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ddu chuan ADN tir M1 dén M5 sao cho, d6i v6i mbi mot ving dich, diu chudn ADN M2

duge xac dinh & dau muat phia trude ctia ving dich, hodc ¢ phia trudc cia ving dich nay,
diu chuin ADN M1 dugc xée dinh & trude ddu chuin ADN M2, déu chudn ADN M4 duge
xac dinh & dau mat phia sau ving dich, hodc ¢ phia sau vung dich nay, ddu chuin ADN

M35 duge xac dinh & sau ddu chuin ADN M4, va ddu chudn ADN M3 duoc x4c dinh trong

vung dich; va budce thlet ké hé gen sao cho vung thay thé, chura vung dich, ¢ nhlem sic thé

cua cay trong nguon gbc s& duogc thay thé bang manh nhlem sac thé c6 nguon gbc tir cay
trdng la sao cho ddu mut phia trudc cua vung thay thé nim gitta ddu chuin ADN M1 va
dau chuan ADN M2, va ddu mit & phia sau ciia ving thay thé nam giita ddu chuan ADN

M4 va dau chuan ADN MS5.
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Linh vuc ky thuat dugc dé cap

Séng ché dé cap dén phuong phap thiét k& hé gen thuc vat bang phuong
phép khong phai 12 tdi t6 hop gen, thich hgp dé cai thién cay trong, phuong phép
tao ra cdy trong mdi bang cdch slt dung phuong phép thiét ké& hé gen ndy, cd thé
thuc vat va cdy trong méi duge tao ra bing phuong phap nay, va phuong phép
phén biét cay trong.

Don nay xin hudng quyén wu tién ciia don patent Nhat s6 2008-176934
nop ngdy 7/7/2008, boc 16 cia tai liéu d6 duoc k&t hop vao ban mo ta nay theo
cdch vién dan.

Tinh trang ky thuat cia sing ché

Quadn thé thudc cling lodi sinh vét, nhung c6 tinh trang khic véi quan thé
khic v& mot tinh trang ndo d6 do khdc biét vé cdu tric di truyén dugc goi 1a gidng
(cay trong). Néi céch khéc, ngay ciing mot loai cay trong ciing khdc nhau vé miic
do khé trong, tinh dé khéng dich hai, sdn lugng, chat lugng hodc cdc yéu 13 tuong
tu, cdc tinh trang nay tuy thudc vao ciy trong. Vi ly do nay, véi cac cay trong
nong nghiép, dic biét 1a cdc loai cay trong chinh nhu ciy lda va lda mi, tir lau
ngudi ta dd luon tim cich cai thién nhim thu dugc cay trong t6t hon. Trong
nhimg nam gén day, viéc cai thién nhu viy dang duoc thuc hién tich cyc khong
chi boi cdc nha cung cip hat giéng va ciy ma con c6 su tham gia cta céc t6 chifc
cong déng & nong thon va quan huyén. Ngoai ra, trong nhiing nam gin day dé
dap tng su da dang thi hi€u cla ngudi tiéu thu d6i véi cdc cay trong & vudn nhu
cac loai cb va hoa ngoai cdc cay trong dung lam thic &n, nguoi ta dang phat trién
manh mé c4c loai cay tréng m&i ¢6 nhiéu mau sac va hinh thai.

Ngoai ra, trong nhiing ndm gdn dy, ngudi ta con chi ¥ dén ngudn cay
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trong cung cap chét liéu tho chéng han nhu etanol sinh khai va cdc chat liéu twong
tu, va tim cdch phdt trién cdy tréong méi c6 hiéu qua thu héi chat liéu quan tam
cao.

V6i tién bo cta cac k¥ thuat phan tich axit nucleic hoac cdc ky thuat
twong tu trong nhitng nam gin day, da phan tich duoc hé gen ctia nhiéu loai thuc
vat nhu cay cay Arabidopsis, ciy lda, lda mi va cac cdy trong tuong tu, va thong
tin di truyén thu dugc qua phéan tich nay di dugc cong bd. Béng cich sl dung
thong tin di truyén dugc cong bo nay, ngudi ta thudng ti€n hanh cai thién cay
trong bang cdch dua gen tir loi la vao cy trong ngudn géc bing phwong phap tai
t6 hop gen. Vi du, gen Hd1 mi ho4 protein c6 ngudn goc tir thuc vat cé chiic
nang lam ting su nhay cam 4nh sang cla thuc vat, va phuong phap tao ra thuc vat
dugc bién nap bang gen Hd1 nay, va cidc phuong phap hay gen twong tu da duoc
gi6i thiéu (xem chang han, tai liéu Patent 1). Tuy nhién, mac dii viéc cai thién
cay trong bing phuong phap tdi t6 hop gen c6 wu diém 1a c6 thé dua vao tinh
trang von c6 & loai xa thudong khong thé thu dugc bang céch lai, phuong phap nay
van c6 nhugc diém 1a viéc nghién ctu do an toan ciia cay tréng chua dugc thuc
hién day da nhu can thiét. 7

Mat khdc, trong s6 cic phuong phap cai thién cay trong thuc vat bang
phuong phap khong phai 12 tdi t6 hop gen, c6 phuong phap chon giong bang cich
lai va phuong phap tao dot bi€n. Phuong phdp chon giong bang phép lai thong
thudng c6 thé 1a phuong phdp chon giéng theo gia pha, phwong phap chon giong
quén thé, phuong phdp chon giong héi quy va cic phuong phdp tuong tw. Theo
cdch khéc, bang céch két hgp giita phuong phép chon giong héi quy va phuong
phap MAS (chon loc nhd dau chuén - Marker Assisted Chon loc), viéc cai thién
cay tréng bang cdch dua mot gen dich vao cay trong ngudn goc ciing dugc thuc
hién rong rai. Trong ban mo ta nay, phuong phdp MAS la phuong phép chon loc

mot cé thé c6 tinh trang nhét dinh tir quin thé thé hé con lai thu dugc bang cich
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lai tu nhién theo phuong phap truyén thong dugc thuc hién tir thoi xwa hoac lai
nhan tao bang cich sit dung dau chudn ADN duoc lién két véi gen ma hod tinh
trang muc tiéu. Bang céch thuc hién phuong phépbchon loc ca thé st dung ddu
chudn ADN nay, c6 thé chon loc c4 thé c6 tinh trang muc tiéu & giai doan phat
trién ban ddu ching han nhu giai doan cay con va cic giai doan tuong tu, nén cé
thé tiét kiém cong siic va cai thién hiéu qua. Trong s6 cic phuong phap chon loc
cé thé c6 tinh trang nhat dinh béing cdch sl dung ddu chudn ADN nhu vay, vi du,
da bi€t dén phuong phép xé4c dinh kiéu gen cla thuc vat bing cich sit dung d4u
chudn ADN c6 mat trong ving bao quanh gen sd-1 clia cay lda 12 gen giong lda
ban lun, va phuong phdp danh gia tinh trang giong ban lin bing céch sk dung
phuong phdp nay (xem ching han, tai liéu Patent 2).
Céc tai liéu lién quan
Tai liéu patent
[Tai liéu patent 1] Patent Nhat s6 3,660,967
[Tai liéu patent 2] Cong bo don qudc t€ s6 WO 2003/070934
Ban chat k¥ thuat ctia sang ché
Van dé dugc sang ché giai quyét

Tuy nhién, phuong phdp cai thién cay tréng bang phuong phip MAS c6
mot nhuge diém 1a cd thé the hé con duge chon loc bing cich sit dung ddu chuén
ADN khong nhét thiét 1a c4 thé c6 tinh trang muc tiéu, va vai trd clia ddu chudn
ADN chi 1a trg gitip cho viéc chon loc. Piéu nay dugc cho 12 vi ddu chudn ADN
thuong khong nam trén gen tinh trang cdn dua vao, va c6 khoang cich véi chiéu
dai va huéng la khong 16 giita gen quyét dinh tinh trang va dau chuidn ADN. Vi
ly do nay, véi phuong phip MAS, c6 thé 1am gidm di s6 luong quan thé c4 thé the
hé con can dugc danh gid vé tinh trang lién quan, nhung vin cin d4nh gid thém
tinh trang cé thé th€ hé con da dugc chon loc bang cich st dung d4u chuén ADN.

Ngoai ra, phuong phdp cai thién ciy trong bang cich st dung phuong
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phdp MAS con c6 nhuoc diém 1a tuy cai thién duoc tinh trang muc tiéu, nhung lai
lam giam di tinh trang khdc. Nhu da néu trén, di€u nay dugc cho 1a vi c6 khoang
cdch véi chiéu dai va huéng khong x4c dinh gilta gen quyét dinh tinh trang dua
vao va ddu chudn ADN, nén khong kiém soat duoc viing chita manh nhiém sic thé
dugc dua vao, va c6 thé da dua vao thuc vat nhiéu gen khdc khong phai 13 gen
mang tinh trang muc tiéu.

Mot muc dich cta sing ché 1a dé xuét phuong phdp thiét k&€ hé gen thuc
vat va phuong phdp tao ra cay trong méi ving kiém sodt thay th€ c6 manh nhiém
sac thé c6 nguén goc tir cay trong la dugc dwa vio, va tao ra cay tréng méi cé tinh
trang muc tiéu ma khong lam thay déi tinh trang dugc wa thich cha cay tréng
ngudn goc, trong d6 viéc cai thién cay tréng duoc thuc hién bang phuong phép
khong phai 1a t4i t6 hop gen.

Cach thic thuc hién sang ché

Dé€ gidi quyét van dé néu trén, cdc tac gid sdng ché da nghién ctu k¥
luGng va nhan thay ring, khi mot cay tréong mdi, trong d6 ving dich & nhiém sic
thé ca cay trong nguén goc dugc thay thé bing manh dong nhiém sic c6 nguén
gdc tir cay trong la duge tao ra bang cach sir dung dong c6 doan nhiém sic thé
thay thé, bang cach thod man cdc diéu kién (I) va (II) sau day, thi c6 thé kiém soét
dugc ving nhiém sic thé ciia cay tréng ngudn goc dugc thay thé bing manh dong
nhiém sic ndy, va hoan thanh dugc sdng ché.

@D D4u chudn ADN M2 dugc xdc dinh & ddu miit phia trudc cta vang dich,
hodc & phia truée ciia viilng dich nay, dau chudn ADN M1 duoc x4c dinh & truée
d&u chudn ADN M2, ddu chudn ADN M4 duoc x4c dinh & ddu miit phia sau viing
dich, hoac & phia sau viing dich nay, ddu chudn ADN M5 duoc xac dinh & sau dau
chuin ADN M4, va d4u chudn ADN M3 dugc x4c dinh trong viing dich.

1)) Chon loc c4 thé thé€ hé con trong d6 ddu miit phia tru6c ctia viing nhiém

sac thé cla cay trong ngudn goc cin duoc thay thé bing manh nhiém sic thé cé
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ngudn goc tir cay trong la duoc dua vao ndm giita cac dau chudn ADN M1 va M2,
va dau muit & phia sau clia viing nay ndm gitta cdc ddu chudn ADN M4 va M5.

(D) Phuong phép thi€t k& hé gen thuc vat theo sang ché 1a phuong phép thiét
k& hé¢ gen thuc vat trong d6 ving dich & nhiém sic thé cla cay trong ngudn goc
dugc thay th€ bang manh nhiém sic thé c¢6 nguén gdc tir cay trong la bing cach
st dung dong c6 doan nhiém sic thé thay thé trong d6 chi mot phin clia nhiém
sac thé clia cay trong ngudn goc duge thay thé bing manh nhiém sic thé c6 nguén
gdc tlr cay trong la, phuong phdp nay bao gém cic budc: thiét k& cic diu chudn
NA tir M1 dén M5 sao cho, d6i v6i mbi mot viing dich, dau chuidn ADN M2 duoc
x4c dinh & ddu mit phia truéc cia viing dich, hodc & phia truéc clia ving dich
nay, ddu chuidn ADN M1 dugc xdc dinh & truéc ddu chudn ADN M2, d4u chudn
ADN M4 dugc xac dinh 6 dau mit phia sau ving dich, hoic & phia sau clia viing
dich nay, ddu chuidn ADN M5 dugc x4c dinh & sau ddu chudn ADN M4, va d4u
chuidn ADN M3 dugc xédc dinh trong viing dich; va thiét k& hé gen sao cho viing
thay th€, chita viing dich, & nhiém sic thé cha cay trong ngudn goc s& dugc thay
thé bang manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la sao cho ddu miit phia
true cua ving thay thé nam giita ddu chudn ADN M1 va dau chudn ADN M2, va
dau mit & phia sau ctia viing thay thé ndm giita ddu chudn ADN M4 va d4u chuin
ADN MS5.

