi KASP duoc sit dung cho SNP 115 (thtr nghiém 4) va SNP 123 (thu

nghiém 18) dé tao kiéu gen la:

GxM_WRR_assay4 A (SEQ ID No. 10):
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCAAGTCTTGTACAAYCAAGGAG

GxM_WRR assay4 B (SEQ ID No. 11):

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAAGTCTTGTACAAYCAAGGAC

-12-



39002

GxM_WRR assay4 R (SEQ ID No. 12):
TACACTTAACGAGGATAAATCAC

GxM_WRR assayl8 A (SEQ ID No. 13):
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTACAACCAAGGASCAAAACAT

GxM_WRR assayl18 B (SEQ ID No. 14):
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTACAACCAAGGASCAAAACAG

GxM_WRR assayl8 R (SEQ ID No. 15):
GTCGATTTTCCATACACTTAACG

Két qua

Ca trong va ngoai dong vo tinh F1 ¢o ngudn gdc tir con cdi cla su lai giita lya
chon khéng 08041 véi lya chon mén cam 02033 c6 sw khong dong nhét ve tinh khang.
Dua trén sau lan lip lai, mot s6 dong vo tinh c6 gia tri tinh khang trung binh 12 9 (hoan
toan khang) trong khi cdc dong vo tinh khac c6 gia tri tinh khang trung binh 1a 1 (hoan
toan man cam). Mot s6 dong v6 tinh thé hién tinh khong dong nhét it (d6 1éch chuan 1a
0 gifra cac 14n lap) trong khi mot s6 dong vo tinh thé hién mic do khong dbng nhét 16n
hon (d0 1éch chuan 14 3,7).

Hai SNP dugc lién két manh mé nhét véi tinh khang gi tring & Chrysanthemum
1272689 15854 115 (sau day dugc goi la SNP 115) va 72689 15854 123 (sau day goi
la SNP 123) trén contig 72689, 1ap ban d trén nhiém séc thé ca chua 1 (96,77Mb).

Trinh tw ADN ctia kiéu don ma duge thé hién dé trao tinh khang v6i gi tring duoc
thé hién dudi day. D& thuan tién cho viéc giai thich, SNP115 (G) va SNP 123 (T) dugc
in dam:

SEQ ID No. 3:
AGCAAAACATGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTATGGAAAATCGACAC
CAGGGTGC

Ciing xéc dinh duoc sau kiéu don c6 lién quan dén tinh man cam trong bd dir liéu. SNP
115 va SNP 123 dugc in ddm va vi tri noi nucleotit khac duge phat hién ra tu kiéu don

khéng dugc gach dudi.
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ACCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTATGGAAGATCGACAC
CAGAGTGC (SEQ 4)

AGCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTATGGAAGATCGACAC
CAGAGTGC (SEQ5)

ACCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTACGGAAGATCGACAG
CAGGGTGC (SEQ 6)

ACCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTACGGAAGATAGACAG
CAGGGTGC (SEQ 7)

AGCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTATGGAAGATCGACAC
CAGGGTGG (SEQ 8)

ACCAAAACAGGCAGTGATTTATCCTCGTTAAGTGTATGGAAGATCGACAC
CAGGGTGG (SEQ9)