2) Phuong phép tao ra cay trong méi theo sing ché€ 1a phuong phép tao ra
cay trong méi bang cich sit dung dong c6 doan nhiém sic thé thay thé trong d6
chi mot phin ciia nhiém sic thé cla cay trong ngudn géc duoc thay thé bing
manh nhiém sic thé c6 nguén goc tir cay trong la, bao gém céac budce: (1-1) bude
x4c dinh d&u chuén ADN M2 & ddu miit phia tru6c ctia ving dich ctia nhiém sic
thé cha cay trong nguén géc, hoic & phia truéce clia viing dich nay, buée x4c dinh
d4u chudn ADN M1 & phia truéc ddu chudn ADN M2, buéc x4c dinh ddu chudn

ADN M4 6 dau miit phia sau ving dich, hodc & phia sau ving dich nay, budc x4c
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dinh d4du chuin ADN M5 & sau dau chuin ADN M4, budc xac dinh ddu chudn
ADN M3 trong ving dich; (1-2) budc lai dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va
cay tréng nguén goc dé thu duoc cd thé thé hé con trong d6 dau chuian ADN M3
1a viing di nhiém sic gébm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc va mot
alen c6 ngudn goc tir cay trong la; (1-3) budce tu lai cd thé thé hé con thu dugc &
buée (1-2) dé thu duoc c4 thé thé hé con; (1-4) buéc chon loc c4 thé thé hé con
trong d6 dau chudn ADN M1 1a viing déng nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir
cay trong ngudn goc, va ddu chudn ADN M2 va diu chudn ADN M3 1a ving di
nhiém sdc gébm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc va mot alen c6
ngudn goc tlr cay trong la, tir c4 thé thé hé con thu dugc bang cach lai nguoc ca
thé th€ hé con thu dugc & budc (1-3), hoic the c4 thé thé hé con thu duge & buée
(1-3); (1-5) budc tu lai c4 thé thé hé con duge chon loc & budc (1-4) dé thu duoc
c4 thé thé hé con; (1-6) buéc chon loc c4 thé thé hé con trong d6 ddu chuin ADN
M1 va dau chudn ADN M5 1a ving déng nhiém sic clia alen c6 nguén goc tir cay
tréng ngudn goc, va diau chuidn ADN M2, ddu chudn ADN M3, va dau chudn
ADN M4 1a ving déng nhiém sic ctia alen c6 nguén goc tit cay trong la, tir ca thé
thé hé con thu dugc & budc (1-5), hoic ca thé thé hé con thu dugc biang céch tr lai
cé thé thé€ hé con thu dugc & budc (1-5), trong d6 céc budc (1-1) dén (1-6) duoc
thuc hién cho ting viing dich mot, trén mot hoac nhiéu ving dich trong nhiém sac
thé ctia cay trong ngudn goc.

3) Phuong phdp tao ra cay trong mdi theo sang ché€ 1a phuong phép tao ra
cay trong méi bing cach st dung dong c6 doan nhiém séc thé thay thé trong d6
chi mot phin cla nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc dugc thay thé bing
manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la, phuong phdp ndy bao gom cic
budc: (2-1) budc xac dinh ddu chudn ADN M2 & dau mit phia truGc clia viing
dich ctia nhiém séc thé cuia cay tréong ngudn goc, hodc & phia truéc clia viing dich
ndy, budc xac dinh dau chuidn ADN M1 & phia truéc dau chudn ADN M2, buée
xac dinh dau chudn ADN M4 & ddu mit phia sau viing dich, hoic & phia sau ..
viing dich ndy, budc x4c dinh dau chudn ADN M5 & sau d4u chudn ADN M4,
budc x4c dinh ddu chuidn ADN M3 trong viing dich; (2-2) buéc lai dong c6 doan
nhiém sic thé thay thé va cay trong ngudn géc dé thu dugc c4 thé thé hé con trong
dé6 dau chuin ADN M3 la viing di nhiém sic gébm mot alen c6 ngudn goc tir cay
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trong nguon goc va mot alen ¢6 ngudn goc tir cay trong la; (2-3) budc tu lai cd thé
thé€ hé con thu dugc & budc (2-2) dé thu duge ca thé thé hé con; (2-4) budc chon
loc c4 thé thé hé con trong d6 ddu chudn ADN M5 14 viing déng nhiém sic cia
alen c¢6 ngudn goc tir cay trong nguén goc, va dau chuidn ADN M3 va ddu chudn
ADN M4 1a ving di nhiém sic gém mot alen c6 ngudn géc tir ciy trong ngudn
géc va mot alen c6 nguén gdc tir cay trong la, tir c4 thé th€ hé con thu duoc &
budc (2-3), hodc cd thé thé hé con thu dugc bang cich lai nguoc c4 thé thé hé con
thu dugc & bude (2-3); (2-5) budc tu lai ca thé thé hé con dugc chon loc & buéde
(2-4) dé thu dugc c4 thé thé hé con;(2-6) budc chon loc c4 thé the hé con trong d6
d&u chuén ADN M1 va d4u chuin ADN M5 i viing déng nhiém sic clia alen c6
ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va ddu chudn ADN M2, ddu chuidn ADN M3,
va dau chudn ADN M4 1a ving déng nhiém sic ctia alen c6 ngudn goc tir cay
trong la, tir c4 thé thé hé con thu duoc & budc (2-5), hoac c4 thé thé hé con thu
dugc bang cach tu lai c4 thé thé hé con thu duoc & budc (2-5), trong d6 cac bude
(2-1) dén (2-6) dugc thuc hién cho timg viing dich mot trén mot hoac nhiéu ving
dich trong nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc.

4) Phuong phép tao ra cay trong méi theo sdng ché 1a phuong phap tao ra
cay trong mdéi bang céch st dung dong c6 doan nhiém séc thé thay thé trong d6
chi mot phin cta nhiém sic thé clia cay tréng ngudn géc dugc thay thé bing
manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la, phuong phap niy bao gém (3-
1) buéc xac dinh ddu chudn ADN M2 & ddu miit phia truéc chia viing dich cia
nhiém sic thé cla cay tréng nguén géc, hoic & phia truéc cla ving dich nay,
budc xdc dinh ddu chuidn ADN M1 & phia truéc dau chuidn ADN M2, budc xic
dinh & dau miit phia sau viing dich, hodc & phia sau ving dich ndy, budc xac dinh
ddu chudn ADN M5 & sau ddu chuin ADN M4, buéc xdc dinh ddu chuidn ADN
M3 trong ving dich; (3-2) budc lai dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va cay
trong nguén goc dé thu duoc cé thé thé hé con trong d6 ddu chuin ADN M3 1a
viing di nhiém sic gébm mot alen ¢6 nguén goc tir cay tréng ngudn goc va mot
alen c6 nguodn gdc tlr cay trong la; (3-3) bude tu lai ca thé thé hé con thu duogc &
bude (3-2) dé thu dugc cd thé thé hé con; (3-4) bude chon loc c4 thé thé hé con
trong d6 mot ddu chuén bat ky trong s6 dau chuidn ADN M1 va ddu chudn ADN
M5 la viing déng nhiém sic cua alen c¢6 ngudn géc tir cay trong ngudn goc, va
d&u chudn kia 12 ving di nhiém sic gdm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong
nguén goc va mot alen c6 ngudn goe tix cay trong la, tir c4 thé thé hé con thu dugc
& bude (3-3), hodc ca thé thé hé con thu dugc bang cich lai nguoc c4 thé thé he
con thu dugc & bude (3-3); (3-5) budc tu lai c4 thé th€ hé con dugc chon loc &
bude (3-4) dé thu dugc cd thé thé hé con; (3-6) budc chon loc c4 thé thé hé con
trong d6 ddu chudn ADN M1 va d&u chudn ADN M5 13 viing déng nhiém sic clia
alen c6 ngudn gdc tir cay trong ngudn goc, va dau chudn ADN M2, ddu chudn
ADN M3, va ddu chudn ADN M4 1a viing dong nhiém séc ctia alen c6 nguén goc
tlr cay trong la, tix c4 thé th€ hé con thu dugc & bude (3-5), hodc c4 thé thé hé con
thu dugc bang cich tu lai c4 thé thé hé con thu duoc & bude (3-5), trong dé cic
budc (3-1) dén (3-6) dugc thuc hién cho timg viing dich mot trén mot hodc nhiéu
viing dich trong nhiém sic thé cha cay trong ngudn goc.

5) Phuong phdp tao ra cay trong méi theo buéce (4) sao cho, sau buée (3-4)
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va truéc bude (3-5), c6 thé c6 buse (3-7-1) 1a budc thu nhan c4 thé thé hé con
bing cich tu lai ca thé thé hé con thu dugc & bude (3-4), va (3-7-2) buéc chon loc
(ii-1) c4 thé thé hé con trong d6 ddu chudn ADN M1 1a ving déng nhiém sic cha
alen c6 ngudn goc tir cay trong nguén goc, va ddu chudn ADN M2 va dau chuédn
ADN M3 1a viing di nhiém sic gobm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn
gbc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la, hodc (ii-2) ca thé thé hé con thu
duoc trong d6 ddu chudn ADN M5 1a viing d6ng nhiém séc cia alen c6 ngudn goc
tir cay trong nguén goc, va ddu chuidn ADN M3 va d4du chuidn ADN M4 1a ving di
nhiém sic gém mot alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc va mot alen c6
ngudn goc tir cay trong la, tir c4 thé thé€ hé con & bude (3-7-1), cd thé thé hé con
thu dugc bing c4ch lai nguoc ca thé thé hé con thu dugc & budc (3-7-1), hodc c4
thé thé hé con thu duoc bing cich lai nguoc c4 thé thé hé con thu dugc bing cich
tu lai c4 thé thé hé con thu dugc & buée (3-7-1) dugc thuc hién; bude (3-5) 1a (3-
5’) budc thu nhan c4 thé thé hé con bing cich tu lai c4 thé thé hé con dugc chon
loc & bu6e (3-7-2); buée (3-6) 1a buse (3-6°) buéc chon loc ca thé thé hé con
trong d6 dau chuidn ADN M1 va ddu chudn ADN M5 1a viing déng nhiém sic clia
alen c6 ngudn goc tir cay tréng ngudn goc, va ddu chudn ADN M2, d4u chuin
ADN M3, va d4u chudn ADN M4 1a viing déng nhiém sic ctia alen c6 nguén géc
tir cay trong la, tir c4 thé thé hé con thu dugc & buée (3-5), hodc c4 thé thé hé con
thu duoc bing cach tu lai c4 thé thé hé con thu dugc & budc (3-5).

6) Phuong phép tao ra cay trong méi theo phuong phap bat ky trong s6 cic
phuong phap tir (2) dén (4) c6 thé 1a sao cho dau chudn ADN M2 duoc xac dinh &
ddu miit phia trudc clia ving dich, hodc ving ké can clia ving nay; dau chuin
ADN M1 dugc xdc dinh nidm ké can dau chuidn ADN M2; d4du chuin ADN M4
dugc xdc dinh & ddu mit phia sau viing dich, hoac ving ké can ctia ving nay; ddu
chuan ADN M5 duoc xdc dinh nidm ké can dau chuian ADN M4.

@) Phuong phép tao ra cdy trong mdi theo phuong phdp bat ky trong s6 cac
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phuong phép tir (2) dén (4) c6 thé sao cho viing dich 12 viing mot gen.

&) Phuong phdp tao ra cdy trong méi theo phuong phap bat ky trong s6 cac
phuong phap tir (2) dén (4) c6 thé sao cho ving dich 13 2 viing gen hodc nhiéu
hon.

9) Phuong phdp tao ra ciy trong mdi theo phuong phép bat k¥ trong s6 cac
phuong phép tir (2) dén (4) c6 thé sao cho cay tréng ngudn goc 1a cay tu giao hoac
cay tu thu phén.

(10)  Phuong phdp tao ra ciy trong méi theo phuong phap bat ki trong s6 cac
phuong phép tix (2) dén (4) c6 thé sao cho cay tréng ngudn géc 1a cay trong thudc
ho Hoa thao.

(11)  Phuong phdp tao ra cay trong mdéi theo phuong phdp bat ky trong s cac
phuong phép tir (2) dén (4) c6 thé sao cho cay trong ngudn goc 1a cay lda.

(12)  Phuong phdp tao ra cay trong méi theo (11) c6 thé sao cho cay lda nay 1a
cay lda Koshihikari.

(13)  Cay trong theo sdng ch& 1a cay trong dugc tao ra bang cich sir dung
phuong phap tao ra cay trong méi theo phuong phdp bat ky trong s6 cdc phuong
phép tir (2) dén (4), va viing dich & nhiém sic thé clia cay trong nguén goc duoc
thay thé€ bang manh dong nhiém sic c6 ngudn goc tir cay trong la.

(14)  Ca thé th€ hé con theo sdng ch€ thu dugc bing cich lai hai c4 thé duoc
chon ti nhém bao gém c4 thé 1a cay trong theo (13) va c4 thé thé hé con cla cd
thé 1a cay trong theo (13). |

(15)  C4 thé thé hé con theo (14) c6 thé sao cho nhiéu ving dich & nhiém séc
thé cua cay trong nguén goc duoc thay thé bing manh déng nhiém sic c¢6 nguén
goc tir cay trong la.

(16)  C4 thé thé hé con theo (14) c6 thé sao cho c4c ving dich tuong Gng clia
hai c4 thé nay 1a khac nhau.

(17)  Thu nhan c4 thé th€ hé con theo séng ché bing cich skt dung, 13 cAy me
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12 cay mang hat hodc ciy cha 1a cay cho phén, c4 thé dugc chon tir nhém bao gém
ca thé 12 cay trong theo (13) va c4 thé thé hé con clia c4 thé 13 cay trong theo (13),
va lai gifta cay me 1a cdy mang hat hoac cay cha 1a cay cho phan.
(18)  Phuong phdp tao ra cay trong mdéi theo sdng ché c6 budc (4-1) budc six
dung cay trong theo (13) hodc c4 thé th€ hé con theo (15) 1a cay me 13 cay mang
hat, va cay trong theo (13) hodc c4 thé thé hé con theo (15) trong d6 ving dich 14
khac v6i vung dich clia cdy me 1a cdy mang hat 1a cay cha 1a cay cho phan, va lai
giita cay me 1 cay mang hat va cay cha 1a cay cho phan d€ thu dugc c4 thé the he
con; (4-2) bugc thu nhan c4 thé th€ hé con bang cach tu lai c4 thé thé hé con thu
dugc & bude (4-1); (4-3) budc chon loc cd thé th€ hé con trong d6, & nhiém sic
thé cha cay tréng nguén goc, ca hai ving dich ma cay me 1a cay mang hat s& hitu
va ving dich ma cay cha la cay cho phan s& hitu dugc thay thé€ bing manh déng
nhiém sic ¢6 ngudn goc tir cay trong la, tir ca thé thé hé con thu dugc & buée (4-
2).
(19)  Phuong phdp tao ra cay trong mdi theo (18) cé thé con cé, sau buée (4-3),
12 (4-4) budc chon loc hai cd thé trong d6 ving dich 1a kh4c nhau giita cay me 1a
ciy mang hat va cay cha Ia cay cho phdn, & nhém bao gém cay trong theo (13)
hodc c4 thé thé€ hé con theo (15), va c4 thé dugc chon loc & budc (4-3), va lai giita
chiing dé thu dugc c4 thé thé hé con; (4-5) budc thu nhan c4 thé thé hé con bing
cach tu lai ca thé thé hé con thu duoc & budc (4-4); (4-6) budc chon loc ca thé thé
hé con trong d6, & nhiém séic thé cha cay trong ngudn géc, ca hai ving dich ma
cay me la cady mang hat s& hitu va ving dich ma cay cha 1a cay cho phén s& hitu
dugc thay thé bang méanh déng nhiém sic c6 ngudn goc tix cay trong la, tir c4 thé
th€ hé con thu dugc & budc (4-5); (4-7) bude lap lai cac budc tir (4-4) dén (4-6)
mot hodc nhiéu.
(20)  Phuong phap phan biét cay trong thuc vat theo siang ché 1a phuong phép

phén biét liéu mot ca thé thuc vat c6 phai hay khong phai 1a cay tréng cu thé duoc
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tao ra bang céch st dung phuong phép tao ra cdy tréong méi theo phuong phap bt
ky trong s6 cac phuong phdp tir (2) dén (4), phuong phap niy bao gém céc budc:
dinh typ mot hodc nhiéu ddu chuidn ADN dugc chon tir nhém bao gém céc ddu
chudn ADN tir M1 dén M5 bang c4ch phan tich hé gen c4 thé thuc vat; va phan
biét dugc rang cd thé thuc vat ndy 1a cay trong cu thé khi két qua dinh typ thu
dugc 1a phi hop véi két qua clia cay trong cu thé.

(21)  Cay trong mdi theo sang ché€ 1a ciy trong thé hé con clia dong c¢6 doan
nhiém sic thé thay thé trong d6 mot phan ctia nhiém sic thé duoc thay th€ bing
manh nhiém sic thé c6 nguén géc tir cay trong la; mot hoic nhiéu viing dich clia
viing nhiém séic thé dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay
trong la; chiéu dai cia manh nhiém sic thé nay duoc kiém soat bsi ddu chuin
ADN dugc xdc dinh & phia truge clia ving dich, va ddu chusn ADN duoc x4c dinh
6 phia sau ving dich.

(22) Cay luia Koshihikari theo sing ch€ 1a cay trong Oryza sativa L.
Koshihikari kazusa 4go, c6 so luu giit tai co quan luu gitt quoc t€ 1a FERM ABP-
11140.

(23)  Ca thé thé hé con theo séng ché thu dugc bing cach lai hai c4 thé dugc
chon tir nhém bao gbém cd thé 1a cay trong theo (22) va c4 thé thé hé con theo
(17).

(24)  Phuong phap phan biét cay trong theo sdng ché 1a phuong phap phan biét
liéu mot cé thé thuc vat c6 phdi hay khong phai 1a cay tréng cu thé, phuong phéap
nay bao gém cic budc: thiét 1ap SP-4009 1a dau chudn ADN M1, thiét lap G2003
Ja ddu chudn ADN M2, thiét 1ap G2002 1a dau chuin ADN M3, thiét lap SP-462 1a
ddu chudn ADN M4, va thiét 1ap SP-1259 1a d4u chudn ADN MS5; dinh typ mot
hodc nhiéu ddu chudn ADN dugc chon tir nhém bao gém céc dau chuén ADN tir
M1 dén M5 bang cdch phan tich hé gen c4 thé thuc vat; va phan biét dugc ring c4

thé thuc vat nay 1a cay tréng Oryza sativa L. Koshihikari eichi 4go hoac cay tréng
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Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go khi két qua dinh typ thu dugc 14 phut hop
v6i két qua cua cay trong Oryza sativa L. Koshihikari eichi 4go hodc cay trong
Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go.

(25)  Phuong phap phan biét cay trong theo sdng ché& 1a phuong phdp phan biét
liéu mot c4 thé thuc vat c6 phai hay khong phai 13 cay trong cu thé, phuong phéap
nay bao gém céc bude: thiét 1ap SP-2032 1a d4u chudn ADN M1, thiét 1ap SP-170
12 d&u chudn ADN M2, thiét 1ap SP-4028 1a dau chudn ADN M3, thiét 1ap SP4038
12 ddu chudn ADN M4, va thiét 1ap SP-4030 1a d4u chuidn ADN M5; dinh typ mot
hodc nhiéu dfu chuin ADN dugc chon tir nhém bao gém cic diu chuédn ADN tir
M1 dén M5 béang cach phan tich hé gen c4 thé thuc vat; va phan biét dugc ring ca
thé thuc vat nay 1a cay tréng Oryza sativa L. Koshihikari eichi 2go hoic cay trong
Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go khi két qua dinh typ thu dugc 1a phi hop
v6i két qua cua cay trong Oryza sativa L. Koshihikari eichi 2go hodc cay trong
Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go.

(26)  Phuong phap phan biét cdy trong theo sidng ché 1a phuong phédp phan biét
liéu mot c4 thé thuc vat c6 phai hay khong phdi 1a cay tréng cu thé, phuong phap
nay bao gém céc budc: thiét 1ap P-2513 1a dau chudn ADN M1, thiét 1ap SP-586
1a ddu chuidn ADN M2, thiét 1ap SP-2254 1a dau chudn ADN M3, thiét 1ap SP-
1603 12 ddu chudn ADN M4, va thiét 1ap SP-604 1a dau chuin ADN MS5; dinh typ
mot hodc nhiéu ddu chuidn ADN dugc chon tir nhém bao gom céc dau chuidn ADN
tit M1 dén M5 bang céch phan tich hé gen c4 thé thuc vat; va phan biét duoc ring
c4 thé thuc vat nay 1a cay trong Oryza sativa L. Koshihikari eichi 3go hoic cay
trong Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go khi két qua dinh typ thu duoc 1a phu
hop v6i két qua cua ciy trong Oryza sativa L. Koshihikari eichi 3go hodc cay
trong Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go.

[Hiéu qua dat dugc clia sang ché]

[0011]
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Bang cdch st dung phuong phép thiét k€ hé gen thuc vat theo sing ché,
va phuong phdp tao ra cay trong méi theo sing ché€ bang céch st dung phuong
phép thiét k& hé gen nay, c6 thé kiém soat dugc ving nhiém sic thé cia cﬁyvtrc”ing
ngudn gdc s& duoc thay thé bing manh déng nhiém sic ¢6 ngudn goc tir cay trong
la. Vily do nay, tinh trang muc tiéu c6 thé dugc dua vao ciy trong ngudn géc
trong khi d6 c6 kha nang 1a nhiéu gen khac c6 chic ning khong biét khong phai
12 gen tinh trang muc tiéu duoc dwa vao trong nhiém sic thé ctia cay tréng ngudn
goc, va c6 kha nang 1a su pha huy tinh trang dugc wa thich c6 trong ciy trong
nguon géc dugc gitt & mitc nhod nhét.

Ngoai ra, bang céch str dung cay trong méi dugc tao ra bang phuong phap
tao ra cy trong méi theo sang ché& hoic c4 thé the hé con clia chiing 12 c4 thé cha
me va nhd d6 tao ra ciy tréng méi, c6 thé ca thé thé hé con thu duogc trong dé tat
ca manh déng nhiém sic c6 ngudn goc tir ciy trong la c6 trong cay me 1a cay
mang hat va cay cha la cay cho phin, mot cach twong ting, dugc tich luy. Két qua
13, nhiéu dang tinh trang ctia cay tréng ngudn goc c6 thé duoc cai thién mot cach
don gian va an toan, trong khi d6 c6 kha nang 1a mot tinh trang dugc wa thich co
trong cdy trong ngudn goc bi phd huy dugc gitt & mitc nho nhét.

[M6 ta van tat cdc hinh vé]
[0012]

[FIG 1] FIG. 1 1a hinh 4nh thé hién vang dich T trén nhiém séic thé G clia
cay trong ngudn goc, manh nhiém sic thé G c6 ngudn gdc tir cay trong la s& dugc
dua vao nhiém sic thé G ndy, va cac dau chudn ADN tixr M1 dén M5.

[FIG 2A] FIG. 2A 12 hinh 4nh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong bude (1-4), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
bude (1-3) trong phuong phép thit nhit tao ra cay trong méi theo sang ché. Trong
hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay

trong nguén goc, va phan dudng ké dam t6 mau den thé hién alen c6 nguén goc tir
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cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 2B] FIG. 2B 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé the
hé con duge uu tién trong budc (1-4), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duge &
buéc (1-3) trong cling phuong phdp. Trong hinh nay, phan duong ké ddm khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cAy trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cdch tuong tng.

[FIG 2C] FIG. 2C 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé the
hé con dugc uu tién trong buéc (1-4), trong sd nhitng c4 thé thé hé con thu dugc &
budc (1-3) trong cuing phuong phdp. Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c¢6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cAy tréng la, mot cach tuong dng.

[FIG 2D] FIG. 2D Ia hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé cha c4 thé th&
hé con dugc vu tién trong budc (1-6), trong so nhitng c4 thé thé hé con thu duge &
budc (1-5) trong cung phuong phdap. Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phian dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen cé ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong wng.

[FIG 2E] FIG. 2E 12 hinh anh thé hién viing nhiém séc thé ctia c4 thé thé
hé con dugc vu tién trong bude (1-6), trong s6 nhitng ca thé thé hé con thu dugc &
budc (1-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tix cay tr6ng nguon goc, va phan duong ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tix cay trong la, mot cach tuong Gng.

[FIG 2F] FIG. 2F 1a hinh anh thé hién ving nhiém séic thé ctia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (1-6), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu dugc &
budc (1-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t0 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach twong Gng.

[FIG 3A] FIG. 3A 12 hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
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hé con dugc vu tién trong bude (2-4), trong so nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
budc (2-3) cua phuong phép thi hai tao ra cay trong méi theo sang ché. Trong
hinh nay, phdn dudng ké dam khong t6 mau thé hién alen c6 ngudn gdc tir cay
trong nguén goc, va phdn dudng ké dam t6 mau den thé hién alen c¢6 ngudn géc tir
cay trong la, mot cach tuong tng.

[FIG 3B] FIG. 3B Ia hinh &nh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (2-4), trong s& nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
budc (2-3) trong cing phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cich tuong tng.

[FIG 3C] FIG. 3C 1a hinh anh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc wu tién trong bude (2-4), trong s6 nhing c4 thé thé hé con thu dugc &
budc (2-3) trong cung phuong phdp. Trong hinh nay, phin dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 nguén goc tir cay tréng ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cich tuong tng.

[FIG 3D] FIG. 3D la hinh anh thé hién ving nhiém sic thé ctia c4 thé th&
hé con dugc uu tién & budc (2-6), trong s6 nhitng ca thé the€ hé con thu duoc &
budc (2-5) trong cung phuong phdp. Trong hinh nay, phin duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tit cay trong ngudn goc, va phan duong ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong la, mot cdch tuwong ting.

[FIG 3E] FIG. 3E 1a hinh &nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc wu tién trong budc (2-6), trong s6 nhitng c4 thé th€ hé con thu duoc &
budc (2-5) trong cung phuong phdp. Trong hinh nay, phian duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 nguén géc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 nguén goc t ciy trong la, mot cach twong tng.

[FIG 3F] FIG. 3F Ia hinh &nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé

hé con dugc uvu tién trong budc (2-6), trong s6 nhitng c4 thé th€ hé con thu duoc &
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budc (2-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phin dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn géc tir cay tréng ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 4A] FIG. 4A 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé th&
hé con dugc uu tién trong budc (3-4), trong s6 nhing ca thé thé hé con thu dugc &
budc (3-3) trong phuong phép thit ba tao ra cay tréng méi theo sing ché. Trong
hinh nay, phdn dudng ké dam khong t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay
trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau den thé hién alen c¢6 nguén goc tix
cay trong la, mot cach tuong tng.

[FIG 4B] FIG. 4B 12 hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dwoc wu tién trong budc (3-4), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
bude (3-3) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phin duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn géc tix cy tréng ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong la, mot cach tuong ung.

[FIG 4C] FIG. 4C 1a hinh anh thé hién ving nhiém séc thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-4), trong so nhitng c4 thé thé hé con thu dugc &
bude (3-3) trong cung phuong phdp. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir ciy trong ngudn goc, va phan duong ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 nguén gdc tir cay trong la, mot cach twong Ung.

[FIG 4D] FIG. 4D 1a hinh nh thé hién ving nhiém séc thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-4), trong s6 nhitng c4 thé theé hé con thu dugc &
bude (3-3) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goéc tir cay trong la, mot cdch tuong ng.

[FIG 4E] FIG. 4E Ia hinh &nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con duoc uu tién trong budc (3-4), trong so nhitng c4 thé thé hé con thu dugc &

budc (3-3) trong clng phuong phap. Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong
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t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phian dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 4F] FIG. 4F 12 hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-4), trong s6 nhitng ca thé thé hé con thu duoc &
buGe (3-3) trong cing phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 nguén goc tix cay trong la, mot cach tuong ing.

[FIG 5A] FIG. 5A 1 hinh &nh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc wu tién trong budc (3-6), trong s6 nhing c4 thé thé hé con thu duoc &
buéGc (3-5) trong phuong phap thit ba tao ra ciy trong méi theo sang ché. Trong
hinh nay, phin dudng ké dam khong t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay
trong nguén goc, va phan dudng ké dam t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir
cay trong la, mot cach tuong Ung.

[FIG 5B] FIG. 5B Ia hinh anh thé hién viing nhiém sic thé cla ca thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-6), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
budc (3-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tix ciy trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 5C] FIG. 5C 1a hinh 4nh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-6), trong sé’ nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
budc (3-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan duong ké ddm khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir ciy trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
6 mau den thé hién alen c6 ngudn gdc tir cay trong la, mot cdch tuong tng.