C6 su lién két rd rang va rit dang ké (P trong moi trudng hop <1*1071°) gifta dang
lidu GBS (Fig. 2) va kiéu gen KASP & ca hai locut va diém tinh khéng cta dong vo tinh
(Fig. 3). Trong truong hgp ctia SNP 123, noi lién két gitra kiéu gen va tinh khang thé
hién mAu c6 kha nang dé xuit tinh trdi & locut nay. C4 thé ¢6 diém kiéu gen 12 1 khang
bang cé thé c6 kiéu gen KASP diém 2, trong khi c4 thé ¢6 16p kiéu gen 0 thong thuong
rit man cam (ngoai trir mOt ngoai 1¢, Fig. 2). Tuy nhién, ca thé ma duoc phén loai dudi
dang c6 kiéu gen KASP bang 0 ciing c6 thé chua ban sao cta kiéu don khéng, vi vay,
can nhiéu nghién ciru hon dé 1am ro xem lidu tinh khang ty 1€ cong véi s6 ban sao ¢6
tinh khang hodc kiéu don khang chiém wu thé hon kidu don min cam. Déi v6i ca hai
gen danh déu SNP, c6 mot s6 kiéu gen ma khang hon du doan dya trén kiéu gen cia
chung, trong khi mot s6 kiéu gen khang it hon (Fig. 2). Céc trudng hop nay co thé duoc
giai thich bing viéc hodn d6i mAu trong phong thi nghiém hodc trong thi nghiém hodc
bang LD khong hoan toan giita alen c6 tinh khang va gen thuc té (khong xac dinh) tao
ra tinh khang vi n6 c6 kha nang x4c dinh kidu don “khang” gan véi gen (nhu du’c_rc X4c
nhan béi lién két rat dang ké gitta mot s6 ban sao cua neo riéng biét cta alen c6 tinh
khéang va profin tinh khang) nhung khéng duoc lién két hoan hao. Két qua 1a mot s ban
sao cta kiéu don khang khong gén thé hoan hao ban sao khéng cua gen do céc su kién

tai td hop gan day va/hoic lich sit. Céc giai thich bd sung khéc 1a cac bién thé trong cac
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gen khac ¢6 hiéu qua nhd c6 mat trong loai 08041 hodc 02033, hoac sy xam nhap cua

céc bién thé di truyén khong hoan hao.

Quan sét thu vi 1a mot s6 ca thé c6 kiéu gen KASP 1a 2 cho SNP 123, trong khi
d6 cha me khang hon (lwa chon 08041) chi ¢6 kidu gen KASP 1a 1 (Fig. 3). Diéu nay
dang ngac nhién vi didu nay cho thdy mot sé con c4i F1 ¢6 nhiéu ban sao ctia kiéu don
khang & ving nay hon lya chon 08041, trai voi du doan. Do do, céc tac gia sang ché da

diu tra su phan biét cua ty 1€ dang lidu GBS trong F1 chi tiét hon.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra su phan bd cta ty 1¢ dang liéu & SNP 123
cao bat thuong (Fig. 4). Va vi ty 1 dang lidu ctia cha me khong duoc biét cac tac gia
sang ché da st dung mo phong dé kiém tra xem ho c6 thé sao chép céc phan bb nay
khong. Céc tac gid sang ché mo phong su lai gitra cha me mdi ngudi c6 mot trong 7 kiéu
gen & locut dugce quan tam (AAAAAA, BAAAAA, BBAAAA, v.v). Sau do ddi voi mbi
49 lai theo cédp, céc tac gia sang ché d3 tao ra cac giao ttr v6i su thira ké ngdu nhién gia
dinh din dén su di truyén kiéu gen luc boi & ddi con. Qué trinh nay dugc 1p lai ngau

nhién trong tdng s6 50 1an.

Néu cac tac gia sang ché xem xét cac phan b m6 phong, ho quan sat dugc rang
d6i v6i SNP 115, phan bé theo kinh nghiém ciia ty 1¢ dang lidu gan gidng voi kich ban
nhét trong d6 cha me khang nhét c6 nam ban sao cta alen ¢6 tinh khang va cha me man
cam da c6 ban sao clia kiéu don khang. Pbi véi SNP 123, phan bd quan sat duge cia ty
1¢ dang liéu khong khép véi bét ky t6 hgp mo phdng nao cua cdp cha me. Cho du sy
khac biét ndy c6 101 giai thich sinh hoc hodc k¥ thuét xtmg ding dugc nghién ctru trong

twong lai, bat dau véi viée tao kiéu gen dong cha me.
Keét luan

Kién thic chinh x4c vé gen va bién thé cuia n6 ma anh huéng t6i tinh khang gi
tréng (Puccinia horiana.) 14 mau chot cho vigc trong trot nhiéu loai Chrysanthemum

khang. Hai locut hiéu qua chinh da dugc xéac dinh truée d6 (SEQ ID No 1 va 2).