[FIG 5D] FIG. 5D 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém séic thé cha c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-6), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu dugc &
budc (3-5) trong cung phuong phdp. Trong hinh nay, phan duong ké dam khong

t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
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t6 mau den thé hién alen c¢6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 5E] FIG. 5E 1a hinh anh thé hién viing nhiém séc thé cia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-6), trong s6 nhitng ca thé thé hé con thu duoc &
buée (3-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phian duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong la, mot cich tuong tng.

[FIG 5F] FIG. 5F Ia hinh anh thé hién ving nhiém sac thé ctia c4 thé thé
hé con dugc uu tién trong budc (3-6), trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duoc &
bude (3-5) trong cung phuong phap. Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong
t6 mau thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam
t6 mau den thé hién alen c¢6 nguén goc tir ciy trong la; mot cach tuong tng.

[FIG 6A] FIG. 6A 1a hinh anh thé hién viing nhiém séc thé clia c4 thé the
hé con tuong d6i dugc wu tién trong bude (3-7-2), trong s6 nhitng ca thé the hé
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c¢6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc ti cay trong la, mot cach tuong ng.

[FIG 6B] FIG. 6B la hinh anh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong sd nhitng ca thé thé hé
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong ng.

[FIG 6C] FIG. 6C 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém séc thé cta ca thé thé
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhing cé thé th€ h¢
con thu dugc & budce (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn gdc tir cay trong la, mot cich twong tng.

[FIG 6D] FIG. 6D Ia hinh 4nh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
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hé con twong doi dugc uu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé th& hée
con thu dugc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tit cay trong nguén goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn géc tir cay tréng la, mot cach twong Gng.

[FIG 7A] FIG. 7A 12 hinh anh thé hién ving nhiém sic thé ctia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc uu tién trong budc (3-7-2), trong s& nhitng ca thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong to6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tir cAy trong nguén goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén géc tir cay tréng la, mot cich twong tng.

[FIG 7B] FIG. 7B 1a hinh anh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con tuwong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tit cay trong ngudn goc, va phin duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong la, mot cach twong tGng.

[FIG 7C] FIG. 7C 1a hinh anh thé hién viing nhiém séc thé clia c4 thé th&
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tit cay trong nguén goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn géc tir cay trong la, mot cach tuong tng.

[FIG 7D] FIG. 7D 14 hinh 4nh thé hién viing nhiém sic thé cia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé the he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong nguén goc, va phin duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong tng.

[FIG 7E] FIG. 7E 1a hinh anh thé hién ving nhiém sic thé cia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc vu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhiing c4 thé the he

con thu dugc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
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thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn géc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cich tuong tUng.

[FIG 7F] FIG. 7F 14 hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé ca c4 thé the
hé con tuong d6i duoc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & buGe (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot céch tuong tng.

[FIG 7G] FIG. 7G 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé cia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong sd nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c¢6 ngudn goc ti cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cich tuong dng.

[FIG 8A] FIG. 8A 13 hinh 4nh thé hién viing nhiém séic thé ctia c4 thé thé
hé con tuwong dsi dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhiing cé thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phian duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tix cay trong la, mot cach tuong Ung.

[FIG 8B] FIG. 8B Ia hinh anh thé hién viing nhiém sic thé cla c4 thé thé
hé con tuong déi dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhiing ci thé thé he
con thu duoc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn gaoc tir cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 8C] FIG. 8C 12 hinh anh thé hién ving nhiém séc thé clia c4 thé thé
hé con twong d6i dugc wu tién trong busc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé th& he
con thu duoc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen ¢6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau

den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong tng.
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[FIG 8D] FIG. 8D 1a hinh anh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé thé
h¢ con tuong d6i dugc wu tién trong bude (3-7-2), trong s6 nhiing cd thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va phin dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cach tuong tng.

[FIG 9A] FIG. 9A 1a hinh &nh thé hién ving nhiém séic thé clia c4 thé the
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé the hé
con thu dugc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén goc tir cay tréng ngudn goc, va phin dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cich tuong tng.

[FIG 9B] FIG. 9B 12 hinh anh thé hién ving nhiém sic thé ctia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc uu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhing c4 thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén gdc tir cay trong ngudn goc, va phin dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tix cay trong la, mot cich twong tng.

[FIG 9C] FIG. 9C 1a hinh anh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé th&
hé con tuong d6i dugc uu tién trong bude (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén gdc tir cay trong ngudn goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong la, mot cich tuong tng.

[FIG 9D] FIG. 9D Ia hinh anh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé
hé con tuong d6i dugc wu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 nguén géc tir cay trong nguodn goc, va phian dudng ké dam to6 mau
den thé hién alen c6 nguén géc tir cay trong la, mot cich tuong Gng.

[FIG 9E] FIG. 9E Ia hinh anh thé hién ving nhiém sic thé clia c4 thé thé

hé con tuong d6i dugc uu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhitng c4 thé thé he

-2



39366

con thu duogc & buée (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong nguén goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tix cay trong la, mot cach tuong dng.

[FIG 9F] FIG. 9F 12 hinh &nh thé hién ving nhiém sic thé cia ca thé thé
hé con tuong doi dugc wu tién trong bude (3-7-2), trong s6 nhitng ca thé thé hé
con thu dugc & bude (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c6 ngudn goc tir cay tréng nguén goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la, mot cdch tuong ng.

[FIG 9G] FIG. 9G 1a hinh anh thé hién viing nhiém sic thé clia c4 thé the
hé con tuong d6i dugc uu tién trong budc (3-7-2), trong s6 nhing cé thé thé he
con thu dugc & budc (3-7-1). Trong hinh nay, phan duong ké dam khong t6 mau
thé hién alen c¢6 ngudn goc tix cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong la, mot cach twong Gng.

[FIG 10A] FIG. 10A 1a lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay trong
trong d6 ba ving dich (ving dich A, B, C) & nhiém sic thé clia cay trong nguéﬁ
goc dugc thay thé bing manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tix cay trong la.

[FIG 10B] FIG. 10B la lugc do thé hién phwong phdp tao ra ciy trong
trong d6 ba ving dich (viing dich A, B, C) & nhiém sic thé clia cay trong ngudn
goc dugc thay thé bang manh nhiém sic thé c6 nguén goc tir cay trong la.

[FIG 11A] FIG. 11A 1a lugc d6 thé hién phuong phap tao ra cay trong
trong d6 bon ving dich (ving dich A, B, C, D) & nhiém sic thé clia ciy trong
nguén géc duoc thay the bing manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tir cay trong la.

[FIG 11B] FIG. 11B Ia lugc d6 thé hién phuong phédp tao ra cay trong
trong d6 bon ving dich (ving dich A, B, C D) & nhiém séc thé cla cay trong
ngudn goc duoc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn géc tir cay trong la.

[FIG 11C] FIG. 11C 1a lugc d6 thé hién phuong phdp tao ra cay tréng

trong d6 bon ving dich (ving dich A, B, C ,D) & nhiém sic thé cla cy trong
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nguén goc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 12A] FIG. 12A 1a lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay trong
trong d6 nam vung dich (ving dich A, B, C, D, E) & nhiém sic thé cta cay trong
ngudn goc dugc thay th€ bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 12B] FIG. 12B Ia lugc d6 thé hién phuong phap tao ra cay tréng
trong d6 nam ving dich (ving dich A, B, C, D, E) & nhiém sic thé cta cay tréng
nguén goc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 12C] FIG. 12C 1a lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay trong
trong d6 nam ving dich (ving dich A, B, C, D, E) & nhiém sic thé cia cay tréng
nguon gbc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn géc tir cay trong la.
[FIG 12D] FIG. 12D 1a lugc d6 thé hién phuong phdp tao ra ciy tréng
trong d6 nam ving dich (ving dich A, B, C, D, E) & nhiém sic thé clia cay tréng
nguon géc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 13A] FIG. 13A 1a lugc d6 thé hién phuong phap tao ra cay trong
trong d6 sdu viing dich (ving dich A, B, C, D, E, F) 6 nhiém séic thé clia cay tréng
nguon goc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 13B] FIG. 13B 1a lugc d6 thé hién phuong phédp tao ra ciy trong
trong d6 sdu vung dich (ving dich A, B, C, D, E, F) & nhiém sic thé cia cay trong
nguodn goc dugc thay thé bang manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 13C] FIG. 13C 1a lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay trong
trong d6 sdu ving dich (viing dich A, B, C, D, E, F) & nhiém sic thé cha cay trong
nguon goc dugc thay thé bang manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.
[FIG 13D] FIG. 13D la lugc d6 thé hién phuong phap tao ra cay trong
trong d6 sdu vung dich (ving dich A, B, C, D, E, F) 6 nhiém sic thé clia cay trong
nguon goc dugce thay thé bang manh nhiém séic thé c6 nguén géc tir cay trong la.
[FIG 13E] FIG. 13E 1a lugc d6 thé hién phuong phap tao ra cay trong

trong d6 sdu viing dich (viing dich A, B, C, D, E, F) 6 nhiém sic thé cla ciy trong
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nguodn goc duogc thay thé bang manh nhiém sic thé c6 ngudn géc tix cay trong la.

[FIG 14A] FIG. 14A 14 lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay trong P6
(ABCDEF), v6i xdc suft xdy ra 1a c4 thé th& hé con muc tiéu c6 mit trong quin
thé chon loc méi 14n 13 1/64 dén 1/16.

[FIG 14B] FIG. 14B 1a lugc d6 thé hién phuong phdp tao ra cay tréng P6
(ABCDEF), v6i xdc suft xay ra 1a c4 thé th€ hé con muc tiéu c6 mit trong quin
thé chon loc méi 14n 13 1/64 dén 1/16.

[FIG 14C] FIG. 14C 1a lugc d6 thé hién phuong phdp tao ra cay tréng P6
(ABCDEF), v6i xdc suit xay ra 1a c4 thé thé€ hé con muc tiéu c6 mat trong quin
thé chon loc méi 14n 14 1/64 dén 1/16.

[FIG 15] FIG. 15 1a hinh 4nh thé hién ddu chuédn ADN duoc sir dung dé
tao ra cay lia Koshihikari eichi 4go.

[FIG 16] FIG. 16 1a lugc d6 thé hién hé gen clia cay lia Koshihikari eichi
4go.

[FIG 17] FIG. 17 1a hinh 4nh so sanh tinh chéng chiu khong bi dé rap cua
cﬁylﬁa Koshihikari eichi 4go va cay lda Koshihikari. Canh d6ng & phia truéc 1a
cdnh dong trong cay lda Koshihikari, va cdnh déng & phia sau 1a canh dong tréng
cay lia Koshihikari eichi 4go.

[FIG 18] FIG. 18 Ia hinh anh thé hién dau chudn ADN duoc sir dung dé
tao ra cay lua Koshihikari eichi 2go.

[FIG 19] FIG. 19 1a lugc d6 thé hién hé gen cuia ciy lia Koshihikari eichi
2go.

[FIG 20] FIG. 20 1a hinh &nh thé hién dau chuin ADN duoc sit dung dé
tao ra cay lua Koshihikari eichi 3go.

[FIG 21] FIG. 21 1a lugc d6 thé hién hé gen clia cay lda Koshihikari eichi
3go.

[FIG 22] FIG. 22 1a lugc d6 thé hién hé gen clia cay lda Koshihikari
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kazusa 4go.
[Thuc hién sang ché]

[0013]

| Theo sdng ché, dong c¢6 doan nhiém sic thé thay th€ ding dé chi dong
trong d6 chi mot phan cta nhiém sic thé cla cay trong ngudn géc duoc thay thé
bing manh nhiém sac thé c6 ngudn gdc tir cay trong la.

Cay trong la khong bi gidi han cu thé mién 1a d6 1a cay tréng khic cay
trong ngudn géc, va c6 thé 1a cay trong thuc vat cing mot loai véi cay tréng
ngudn goc, c6 thé 1a cay tréng thuc vat khic lodi véi cay trong ngudn goc, va cb
thé 1a cay trong khong thugc thyc vat ching han nhw dong vat va cdc loai tuong
tu.

Theo sdng ché, cay trong ding dé chi quin thé clia cing mot lodi thuc
vat, nhung c6 thé dugc phan biét 16 rang vé6i cac loai khéc trong ciing mot loai vé
mot s tinh trang, do céu tric di truyén khac nhau.

[0014]

Theo sang ché, ving dich ding dé chi ving & nhiém sic thé cha ciy trong
nguén gdc, dugec nhdm dé dugc thay thé bing manh nhiém sic thé cé nguén géc
tlr cay trong la. Vi dy, cay trong thuc vat ma thong tin di truyén cia né da duogc
biét tuong d6i dl, chiang han nhu cay lda, 1da mi, va cay Arabidopsis, c6 thé tao ra
cay trong méi dugc cai thién v&€ mot dic tinh so véi cay trong ngudn goc bing
cach thay th€ ving nhiém sic thé cu thé chita gen tinh trang muc tiéu bing manh
nhiém sac thé ¢6 ngudn goc tir cay trong la. Trong ban mo ta nay, viing dich cia
cay trong nguoén goéc khong bi han ché dic biét mién 1a d6 1a ving tuong tng véi
viing cua phén dugc thay thé bang méanh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong
la trong nhiém séc thé clia dong c6 doan nhiém séc thé thay thé dugc ding 1am cd
thé cha me, va vang dich clia cay tréng nguén goc c6 thé 1a viing mot gen, hoic

c6 thé 1a ving chtia hai hodc nhiéu gen. Vi du, khi cay tréng la 14 khac loai véi
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cay trong nguon goc, tot hon 14 viing nay viing mot gen. Ngoai ra, khi ciy trong
la 12 loai c6 quan hé gin véi cay tréng ngudn goc, ching han nhu khi cay tréng la
1 cay trong khéc thudc ciing mot loai véi cay tréng nguén goc, ving dich c6 thé
12 viing mot gen, hodc c6 thé 1a ving chita hai hodc nhiéu gen.

Ving gen ndy c6 thé chi 1a ving dich ma, hodc c6 thé 1a ving chita viing
khong dich ma chang han nhu intron, ving kiém sodt ching han nhu viing gen
khéi dau ving va viing gen két thiic ngoai ving dich ma.

[0015]

D4u chuin ADN theo siang ché khong bi gi6i han dic biét mién 14 n6 cé
thé phan biét nhiém séc thé c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc va nhiém sic
thé c6 ngudn goc tix cay trong la, tic 12 né c6 thé phat hién su khac biét vé trinh tu
ADN trén nhiém séc thé gifta cay trong ngudn goc va cay trong la, va c6 thé st
dung d4u chuédn ADN ma thudng dugc st dung trong linh vuc phan tich gen. Cic
d4u chuén ADN nay c6 thé, vi du 1a ddu chuin RFLP (da hinh d6 dai cic doan
gi6i han - Restriction Fragment Chiéu dai Polymorphism) hodc d4u chuin c6 thé
phét hién hién tuong da hinh gen ching han nhu SNP (da hinh don nucleotit -
Single Nucleotide Polymorphism), va c6 thé phét hién su khdc biét vé s6 doan lap
SSR (doan lap don gian - Simple Sequence Repeats).

Co thé thuc hién viéc phan biét mot alen c6 ngudn gdc tir ciy tréng ngudn
gdc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la bing cach st dung cic dau chuin
ADN nay theo phuong phdp thong thuong. Vi du, PCR dugc thuc hién nhu sau:
stt dung ADN dugc chiét tir méi c4 thé 1am khuon miu; va st dung doan méi ma
c6 thé lai dic hiéu v6i SNP va SSR cu thé. Sau d6, bang cach phat hién su c6 mat
hoidc ving mit ctia san phdm PCR nay bing cich 4p dung phuong phdp dién di
hodc cac phuong phép tuong tu, c6 thé phan biét méi hién tuong da hinh SNP va
SSR gifra cay trong ngudn goc va cay trong la. Theo cach khdc, bang cdch phat

hién kiéu miu ctia manh ADN biéng c4ch sir dung phuwong phap dién di hodc cic
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phuong phép twong tu sau khi chiét ADN tir mdi c4 thé dugc xir Iy bing enzym
gi6i han, twong tu c6 thé phan biét méi hién twong da hinh. C6 thé thiét k& doan
mdi ma c6 thé thé lai dic hiéu véi SNP va SSR cu thé theo phuong phip thong
thudong bing cich st dung cong cu thiét k€ doan moi ma thudng duoc st dung,
tuy thudc vao trinh tu nucleotit ciia SNP va SSR. Ngoai ra, c¢6 thé téng hop doan
moi thiét k& bang cach sit dung phuong phép bat k¥ trong s6 cac phuong phéap da
duoc biét ro trong linh vuc k¥ thuat nay.

[0016]

Vi cac dau chuan ADN, cdc ddu chudn ADN da biét ¢6 thé dugc sir dung
mot cach thich hgp. Theo céch khéc, ¢6 thé sit dung cdc ddu chuin ADN méi
duoc tao ra. Vi du, khi sit dung c4c ddu chudn ADN di biét lién quan dén cay lda,
c6 thé str dung cdc ddu chuidn SNP dugc boc 16 trong tai liéu Patent 2, va cic dau
chuidn ADN dugc cong b6 trong Chuong trinh nghién cttu hé gen cay lda - Rice
Genome Research Program (http://rgp.dna.affrc.go.jp/publicdata.html). Khi sir
dung céc d4u chuidn ADN di biét lién quan dén cay lda mach, c6 thé sir dung cic
didu chudn ADN duoc cong bo trong GrainGenes: A Database for Triticeae and
Avena (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml), CR-EST:The IPK Crop EST
Database (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/est/index.php). Khi sit dung cdc dau
chuidn ADN da biét lién quan dén cay lda mién, c6 thé sit dung cdc ddu chuidn
ADN duoc cong bo trong GRAMENE
(http://www.gramene.org/db/markers/marker_view). Khi sit dung céc dau chuin
ADN d3 biét lién quan dén lda mi, c6 thé sit dung céc dau chuian ADN dugc cong
bd trong GrainGenes: A Database for Triticcae and Avena, WHEAT CAP
(http://maswheat.ucdavis.edu/). Khi st dung cac ddu chuin ADN da biét lién
quan dén cay ngo, c6 thé st dung cdc ddu chuin ADN dugc cong b trong
MaizeGDB (http://www.maizegdb.org/). Ngoai ra, cdc ddu chudn ADN thudc cic
dang khéc duoc boc 10 trong GRAMENE, va ciing c6 thé sir dung c4c dang nay.
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[0017]

Trudc hét, phuong phap thi€t k& hé gen thuc vat theo sang ché dugc mo ta
chi tiét.

Phuong phap thiét k&€ hé gen thuc vat theo sang ché 1a phuong phdp thiét
k& hé gen thuc vat trong d6 mot hodc nhiéu vang dich & nhiém sic thé cla cay
trong nguén goc dugc thay th€ bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tir cay
tréng la, bing cach sir dung dong c6 doan nhiém sic thé thay thé trong d6 chi mot
phin cla nhiém sic thé cua ciy trong nguén goc duoc thay thé bing manh nhiém
sac thé c6 ngudn goc tir cay trong la. Trong phuwong phdp nay, cic ddu chudn
ADN tir M1 dén M5 thoa man yéu cau sau day (i) duoc xac dinh do6i v6i moi mot
ving dich. Tic 1a trong ving thay thé & nhiém sic thé cla cay tréng ngudn goc
ma chita viing dich nay va sé dugc thay th€ bing méanh nhiém sic thé c6 ngudn
gdc tix cay trong la, gen duoc thiét k€ sao cho diu miit phia trudc clia né nam
gifta cac d4u chudn ADN M1 va M2, va ddu mit & phia sau clia né nim gifta cic
d&u chudn ADN M4 va M5.
@) Dau chuéan ADN M2 dugc xac dinh & ddu miit phia tru6c cta ving dich,
hodc & phia tru6c ctia n6. Dau chudn ADN M1 dugc xéc dinh & tru6e dau chudn
ADN M2. Dau chuin ADN M4 duoc xdc dinh & ddu mit phia sau ving dich,
hodc & sau clia n6. D4u chuin ADN M5 dugc x4c dinh & sau ddu chuin ADN
M4. Déu chuian ADN M3 duoc x4c dinh trong ving dich.

Theo sing ché, & phia truéc dung dé chi phia nh4dnh ngin & nhiém sic
thé, va & sau dung dé chi phia nhanh dai & nhiém sic thé.
[0018]

Bang cach xdc dinh cdc dau chuidn ADN tuong tng tr M1 dén M5 sao
cho thod man yéu cau (i), c6 thé kiém soat dugc chiéu dai clia manh nhiém sic
thé c6 ngudn goc tir cay trong la s& dugc dwa vao nhiém sic thé cla cay trong

ngudn goc, tic 12 viing thay thé & nhiém sic thé clia ciy tréng ngudn goc sé dugc
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thay th€ bing manh nhiém sic thé ndy. Vily do ndy, bang cich sit dung phuong
phép thiét k& hé gen thuc vat theo sdng ché, c6 thé thiét k& hé gen sao cho gen c6
nguén goc tir cay trong la huéng dich dugc dua vao nhiém sic thé cla cay trong
" ngudn goc, déng thoi giit & mic nhd nhat x4c sust ma nhiéu gen khic khong phai
12 gen muc tiéu dugc dua vao nhiém sic thé clia cay tréng ngudn goc va kha nang
1a gen khong phai 1a gen muc tiéu c¢6 mat trong viing ké can cta ving dich duoc
thay thé€ biang nhiém sic thé ciia cay trong nguén géc c6 ngudn goc tir ciy trong
la.

[0019]

Co6 thé thiét k€& céc dau chuin ADN tuong tng tir M1 dén M5 dua trén
thong tin di truyén da biét cia loai thuc vat ma méi cay trong thudc vé€ d6. Thong
tin di truyén ctia moi cay trong 1a c6 duoc, vi du, & NCBI (National center for
Biotechnology Informatioh) va DDBJ (DNA Data Bank of Japan) cung cip nguén
dit liéu trinh tu nucleotit qudc t&. Pac biét 13, thong tin di truyén cho mdi giong
cay trong cay lia c6 s6 KOME (Knowledge-based Oryza Molecular biological
Encyclopedia, http://cdna0l.dna.affrc.go.jp/cDNA/).

[0020]

FIG. 1 1a hinh anh thé hién viing dich T trén nhiém sic thé G cla cay
trong ngudn goc, manh nhiém séc thé L c6 ngudn gdc tix cay trong la s& duoc thay
the, va céc dau chudn ADN tir M1 dén M5. Dau miit phia truéc cia manh nhiém
sdc thé L c6 ngudn goc tlr cay trong la, tdc 1a mot ddu miit phia truée chia viing
thay th€ & nhiém séic thé clia cay trong ngudn goc, ma dugc thay thé bing manh
nhiém séc thé L c¢6 ngudn gdc tir cay trong la, nim giita cdc dau chudn ADN M1
va M2. Mat khac, ddu mit & phia sau clia manh nhiém sic thé L c¢6 ngudn goc tix
cay trong la, tc 1a ddu miit & phia sau clia viing thay th€ & nhiém séc thé clia cay
trong ngudn goc, ma duoc thay th€ bang manh nhiém séc thé L c6 ngudn goc tix

cay trong la, nim gifta cdc dau chudn ADN M4 va M5. Vi ly do nay, thiét lap
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khoang cach giita cdc d4u chudn ADN M1 va M2 1a d1, thiét 1ap khoang céch
gitta cdc ddu chudn ADN M2 va M4 1a d2, va thiét 1ap khoang cach giita cic ddu
chudn ADN M4 va M5 1a d3, chiéu dai ciia manh nhiém séic thé L c¢6 nguén géc
tir cay trong la (chiéu dai clia ving thay thé€) dugc biéu hién bing phuong trinh
(1).

Phwong trinh (1): d2 < chiéu dai ciia manh nhiém sic thé L ¢6 nguén goc tir cay
trong la < dl + d2+d3

[0021]

Bing céch thiét 1ap dau chudn ADN M2 & phia trudc (hudng céch xa
ving dich T) nhiém sic thé G clia ciy tréng ngudn goc, chiéu dai cha manh
nhi€m séc thé L c6 nguén géce tir cay tréng la tro thanh dai. Mat khdc, bang cdch
thiét 1ap d&u chudn ADN M2 & phia sau (huéng tié€p can ving dich T) ctia nhiém
sic thé G cla cay trong ngudn goc, chiéu dai ciia manh nhiém séc thé L ¢6 ngudén
goc tir cay trong la tr& thanh ngén. Tuong tu, bing cich thiét 1ap ddu chuidn ADN
M4 & phia sau nhiém sic thé G cha cay trong ngudn goc, chiéu dai clia manh
nhiém séc thé L c6 ngudn goc tix cay trong la trd nén dai va, bang cach thiét lap &
phia trudc nhiém sic thé G cua cay trong ngudn goc, chiéu dai cia manh nhiém
sac thé L c6 ngudn gdc tir ciy trong la trd thanh ngan.

[0022]

Mat khéc, khi khoang céach d1 giita cac dau chudn ADN M1 va M2 1a dai,
pham vi ma trong d6 mot ddu mit phia truc ciia manh nhiém séc thé L ¢6 nguén
goc tir cay trong la c6 thé ton tai bi m& rong. Vi ly do nay, s& khé xdc dinh chiéu
dai cia manh nhiém séc thé L c6 nguén goc tir cay trong la dugc dua vao. Mit
khac, khi khodng cach d1 nay 1a ngin, pham vi ma trong d6 mot ddu mit phia
truéc clia manh nhiém séc thé L c6 ngudn géc tir cay trong la c6 thé ton tai dugc
thu hep. Vi ly do nay, sé dé x4c dinh chiéu dai cha manh nhiém sic thé L c6

nguodn goc tlr cay trong la duge dua vao.
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Tuong tu, khi khoang cdch d3 gitta cdc ddu chuidn ADN M4 va M5 1a dai,
pham vi ma trong d6 dau miit & phia sau cia méanh nhiém séc thé L c6 ngudn géc
tir cay trong la c6 thé ton tai bi m& rong, va sé khé x4c dinh chiéu dai ciia manh
nhiém sic thé L c6 ngudn goc tir cay trong la duoc dua vao. Khi khoang cich d3
ndy 12 ngan, pham vi ma trong d6 ddu miit & phia sau cia manh nhiém sic thé L
c6 ngudn goc tix cay trong la c6 thé ton tai duoc thu hep, trd nén dé dang x4c dinh
chiéu dai clia méanh nhiém sic thé L c6 ngudn gdc tir cay trong la dugc dua vao.
[0023]

Khi chiéu dai clia manh nhiém sic thé L c6 ngudn gdc tir cay trong la trd
nén dai hon, kha nang ma cac gen c6 mait trén ca hai phia cia ving dich duoc dua
vao cay trong ngudn gbc ciing v6i gen muc tiéu ¢6 mat trong ving dich T tr& nén
cao hon. Viéc dua mot gen khong phai 12 gen muc tiéu vao nhiém séc thé cha cay
trong nguon goc dan dén 12 mot gen khong phai 14 gen muc tiéu c6 mit trong cay
trong nguodn goc dugc thay th€ bang manh nhiém séc thé L c6 ngudn géc tir cay
trong la. Két qua 1a, c6 kha nang 12 mot dic tinh t6t & cay trong nguén goc bi pha
huy mot cich bét cadn. Khi mot gen khong phai 13 gen muc tiéu s& duoc dua vao
nhiém séc thé clia cay tréng ngudn goc 1a it hon, tifc 14 chiéu dai cia manh nhiém
sic thé L c6 ngudn goc tir cay trong la 1a gin hon vé6i chiéu dai cha ving dich T,
kha nang 12 mot déc tinh t6t cta cay trong ngudn goc duoc thay thé c6 thé duoc
giam di. Do d6, t6t hon 1a chiéu dai clia manh nhiém sic thé L c6 nguén goc tix
cay trong la 1a gan hon véi chiéu dai cha ving dich T.