D ¢6 gia thuyét ring phai c6 cac gen khéc c6 thé trao tinh khang véi gi tring &
Chrysanthemum. Cac két qua trinh bay & day thé hién mot cach dut khoat ring bién thé
¢ hai gen danh dAu SNP duoc lién két co thé du dodn manh mé tinh khang, goiy rang
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c4c SNP nay va kiéu don ching dugc phat hién ra, lién két chit ch& v6i gen nguyén

nhén.
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YEU CAU BAO HO
1. Cay khéng gi tring thudc chi Chrysanthemum, chira trong bo gen cua no it nhat mot
vung gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tréng, it nhat mot ving gen, gen hodc alen
nay tao ra tinh khang gi tréng vé mat di truyén duge lién két véi axit nucleic ¢6 trinh tu
12 SEQ ID No. 3, hat ciia cdy ndy dugc ndp luu véi NCIMB dudi s6 tiép can No. NCIMB
42762.
2. Cay theo diém 1, trong d6 cdy nay con chira trong bd gen clia n6 vung gen, gen hodc
alen khac tao ra tinh khang gi tring, viing gen, gen hoc alen tao ra tinh khang gi trang
khac nay v& mit di truyén duoc lién két véi axit nucleic ¢é trinh tw 1a SEQ ID No. 2.
3. Cay theo didm 1, trong d6 cdy nay con chira trong bd gen ciia n6 ving gen, gen hodc
alen khac, tao ra tinh khang gi trang, viing gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tring
khac nay vé& mat di truyén duoc lién két vai axit nucleic ¢o trinh tu 13 SEQ ID No. 1.
4. Cay theo diém 1, trong d6 cdy nay con chira trong bd gen cuia n6 ving gen, gen hoac
alen khéc tao ra tinh khang gi trang, ving gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi trédng
khac nay vé& mit di truyén duoc lién két véi axit nucleic ¢6 trinh tu 12 SEQ ID No. 2, va
trong d6 cdy nay con chura trong bd gen clia nd vung gen, gen hodc alen thir hai khéc,
tao ra tinh khang gi trdng, ving gen, gen hodc alen nay tao ra tinh khang gi trang tht hai
khéc v& mat di truyén dugc lién két véi axit nucleic ¢6 trinh tu 13 SEQ ID No. 1.
5. Cay theo diém 1, trong d6 cdy nay chira ndm ban sao axit nucleic hodc it hon c6 trinh
tu dugce chon tir nhdm bao gdm SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID
No. 7, SEQ ID No. 8 va SEQ ID No. 9.

6. Cay theo diém 1, trong d6 cdy nay la Chrysanthemum d& cit hodc cay nay la

Chrysanthemum trdng trong chau.

7. Cay theo diém 1, trong d6 thé gay bénh 1a nguyén nhan cta gi trang nay 1a Puccinia
horiana.

8. Cay theo diém 1, trong d6 cdy nay chira trong bo gen cta no it nhat ba ving gen, gen
hodc alen tao ra tinh khéng gi tring, ving gen, gen hodc alen d4u tién tao ra tinh khang
gi tring vé& mit di truyén dugc lién két véi axit nucleic ciia gen c6 trinh tu la SEQ ID
No. 3, viing gen, gen hogc alen thir hai tao ra tinh khang gi tréng vé mit di truyén dugc

lién két véi axit nucleic cta gen c6 trinh ty 1a SEQ ID No. 2, va ving gen, gen hoac alen
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thit ba tao ra tinh khang gi tring vé& mat di truyén dugc lién két vai axit nucleic cia gen
¢é trinh tu 1a SEQ ID No. 1.
QC@ﬂwﬂﬁmLUmg%c@n@ﬁc@CMWMMMmmmeWMWﬂéumg%
cdy nay khang véi thé gy bénh gi tring Puccinia horiana.

10. Hat cta cdy Chrysanthemum theo diém 1, trong d6 hat nay chira it nhét mot ving
gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tréng vé mat di truyén dugc lién két voi axit
nucleic ¢0 trinh tu 1a SEQ ID No. 3.

11. Phan cdy cta cdy Chrysanthemum theo diém 1, trong d6 phan cay nay chira it nhét
mot ving gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tréng v& mit di truyén duoc lién két
véi axit nucleic ¢ trinh tu 1a SEQ ID No. 3.