[0024]

Khi cdc ddu chudn ADN M2 va M1 1a gin hon v6i mot diu mit cia phia
trén viing dich T, va khi cdc ddu chudn ADN M4 va M5 12 gin hon vé6i ddu mit &
phia sau ving dich T, chi€u dai clia manh nhiém séc thé L c6 nguén goc tir cay
trong la tr& thanh ngan hon. Két qua 13, ving nhiém séc thé khong phai 13 ving

dich T ctia manh nhiém sic thé L c¢6 ngudn gdc tir cay trong la s& dugc dua vao
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nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc c6 thé 1a ngin hon. Khi d6, t6t hon 1a dau
chudn ADN M2 dugc xac dinh ndm ké can mot ddu miit phia trudc ciia ving dich
T, va t6t hon nita néu dau chudn ADN M2 & cling mot phia véi phia mot dau miit
phia truéc ctia ving dich T. Ngoai ra, t6t hon 1a ddu chudn ADN M1 dugc x4c
dinh viing ké can & phia tru6c ddu chudn ADN M2. Mit khéc, t6t hon 1a ddu
chuin ADN M4 duogc xac dinh ndm k€ can ddu mit & phia .sau vung dich T, va t6t
hon nita néu dau chudn ADN M4 & cing mot phia v6i phia cia ddu miit & phia sau
viing dich T. Ngoai ra, tot hon 13 ddu chudn ADN M5 dugc xdc dinh vang ké can
& phia sau clia ddu chudn ADN M4,

[0025]

Tuy nhién, khi khodng cich dl gitta cic dau chudn ADN M1 va M2,
khoang cach d2 gifta c4c dau chudn ADN M2 va M4, va khoéang cdch d3 gifta céc
d4u chudn ADN M4 va M5 trd nén qua ngén, mot cich tuong tng, thi tin s6 téi td
hop ctia nhiém sic thé trd nén nhd. Vi ly do nay, khi ma kich ¢ clia quan thé ma
tit d6 chon loc c4 thé thé hé con khong duoc ting Ién, trd nén khé ca thé thé hé
con thu duoc muc tiéu (c4 thé thé hé con trong d6 xuat hién tai t6 hop & nhiém
sac thé).

Khi cay trong la 1a loai tuong tu véi cay trong nguén goc, trinh tw ADN
ctia nhiém séc thé ca ca hai cay tréng nay c6 tinh tuong déng cao. Vi ly do nay,
tham chi khi chiéu dai clia manh nhiém séc thé L c6 ngudn goc tir cay trong la 1a
dai va do d6 gen ndm ké can gen muc tiéu (ving dich T) duoc thay thé€ bang gen
c6 ngudn goc tir cay trong la cung v6i gen muc tiéu, ¢6 kha nang la dac tinh tot
clia cay trong ngudn goc khong bi pha huy.

Ti phin néu trén, t6t hon 1a xdc dinh cdc ddu chudn ADN M1, M2, M4,
va M5 nay dugc xdc dinh mot cach thich hop so véi chiéu dai cua vang dich T,
cho du cay trong ngudn gbc va cay trong la 1a cac loai tuong tu hoac loai xa, va

kich c& ctia quén thé s& dugc chon loc.
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[0026]

Hién nay, mac du thong tin trinh tu clia gen da dugc vén m&, van c6 nhiéu
gen v6i chitc nang chua biét. Ngoai ra, ngay ca khi v6i mot gen ¢6 chic nang da
biét, thi van con nhiéu truong hop trong d6 lai tim ra chitc ning méi khong biét
nho phan tich sau d6. V€& mit nguyén tic, c6 thé 1am sdng to chic nang clia gen
nhu vay bang cach dua manh nhiém sic thé mi hod gen nay c6 chitc ning chua
biét vao nhiém séc thé clia cay trong ngudn goc ma vé di truyén khong chita gen
niy va sau d6 so sdnh va nghién cttu dac tinh sinh hoc chiang han nhu hoat tinh
sinh 1y ¢6 & cay trong thu dugc so v6i dac tinh cia cay tréong nguén géc. Tuy
nhién, trong phuong phép cai thién cay trong bang cach st dung céc phuong phap
da biét tlr truéc chang han nhu phuong phdp MAS va cic phwong phap twong tu,
khé6 ma kiém soat mot cdch nghiém ngat manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay
trong la s& dugc dua vao ciy tréng ngudn goc. Do dé, thong tin chang han nhu
gen nao duoc ma hod ngoai gen muc tiéu trong manh nhiém sic thé duoc dua vao,
hodc gen nao dugc mi hod & viing nhiém sic thé clia cay trong nguén géc bi mat
di do su thay th€ manh nhiém sic thé nay trong nhiéu trudng hop Ia chua biét. Vi
1y do nay, trong trudng hop cay trong c6 hé gen duoc thiét k€ sao cho dé dua
manh nhiém sic thé c6 nguén goc tir cay trong la vao theo phuong phap truée day,
rat khé danh gid mot cach chinh xac liéu mot dac tinh sinh hoc khac véi dac tinh
clia ciy trong ngudn goc 1a chiic ning duoc biéu hién bing gen muc tiéu duoc
dua vao hay khong. Ngoai ra, tham chi trong trudng hop khi ma c6 thé dua vao
tinh trang muc tiéu, khi tinh trang khéc ciing thay ddi, cling khé xac dinh 1a liéu
su thay doi nay c6 phdi 1a do chitc ning chua biét dén clia gen muc tiéu dugc dua
vao, hoac do mot gen khic vé6i gen nay.

[0027]
Nguoc lai, trong hé gen dugc thiét k€ bang phuong phap thiét k&€ hé gen

thuc vat theo sdng ché, chiéu dai clia manh nhiém sic thé L c6 nguén goc tir cay
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trong la, va viing thay th€ cha nhiém sic thé G & cay trong ngudn goc sé& duoc
thay th& bing manh nhiém sic thé L c¢6 ngudn géc tir cay trong la ndy c6 thé duoc
xéc dinh chat ché hon truéc day. Vi 1y do nay, trong trudng hop cay trong c¢6 hé
gen dugc thiét k& dé dua méanh nhiém sic thé L c6 ngudn goc tir cay trong la vao
bing c4ch sit dung phuong phép thiét k& hé gen thuc vat theo sdng ché, da c6 thé
dé danh gi4 tinh trang duoc dua vao cay trong ngudn goc bang manh nhiém séc
thé L ¢6 ngudn goc tir cay trong la véi do chinh xdc cao hon true day. Do do,
phuong phdp thiét k& hé gen thuc vat theo sdng ché€ con c6 thé thich hgp dé si
dung trong viéc phan tich chiic nang gen.

[0028]

Sau day, phuong phép tao ra cay trong mdi theo sing ch€ s€ dugc giai
thich. Phuong phép tao ra cay trong mdi theo sang ché€ sit dung phuong phap thiét
k& hé gen thuc vat theo sdng ché. Cu thé, c6 bon dang phuong phép san xuat sau
(tit phuong phap thit nhat dén thi tu).

[0029]

Trong phuong phép tao ra cay trong mdi theo sang ché, cay trong ngudn
goc khong bi gi6i han cu thé mién 1a cay trong thuc vat, nhung t6t hon néu cay
trong ngudn goc 14 ching han nhu ho hoa thao Poaceae, ho Pau, ho Cai, ho Cam,
Ho Cim quy, ho Ciic, ho Dén, ho Thiu d4u, ho Bim bim, hoiac ho Loa kén. déi
v6i thuc vat thuoc Ho hoa thao, vi du, cay lda, ngod, cay lda mién ngot, Iia mi, lda
mach, cay lda mach den, ciy ké barnyard Nhat ban (Japanese barnyard millet), va
cdy lda mién 1a dugc wu tién. Ngoai ra, doi vé6i thuc vat thuoc ho Dau Fabaceae,
vi du, lac, cay dau chick-pea, cdy dau soybean max, ddu common bean, dau
bird’s-foot trefoil, va co6 linh lang 1a dugc wu tién. Doi véi thuce vat thude ho cai,
vi du, cay cai thale-cross, cay cai ddu, ciy tam gia, ciy cu cai, cai bap, va cay "cai
ngua Nhat ban" wasabi 12 duge uu tién. Doi véi thuc vat thuoc ho Cam, vi du, cay

cam 12 dugc wu tién. D61 vé6i thuc vat thudc ho Cdm quy, vi du, cay bong 1a duge
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uu tién. DOi véi thuc vat thude ho Cic, vi du, cdy huéng duong, rau diép, cic
canh gidy, cay ca chua, cay khoai tay, cay hat tiéu, va cay thudc 14 1a duoc vu tién.
Daoi véi thuc vat thudc ho Dén, vi du, ciy cu cai dudng 1a duoc wu tién va, doi véi
thuc vat thuoc ho Thau dau, vi du, cay dai kich, va cay sian 1a dugc wu tién. D6i
v6i thuc vat thudc ho Bim bim, vi du, cay bim bim biéc Nhat ban 1a dugc uvu tién
va, d6i v6i thuc vat thuoc ho Loa kén, vi du, cay hanh 12 duoc wu tién.

[0030]

Trong phuong phép tao ra cay trong méi theo sang ché, t6t hon 1a dong c6
doan nhiém sic thé thay th& dac biét, 12 dong cay tu giao hodc cay tu thu phan boi
vi ¢6 thé gidm di yé&u t6 khong chic chin trong thiét k& hé gen. Trong ban mo ta
nay, cay tu nhan giéng ding dé chi lai giita bing c4ch sit dung ban than ciy nay
nhu 12 thanh phén lai. Cu thé, trong trudng hop vé6i thuc vat thé ludng tinh, su tu
nhén giéng d6 1a nodn dugc thu phén béng cich tu giao dé tao ra hat giong, tic 1a
su tu lai.

[0031]

Dac biét, phuong phdp tao ra cay trong méi theo sang ché c6 thé tao ra
cay trong méi tuong d6i an toan va én dinh ma khong sir dung phuong phap tii t8
hop gen . Vily do nay, t6t hon néu dong c6 doan nhiém sac thé thay thé dugc st
dung theo sang ché sao cho cay trong an dugc 1a cay trong nguén goc, t6t hon nita
néu cay lda, lda mi, ngo, hodc dau nanh Ia cay tréng nguén goc, va con t6t hon
néu cay lda la cay trong ngudn géc. T6t hon néu cay lda 1a cay lda Koshihikari,
Habataki, hoac IR64, dac biét t6t hon néu 1a cay lda Koshihikari.

Dong c6 doan nhi€m séc thé thay thé dugc st dung theo sdng ché c6 thé
dugc tao ra bang phuong phép thong thudng, hodc cé thé cé duoc tir té chitc
ching han nhu National Institute of Agrobiological Sciences Rice Genome

Resource Center.
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[0032]

Trong phuong phap thit nhit tao ra cay trong méi theo sang ché, thuc hién
cac budc sau day tir (1-1) dén (1-6) doi v6i mbi mot viang dich trén mot hoac
nhiéu viing dich & nhiém sic thé cia cay tréng nguén goc, bang cich skt dung
dong c6 doan nhiém sic thé thay thé trong d6 chi mot phan clia nhiém sic thé cia
cay trong ngudn goc dugc thay the€ bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay
trong la.

(1-1) Budc xé4c dinh ddu chudn ADN M2 & d4u miit phia truéc clia ving dich,
hodc & phia tru6c ving dich nay; budc xac dinh dau chuidn ADN M1 & phia truéc
d4u chudn ADN M2; budc xac dinh ddu chudn ADN M4 & ddu miit phia sau viing
dich, hodc & sau né; budc xdc dinh ddu chudn ADN M5 & sau ddu chudn ADN
M4; budc x4c dinh dau chudn ADN M3 trong viing dich.

(1-2) Budc lai dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va ciy trong ngudn goc dé
thu dugc cé4 thé thé€ hé con trong d6 ddu chudn ADN M3 Ia ving di nhiém sic
gbm mot alen c¢6 ngudn goc tlr cay trong ngudn goc va mot alen c¢6 nguodn goc tix
cay trong la.

(1-3) Budc tu lai c4 thé thé hé con thu dugc & budc (1-2) dé thu duoc ca thé the
hé con.

(1-4)  Budc chon loc cd thé thé hé con trong d6 ddu chudn ADN M1 la viing
dong nhiém sic cha alen c6 ngudn goc tlr cay trong ngudn goc, va cdc dau chudn
ADN M2 va M3 la ving di nhiém siac gém mot alen ¢4 ngudn goc tir cay trong
ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la, tir ca thé thé hé con thu duoc
& budc (1-3); hodc c4 thé thé hé con thu dugc bing c4ch lai ngugc c4 thé thé he
con thu dugc 6 bude (1-3).

(1-5) Buéc tu lai c4 thé thé hé con dugce chon loc & budc (1-4) dé thu duge ci
thé thé hé con.

(1-6)  Bu6c chon loc c4 thé thé hé con trong d6 cac dau chudn ADN M1 va M5
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12 ving dong nhiém sic cta alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cic
d4u chuédn ADN M2, M3 va M4 Ia ving déng nhiém sic cia alen c6 nguén goc tir
cay trong la tir c4 thé thé hé con thu duoc & budc (1-5); hodc c4 thé thé hé con thu
duoc bang céach tu lai c4 thé thé hé con thu duge & buée (1-5).

Mbi budc s& duoc giai thich sau day.
[0033]

Trudc hét, nhu 1a budc (1-1), ddu chudn ADN M2 duoc x4c dinh & ddu
mut phia trudc cta ving dich & nhiém sic thé clia cay trong nguén goc, hoic &
phia truGc viing dich nay, va ddu chudn ADN M1 dugc x4c dinh & tru6c dau chudn
ADN M2. Mit khac, ddu chudn ADN M4 duoc x4c dinh & dau miit phia sau cha
viing ndy dich, hodc & phia sau ving dich nay, va ddu chudn ADN M5 dugc xic
dinh & sau ddu chuin ADN M4. Va3, trong ving dich ndy, xdc dinh d4u chudn
ADN M3. Tic 1a cdc ddu chudn ADN tuong tng M1, M2, M4, M5 duoc x4c dinh
sao cho ddu miit phia truéc manh nhiém séac thé c¢6 ngudn goc tix cay trong la s&
duogc dua vao viing nhiém sic thé (ving chita viing dich) ctia cay trong nguén géc
béng cach thay thé€ 12 nim gifta cdc ddu chudn ADN M1 va M2, va dau miit & phia
sau ciia ching nam gifta cac ddu chudn ADN M4 va M5.

[0034]

Cu thé, x4c dinh cdc ddu chudn ADN tuwong tng tir M1 dén M5 1a giong
nhau nhu cich xac dinh phuong phap thiét k& hé gen thuc vat theo sang ché.

Bang cach x4c dinh cdc ddu chudn ADN tir M1 dén M5 nhu thé nay, khi
tao ra cay trong mdi, c6 thé kiém sodt duoc chiéu dai ciia manh nhiém sic thé c6
ngudn goc tlr cay trong la s& duoc dwa vao nhiém sic thé clia cay trong ngudn
goc. Két qua 1a, gen khong phai 1a gen muc tiéu c6 thé dugc tc ché mot ciach
hiéu quéa khong dugc dua vao nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc. Ngodi ra,
da c6 thé e ché mot cdch hiéu qua mot gen khong phdi 1a gen muc tiéu c6 mat

trong viing ké can ving dich khong duogc thay thé bing nhiém sic thé clia cay
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trong nguén goc c6 ngudn goc tir cay trong la.
[0035]

Sau dé, trong buéc (1-2), dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va cay
tréng ngudn goc dugc lai dé thu dugc cé thé th€ hé con trong d6 dau chuéin ADN
M3 1a ving di nhiém sic gobm mot alen ¢6 ngudn goc tix cay trong ngudn goc va
mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la. C6 thé cho lai dong c6 doan nhiém sic thé
thay thé€ 1a cAy me 1a cay mang hat, va cay trong nguén géc 1a cay cha la cay cho
phén, hodc c6 thé cho lai cay trong ngudn goc nhu 12 cay me 13 cidy mang hat va
dong c6 doan nhiém sic thé thay thé nhu 1a cay cha 1a cay cho phan.

[0036]

Thong thuong, trong qu4 trinh lai, gen c6 trong c4 thé cha me dugc phan
b6 ngiu nhién trong giao tir. Vi ly do nay, mac di ca thé thé hé con dugc chon
loc biang ddu chudn ADN c6 gen mi ho4 tinh trang muc tiéu, cdc viing gen khac
dugc thay ddi nhu thé nao so véi ca thé cha me 1a khong duge biét dén. Vily do
ndy, s& khé x4dc dinh ring mot tinh trang kiéu hinh clia c4 thé thé hé con thu dugc
la do viing nhiém sac thé duogc lién két v6i dau chuidn ADN, hodc do anh hudng
clia gen c6 mit trong ving nhiém séc thé khac.

Theo sdng ché, sit dung dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va cay trong
nguén goc clia dong c6 doan nhiém sic thé thay th€ nay 1am cd thé cha me.
Trong dong c6 doan nhiém sic thé thay thé ndy, tat cd cdc ving nhiém sic thé
khdc khong phai 12 manh nhiém sic thé c6 nguén géc tir cay trong la c¢6 gen
giong nhu gen & cay trong ngudn géc. Do do, viing nhidm sic thé ciia c4 th the
hé con thu dugc 14 sao cho tit cd ving nhiém séc thé khong phai 12 manh nhiém
sic thé c6 nguén goc tir cay trong la ¢6 cing mot gen nhu gen & cay trong nguén
goc. Vi ly do ndy, trong ca thé thé hé con nay, c6 thé x4c dinh mot cach dé dang
anh huéng clia manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tir cay trong la.

[0037]
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Trong phuong phdp tao ra cdy trong méi theo sang ché, viéc lai c6 thé 1a
lai tu nhién, nhung vi cAy me 1a cAy mang hat va cay cha 1a cay cho phan c6 thé
duogc nhan dién mot cich chic chan, lai nhan tao 1a duoc wu tién. Trong ban mo
ta ndy, phuong phép lai nhan tao khong bi gi6i han cu thé mién 1a d6 1a phuong
phép c6 thé 1am cho nhuy hoa cia cay me 1a cay mang hat nhan duoc hat phan tir
cay cha la cay cho phén dé thu phan cho né, ma c6 thé duoc thuc hién theo
phuong phép thong thuong.

[0038]

Trong budc (1-3), ca thé thé hé con thu duge & bude (1-2) duoc tu lai dé
thu dugc c4 thé thé hé con. Sau dé, trong budc (1-4), chon loc c4 thé thé hé con
trong d6 d&u chudn ADN M1 1a viing dong nhiém sic ciia alen c6 ngudn goc tir
cay trong ngudn goc, va cac dau chuin ADN M2 va M3 1a ving di nhiém sic
gom mot alen ciia cdy trong ngudn gbc va mot alen ¢6 ngudn goc tir cay trong la,
tir c4 thé thé hé con thu dugc & budc (1-3); hodc c4 thé thé hé con thu dugc bang
céch lai nguoc c4 thé the hé con thu dugc & budc (1-3).

[0039]

Cic tix FIG. 2A dén FIG. 2C 1a hinh anh thé hién viing nhiém sic thé cia
ca thé thé hé con dugc wu tién & budc (1-4) trong s6 nhiing c4 thé thé hé con thu
dugc & bude (1-3). Trong hinh nay, phan dudng ké dam khong t6 mau thé hién
alen c6 nguodn goc tir cay trong ngudn goc, va phan duong ké dam t6 mau den thé
hién alen c6 nguén goc tir cay trong la. TruGc hét, tir c4 thé thé hé con thu dugc &
bude (1-3), chon loc cd thé thé hé con (1a) trong d6 dau chudn ADN M1 14 viing
dong nhiém sic cia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac dau chudn
ADN M2 va M3 1a vang di nhiém sic; c4 thé th€ hé con (1b) trong d6 ddu chuidn
ADN M1 1a ving di nhiém sic, va cdc ddu chudn ADN M2 va M3 Ia ving dong
nhiém sic cta alen c6 nguén goc tir cay trong la; c thé the hé con (1c) trong dé

d&u chuéin ADN M1 la ving dong nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir cay trong
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ngudn goc, va cac ddu chudn ADN M2 va M3 1a ving déng nhiém sic cta alen ¢6
ngudn goc tir cay trong la; mot cach twong ing. Trong ban mo ta nay, c4 thé thé
hé con (1a) 1a c4 thé thé hé con dugc chon loc cuéi cing & budc (1-4). Ca thé thé
hé con (1b) va c4 thé th€ hé con (1c) duogc lai nguoc tiép véi cd thé clia mbi cay
trong ngudn goc, va sau dé c6 thé chon loc cé thé thé hé con (1a) tir c4 thé the he
con thu duoc.

[0040]

Sau dé, trong budc (1-5), bang cach tu lai c4 thé thé hé con (1a) chon loc
& buée (1-4) nhu sau, thu dugc c4 thé thé hé con. Sau dé, trong budc (1-6), chon
loc c4 thé thé hé con trong d6 c4dc ddu chudn ADN M1 va M5 1a viing dong nhiém
sac cia alen c6 ngudn goc tir cay tréng ngudn goc, va cic ddu chuin ADN M2,
M3, va M4 1a ving dong nhiém sic clia alen ¢6 ngudn gdc tir cay trong la, tir cd
thé thé hé con thu dugc & budc (1-5); hodc ca thé thé hé con thu dugc bing cich
tu lai c4 thé thé hé con thu duoc & budc (1-5).

[0041]

Céc tir FIG. 2D dén FIG. 2F 1a hinh 4nh thé hién viing nhiém sic thé cha
cé thé th& hé con duoc uu tién & budc (1-6) trong s nhitng ca thé th€ hé con thu
duoc & budc (1-5). Trong céc hinh ndy, phin dudng ké dam khong t6 mau thé
hién alen c¢6 nguén goc tlr cay trong nguodn goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tlr cay trong la. Trudc hét, tit cd thé thé hé con thu
duoc & budc (1-5), chon loc c4 thé thé hé con (1d) trong d6 céc ddu chudn ADN
M1 va M5 la ving dong nhiém sic ctia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn
goc, va cac ddu chudn ADN M2, M3 va M4 1a ving di nhiém séc; c4 thé thé hé
con (le) trong d6 céc dau chudn ADN M1 va M5 1a ving déng nhiém séac cla
alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac ddu chudn ADN M2, M3 va M4
12 ving dong nhiém sic cha alen c6 ngudn goc tir cay trong la; c4 thé thé hé con

(1f) trong d6 ddu chudn ADN M1 1a viing dong nhiém sic cta alen c6 ngudn goc
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tit cay trong ngudn goc, cdc ddu chuin ADN M2, M3 va M4 1a ving dong nhiém
sic clia alen c6 ngudn goc tir cay trong la, va ddu chudn ADN MS5 1a ving di
nhiém sic; mot cich twong ing. Trong ban mo ta ndy, ca thé thé hé con (le) 1a
cay trong méi muc tiéu duge tao ra bang phuong phép thd nhat tao ra cay trong
méi theo sdng ché, trong d6 mot ddu miit phia trudc cia manh nhiém sic thé L c6
ngudn gaoc tir cay trong la nim gifta cac ddu chudn ADN M1 va M2, va ddu mit &
phia sau n6é nim giita cdc dau chudn ADN M4 va M5. C4 thé thé€ hé con (1d) va
c4 thé thé hé con (1f) duoc tr lai tiép, mot cach tuong tng, va c6 thé chon loc c4
thé th& hé con (1e) tir c4 thé thé hé con thu dugc.

[0042]

Theo céch khic, dé x4c dinh ca hai ddu miit clia ving dich, sau khi x4c
dinh mot ddu mut phia truéc ciia manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tir cay trong
la s& duoc dua vao, cé thé xac dinh dau miit & phia sau nhu phuong phép thi nhat
dé tao ra cay tréng méi theo sang ché, hodc sau mot khi ddu miit & phia sau duge
xac dinh, c6 thé x4c dinh ddu mit phia tru6c nhu phuong phdp thi hai tao ra cay
trong méi theo sang ché dugc mo ta sau day.

[0043]

Trong phuong phdp thit hai tao ra cay trong méi theo sang ché, thuc hién
cac budc tir (2-1) dén (2-6) sau day ddi v6i mbi mot viung dich trén mot hoac
nhiéu viing dich & nhiém séic thé clia ciy trong ngudn goc, bang cich st dung
dong c¢6 doan nhiém séc thé thay thé trong d6 chi mot phan clia nhiém sic thé clia
cay trong ngudn géc duoc thay thé bing manh nhiém sic thé ¢6 nguén goc tir cay
trong la.

(2-1) Budc x4c dinh d4u chuidn ADN M2 & dau mit phia truéc cia viing dich,
hoic & phia truéc ving dich ndy; buéc xdc dinh ddu chudn ADN M1 & phia truée
d4u chudn ADN M2; bu6c xac dinh d4u chudn ADN M4 & d4u miit phia sau cta

viing dich, hodc & sau n6; budc x4c dinh ddu chudn ADN M5 & sau ddu chuin
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ADN M4; buéc x4c dinh dau chuian ADN M3 trong viing dich.

(2-2) Budc lai dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va cay trong ngudn goc dé
thu dugc cé thé thé hé con trong d6 dau chuin ADN M3 1a ving di nhiém sic
gbém mot alen c6 ngudn gbc tir cay trong ngudn géc va mot alen ¢6 ngudn goc tir
cdy trong la.

(2-3) Budc tu lai c4 thé thé hé con thu dugc & buée (2-2) dé thu dugc c4 thé thé
hé con.

(2-4)  Budc chon loc c4 thé thé hé con trong d6 dau chudn ADN M5 1a ving
déng nhiém sic cua alen c6 ngudn gdc tix cay trong ngudn goc, va cac diu chuin
ADN M3 va M4 1a viing di nhiém sic gébm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong
ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la, tir c4 thé theé hé con thu duoc
& buée (2-3); hoic c4 thé thé hé con thu dugc bing cich lai nguoc c4 thé the hé
con thu dugc & bude (2-3).

(2-5) Budc tu lai c4 thé th€ hé con duoc chon loc & buée (2-4) dé thu duoc c4
thé the€ hé con.

(2-6)  Budc chon loc ca thé thé hé con trong d6 céc dau chudn ADN M1 va M5
12 ving dong nhiém sic cia alen c¢6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va céc
d4u chudn ADN M2, M3 va M4 Ia viing dong nhiém sic ctia alen c6 ngudn goc tix
cay trong la, tir c4 thé th€ hé con thu duoc & budc (2-5); hodc ca thé thé hé con thu
duoc bing cach tu lai c4 thé thé hé con thu duoc & buée (2-5).