12. Té bao cay ctia cdy Chrysanthemum theo diém 1, trong d6 té bao ciy nay chira it
nhéat mot ving gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tréng vé mit di truyén duoc lién
két voi axit nucleic c6 trinh tu 1a SEQ ID No. 3.

13. Thé hé con cua cdy Chrysanthemum theo diém 1, trong d6 thé hé con nay chira it
nhit mot viing gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tring vé mit di truyén duoc lién
két voi axit nucleic ¢6 trinh tu 1a SEQ ID No. 3.

14. Thé hé con cua cdy Chrysanthemum theo diém 13, trong d6 thé hé con nay chua
trong bd gen clia n6 vang gen, gen hodc alen khic tao ra tinh khang gi tring, ving gen,
gen hodc alen tao ra tinh khang gi trang khac nay v& mit di truyén duoc lién két véi axit
nucleic ¢6 trinh tu 12 SEQ ID No. 2 hodc SEQ ID No. 1.
15.Céy(ﬁuysmﬁhmnunlduqcshﬂ1UuéngUhhatduqcn©pluuduéiséﬁépcanDHHBAB
42762, trong d6 cdy Chrysanthemum khang lai gi tring va chtra trong bd gen cta no
SEQ ID No. 3.

16. Hat ctia cdy Chrysanthemum theo diém 15, trong d6 hat nay khang lai gi tring va
chira trong bd gen ctia né SEQ ID No. 3.

17. Phén cay ctia cdy Chrysanthemum theo diém 15, trong d6 phan cdy nay khang lai gi
trdng va chira trong bd gen cua n6 SEQ ID No. 3.

18. Té bao cdy cta cay Chrysanthemum theo diém 15, trong d6 té bao cdy nay khéng lai
gi tréng va chira trong bd gen cta n6 SEQ ID No. 3.

19. Phuong phap san xuét cdy Chrysanthemum thé hé con khang lai gi tring, phuong
phap nay bao gom lai cdy Chrysanthemum thir nhit khang lai gi tring, cdy tht nhit nay
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duge sinh trudng tr hat duoc ndp lwu dudi sb ti€p can NCIMB 42762 véi cdy
Chrysanthemum thtr hai dé tao ra con céi; va

chon mot hodc nhiéu cay Chrysanthemum thé hé con khang lai gi tréng va chlra
trong bd gen cua n6 SEQ ID No. 3.
20. Phuong phép theo diém 19, trong d6 thé hé con nay con chira trong bd gen cia né
viung gen, gen hodc alen khéc tao ra tinh khang gi tring, viing gen, gen hodc alen tao ra
tinh khang gi tring khac nay v& mat di truyén dugc lién két voi axit nucleic ¢6 trinh ty
1a SEQ ID No. 2 hodc SEQ ID No. 1.
21. Phuong phép theo diém 19, trong d6 thé hé con nay chita ndm ban sao axit nucleic
hoic it hon ¢6 trinh ty dugce chon tir nhém bao gém SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ
ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8 va SEQ ID No. 9.
22. Phuong phép theo diém 19, trong d6 thé gy bénh 1a nguyén nhan cta gi trdng nay
1a Puccinia horiana.
23. Hat cta cdy thé hé con duge sén xuét bang phuong phép theo diém 19, trong d6 hat
nay chua it nhét mot ving gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tring vé mat di truyén
duoc lién két vé6i axit nucleic ¢ trinh ty 1a SEQ ID No. 3.
24. Phén ciy clia cay thé hé con dugc san xuét bang phuong phép theo diém 19, trong
d6 phan cy nay chua it nh4t mot viing gen, gen hodc alen tao ra tinh khéng gi tring vé
mat di truyén duoc lién két vai axit nucleic ¢o trinh tu 12 SEQ ID No. 3.
25. Té bao cdy cua cdy thé hé con dugc san xuét bang phuong phép theo diém 19, trong
d6 té bao cay nay chira it nhét mdt viing gen, gen hodc alen tao ra tinh khang gi tring vé
mat di truyén duoce lién két voi axit nucleic ¢6 trinh tu 12 SEQ ID No. 3.
26. Phuong phép theo diém 19, trong d6 cay Chrysanthemum thir hai nay dugc chon tur
nhém bao gdm Chrysanthemum x morifolium; Chrysanthemum x grandiflorum;
Chrysanthemum x rubellum; Chrysanthemum abolinii; Chrysanthemum achillaea L.,
Chrysanthemum  alabasicum; — Chrysanthemum brachyanthum; Chrysanthemum
carinatum; Chrysanthemum chalchingolicum; Chrysanthemum cinerariifolium;
Chrysanthemum coccineum; Chrysanthemum coreanum, Chrysanthemum coronarium,
Chrysanthemum decaisneanum; Chrysanthemum delavayanum; Chrysanthemum
dichrum; Chrysanthemum fastigiatum; Chrysanthemum frutescens; Chrysanthemum
gracile; Chrysanthemum grubovii; Chrysanthemum horaimontanum, Chrysanthemum

hypoleucum; — Chrysanthemum  indicum  L.; Chrysanthemum  junnanicum,
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Chrysanthemum  kinokuniense; — Chrysanthemum  kokanicum, Chrysanthemum
konoanum; Crysanthemum majus; Chrysanthemum marginatum; Chrysanthemum
mawei;, Chrysanthemum maximum L.; Chrysanthemum miyatojimense; Chrysanthemum
morifolium; Chrysanthemum multifidum; Chrysanthemum nitidum; Chrysanthemum
parvifolium; — Chrysanthemum  przewalskii; ~ Chrysanthemum  purpureiflorum,
Chrysanthemum — ramosum;,  Chrysanthemum  rhombifolium;  Chrysanthemum
roborowskii,; Chrysanthemum segetum; Chrysanthemum shihchuanum; Chrysanthemum
shimotomaii;  Chrysanthemum  trilobatum;  Chrysanthemum  tripinnatisectum;
Chrysanthemum  vestitum; — Chrysanthemum  vulgare  (L.);  Chrysanthemum

yoshinyanthemum; va Chrysanthemum zawadskii.
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<151> 2016-10-04

<160> 15
<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

<211> 192

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>
<220>

<223> Trinh tu quanh 29TgR2

<400> 1

ttaactcaaa aatatgacta caaatcaatt ttcaggactt tttttcgata cttccctett 60
tggtaccggt accgtattag tggtaccgat tttttttggg ctcaattcat ggtacaggca 120
ccgtaccgtg tattgggagt cggtaccgtt tcgatacggt accggtacgg ttccgattcg 180
ataccggaat tc : 192
<210> 2

<211> 180

<212> ADN

<213> Chrysanthemunm <chi>

<220>

<223> Trinh tu quanh 24Hs1R1

<400> 2

gaattcctat acgaaggttt tgtagatgtg tctccgageg agtttgatcc taactcacga 60
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ctagtaattt atgtccataa aaccgataac ttgaacattc cctcttgttc ttgtagatgg

ggatgacttc actgagtctc cattcttctg gcatcttatc actggaaaaa atcttgttaa

<210> 3

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 3

agcaaaacat gcagtgattt atcctcgtta agtgtatgga aaatcgacac cagggtgc

<210> 4

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 4

accaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtatgga agatcgacac cagagtgc

<210> 5

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 5

agcaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtatgga agatcgacac cagagtgc

<210> 6

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 6

accaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtacgga agatcgacag cagggtgc

<210> 7
<211> 58
<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>
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<400> 7

accaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtacgga agatagacag cagggtgc

<210> 8

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 8

agcaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtatgga agatcgacac cagggtgg

<210> 9

<211> 58

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 9

accaaaacag gcagtgattt atcctcgtta agtgtatgga agatcgacac cagggtgg

<210> 10

<211> 43

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 10

gaaggtgacc aagttcatgc tcaagtcttg tacaaycaag gag

<210> 11

<211> 43

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>

<400> 11

gaaggtcgga gtcaacggat tcaagtcttg tacaaycaag gac

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Chrysanthemum <chi>
<400> 12

tacacttaac gaggataaat cac
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gaaggtgacc aagttcatgc ttacaaccaa ggascaaaac at

<210>
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<400>

14

42

ADN

Chrysanthemum <chi>

14

gaaggtcgga gtcaacggat ttacaaccaa ggascaaaac ag

<210>
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<212>
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<400>
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23

ADN

Chrysanthemum <chi>
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gtcgattttc catacactta acg
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