Cac budc tir (2-1) dén (2-3) 1a giong nhu cac budce tir (1-1) dén (1-3) cua
phuong phép thit nhat tao ra cay trong mdi theo sang ché, mot cach tuong tng.
[0044]

Céc tir FIG. 3A dén FIG. 3C 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém séc thé clia
ca thé th€ hé con duoc uu tién & budc (2-4) trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu
duoc & budc (2-3). Trong cic hinh nay, phdn dudng ké dam khong to6 mau thé

hién alen c¢6 ngudn goc tir cay trong nguodn goc, va phan duong ké dam t6 mau
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den thé hién alen c6 ngudn gdc tir cay tréng la, mot cdch twong tng. Trudc hét, tix
c4 thé th& hé con thu dugc & budc (2-3) chon loc, ca thé thé hé con (2a) trong d6
d4u chudn ADN M5 1a ving dong nhiém sic cla alen c6 ngudn goc tix ciy trong
ngudn goéc, va cac dau chudn ADN M4 va M3 1a ving di nhiém sic; c4 thé thé he
con (2b) trong d6 ddu chudn ADN M35 1a ving di nhiém sic, va c4c dau chudn
ADN M4 va M3 1a ving déng nhiém sic cla alen ¢6 nguén goc tir cay trong la;
c4 thé thé hé con (2¢) trong d6 ddu chuin ADN M5 1a viing dong nhiém séc clia
alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va cdc dau chuan ADN M4 va M3 1a
viing dong nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; mot cach tuong dng.
Theo ban mo ta nay, c4 thé thé hé con (2a) 1a a c4 thé th€ hé con duoc chon loc
cudi ciing & budc (2-4). C4 thé the€ hé con (2b) va c4 thé thé hé con (2¢) duoc lai
nguoc tié€p v6i ca thé clia mbi cay trong ngudn goc, va cb thé chon loc c4 thé thé
hé con (2a) tix c4 thé th€ hé con tao ra.

[0045]

Cic FIG. 3D dén FIG. 3F 1a hinh 4nh thé hién ving nhiém sic thé ca c4
thé th€ hé con dugc uvu tién & budc (2-6) trong s6 nhitng c4 thé thé€ hé con thu
duoc & budc (2-5). Trong céc hinh nay, phdn dudng ké dam khong to mau thé
hién alen c¢6 nguén goc tlr cay trong ngudn goc, va phan dudng ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 ngudn goc tir cay trong la. Trudc hét, tix c4 thé thé hé con thu
duoc & budc (2-5) chon loc, c4 thé thé hé con (2d) trong d6 céc dau chudn ADN
M1 va M5 la ving dong nhiém sdc cia alen c6 ngudn goc tir ciy trong ngudn
goc, va cac ddu chudn ADN M2, M3 va M4 1a ving di nhiém sic; c4 thé thé he
con (2e) trong d6 céc ddu chuidn ADN M1 va M5 1a ving dong nhiém séc cla
alen c6 nguoén goc tir cdy trong nguén goc, va cac dau chudn ADN M2, M3 va M4
12 ving déng nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; cé thé thé hé con
(2f) trong d6 ddu chudn ADN M5 la viing dong nhiém séic clia alen c6 ngudn goc

tir cay trong ngudn goc, cac dau chuin ADN M2, M3 va M4 1a ving dong nhiém
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sic cua alen c6 ngudn goc i cay trong la, va cdc ddu chudn ADN M1 1a viing di
nhiém sic; mot cach twong tng. Trong bin mo ta ndy, cd thé thé hé con (2¢) 1a
cdy trong méi muc tiéu dudc tao ra bang phuong phép thi hai tao ra cay trong
méi theo séng ché, trong d6 mot ddu miit phia truéc chia manh nhiém séc thé L c6
ngudn goc tir cay trong la ndm gilta cdc ddu chudn ADN M1 va M2, va dau mit &
phia sau ctia né nim giita cic ddu chudn ADN M4 va M5. C4 thé th& hé con (2d)
va c4 thé thé hé con (2f) duoc tu lai ti€p, mot cdch tuong tng, va sau d6 co thé
chon loc c4 thé th& hé con (2e) tir c4 thé th& hé con thu dugc.

[0046]

Theo cach khac, dé xac dinh ca hai ddu mit cia ving dich, sau khi xac
dinh dugc dau miit & mot phia clia ménh nhiém sic thé c6 ngudn gdc tir cay tréng
la dugc dwa vao, c6 thé xac dinh dugc dau mut kia nhu phuong phép thi nhat hoac
phuong phap thif hai tao ra cay tréng méi theo sang ché, hodc trudc tién c6 thé
x4c dinh céc ddu miit & ca hai phia nhu phuong phép thit ba tao ra cay trong méi
theo sdng ché dugc mo ta sau day.

[0047]

Trong phuong phdp thit ba tao ra cay trong méi theo sang ché, thuc hién
cac buéc tir (3-1) dén (3-6) sau day d6i v6i modi mot vung dich trén mot hoac
nhiéu viing dich & nhiém sic thé cla cdy trong nguén gdc, bang cich su dung
dong c6 doan nhiém sic thé thay thé trong d6 chi mot phan ctia nhiém séc thé cla
cay tréng nguén goc dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn gdc tix cay
trong la.

(3-1) Budc x4c dinh ddu chudn ADN M2 & ddu miit phia truGc cta ving dich,
hodc & phia truéc viing dich nay; bu6c xac dinh dau chudn ADN M1 & phia trude
ddu chudn ADN M2; buéc x4c dinh dau chuidn ADN M4 & dau miit phia sau viing
dich, hodc & sau n6; buéc x4c dinh dau chudn ADN M5 & sau ddu chudn ADN

M4; buéc x4c dinh ddu chudn ADN M3 trong viing dich.

-45-



39366

(3-2) Budc lai dong c6 doan nhiém sic thé thay thé va cay trong ngudn géc dé
thu dugc c4 thé thé hé con trong d6 dau chudn ADN M3 1a ving di nhiém sic
gém mot alen c6 ngudn gdc tir cay trong ngudn goc va mot alen cé ngudn goc tir
cay trong la.

(3-3) Budc tu lai c4 thé thé hé con thu dugc & bude (3-2) dé thu dugc ca thé the
hé con.

(3-4)  Budc chon loc ca thé thé hé con trong d6 bat ky mot trong s6 cic dau
chuidn ADN M1 va M5 Ia ving dong nhiém sic clia alen c¢6 ngudn goc tir cay
trong ngudn géc, va ddu chudn kia 12 ving di nhiém sic gém mot alen c6 nguén
g6c tir cay tréng ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la, tir cd thé the
hé con thu duge & budc (3-3); hodc ca thé th€ hé con thu dugc bang cich lai
nguoc c4 thé thé hé con thu duge & bude (3-3).

(3-5) Budc tu lai c4 thé thé hé con dugc chon loc & bude (3-4) d€ thu dugc ca
thé thé hé con.

(3-6)  Budc chon loc c4 thé thé hé con trong d6 cdc ddu chudn ADN M1 va M5
la ving déng nhiém sic cha alen c6 ngudn goc tir ciy trong nguodn goc, va cic
d&u chudn ADN M2, M3 va M4 Ia ving dong nhiém sic cua alen c6 nguén goc tit
cay trong la, tir c4 thé thé hé con thu dugc & budc (3-5); hodc ca thé thé hé con thu
duoc bing cich tr lai ca thé th€ hé con thu dugc & budce (3-5).

Céc budc tir (3-1) dén (3-3) 1a giong nhu cac bude tr (1-1) dén (1-3) cta
phuong phdp thd nhit tao ra ciy trong méi theo sang ché.
[0048]

Trong buéc (3-4), ca thé thé hé con trong d6 bat ky mot trong s6 cdc diu
chuidn ADN M1 va M5 Ia ving déng nhiém sic cua alen c6 ngudn goc tir cay
trong ngudn goc, va dau chudn kia 12 ving di nhiém sac gom mot alen c6 nguodn
gdc tir cay tréng ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la, tix ca thé the

hé con thu dugc & bude (3-3); hodc c4 thé thé hé con thu dugc bang cich lai
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ngugc cd thé thé he con thu dugc & bude (3-3). Tic 1a trong s6 nhing cd thé thé
hé con thu duoc & bude (3-3), c6 thé chon loc c4 thé thé hé con muc tiéu, hoac sau
khi c4 thé thé hé con trong d6 it nhat mot alen bat ky, c6 mat diém tai t6 hop
quanh viing alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc va ving alen c6 ngudn goc
tir cay tréng la giita cac ddu chudn ADN M1 va M5 dugc chon loc tit nhitng ci thé
th€ hé con thu dugc & bude (3-3), c¢6 thé chon loc cd thé th€ hé con muc tiéu tir
trong s6 nhiing cé thé th& hé con thu dugc bang céch lai ngugc cé thé thé hé con
nay.

[0049]

Cic FIG. 4A dén FIG. 4F 1a hinh anh thé hién ving nhiém sic thé cta ci
thé thé hé con duoc wu tién & budc (3-4) trong s6 nhiing cd thé th€ hé con thu
dugc & bude (3-3). Trong cic hinh nay, phan dudng ké dam khong to6 mau thé
hién alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn gdoc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tix cay trong la, mot cach tuong tng. Trudc hét, tix
ca thé thé hé con thu ducc & budc (3-3) chon loc, ca thé thé hé con (3a) trong d6
dau chudn ADN M1 13 ving dong nhiém sic cla alen c6 ngudn goc tir cay trong
ngudn goc, va ddu chuidn ADN M5 1a viing di nhiém sic; c4 thé th€ hé con (3b)
trong d6 diu chudn ADN MI Ia ving di nhiém sic, va ddu chudn ADN M5 1a
viing dong nhiém sic ctia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; cd thé thé hé con (3c¢)
trong d6 dau chudn ADN M1 12 ving dong nhiém sac ctia alen c6 nguodn goc tir
cay tréng ngudn goc, va dau chudn ADN M5 12 ving dong nhiém sac cla alen c6
ngudn goc tir cay trong la; c thé thé he con (3d) trong d6 dau chuidn ADN MI Ia
ving di nhiém séc, va dau chudn ADN M5 1a ving dong nhiém sic cla alen c6
ngudn goc tit cay tréng ngudn goc; cd thé thé hé con (3e) trong d6 diu chuén
ADN M1 Ia viing dong nhiém séc cta alen c6 ngudn goc tlr cay trong la, va ddu
chudn ADN M5 1a viing di nhiém sic; c4 thé thé hé con (3f) trong d6 ddu chudn

ADN M1 Ia ving dong nhiém sic cla alen c6 ngudn goc tlr cay trong la, va ddu
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chudn ADN MS5 1a ving dong nhiém sic cla alen c6 nguén goc tir cay trong
ngudn goc; mot cach tuong ting. Trong ban mo ta ndy, c4 thé thé hé con (3a) hodc
(3d) 1 c4 thé thé hé con ducc chon loc cuéi cing & budc (3-4). Ca thé thé hé con
(3b), (3c), (3e) hoic (3f) dugc lai ngugc ti€p v6i c4 thé chia mdi cay trong ngudn
goc, va ¢6 thé chon loc c4 thé thé hé con (3a) hodc (3d) tir c4 thé thé hé con thu
duoc.

[0050]

Sau d6, trong buéc (3-5), bang céch tu lai c4 thé thé hé con (3a) hodc (3d)
duoc chon loc & budc (3-4) nhu thé, thu duoc c4 thé thé hé con. Sau do, trong
budc (3-6), chon loc c4 thé thé hé con trong d6 cdc ddu chuin ADN M1 va M5 la
viing dong nhiém sic clia alen c6 nguén goc tir cay trong ngudn goc, va cic ddu
chudn ADN M2, M3 va M4 1a ving d6ng nhiém séc ctia alen c6 ngudn goc tir cay
tréng la, tir c4 thé the hé con thu dugc & budc (3-5); hodc cd thé thé hé con thu
duoc bang céch tu lai ca thé thé hé con thu dugc & buée (3-5).

[0051]

C4c FIG. 5A dén FIG. 5C 1a hinh anh thé hién ving nhiém sic thé cta ca
thé thé hé con dugc wu tién & budc (3-6), trong trudng hop trong dé ca thé thé hé
con thu dugc & bude (3-4) 1a (3a). Trong cac hinh nay, phan duong ké dam khong
t6 mau thé hién alen c¢6 ngudn gdc tir cay trong ngudn goc, va phian dudong ké dam
t6 mau den thé hién alen c6 nguén goc tir cay trong la. Trudc hét, tix nhiing ca thé
thé hé con thu dugc & budc (3-5) chon loc, c4 thé the hé con (3g) trong d6 cac dau
chudn ADN M1 va M5 la ving déng nhiém sic cia alen c6 ngudn goc tir cay
tréng nguodn goc, va cac dau chudn ADN M2, M3 va M4 1a viing di nhiém sic; cd
thé thé hé con (3h) trong d6 cac ddu chuan ADN M1 va M5 1a vang dong nhiém
sac clia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac ddu chudn ADN M2,
M3 va M4 1a viing dong nhiém sic clia alen c6 nguén goc tir cay trong la; ca thé

thé hé con (3i) trong d6 ddu chudn ADN M1 Ia ving déng nhiém sic cia alen c6
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ngudn gdc tir cay trong ngudn goc, cac dau chuadn ADN M2, M3 va M4 1a ving
dong nhiém séc cla alen c6 ngudn goc tir cay trong la, va ddu chuan ADN M5 la
viing di nhiém sic; mot cdch twong ing. Trong ban mo ta nay, ca thé thé hé con
(3h) 1a cay trong méi muc tiéu duogc tao ra biang phuong phdp thd ba tao ra cay
trong méi theo sdng ch&, mot ddu mit phia trudc clia manh nhiém sic thé L c6
ngudn goc tix cay trong la ndm giita cac ddu chudn ADN M1 va M2, va ddu mit &
phia sau nim giita cic d4u chudn ADN M4 va M5. C4 thé th& hé con (3g) va c4
thé thé hé con (3i) dugc tu lai ti€p, mot cach twong ting, va cé thé chon loc c4 thé
thé hé con (3h) tir c4 thé th& hé con thu duoc.

[0052]

Cic FIG. 5D dén FIG. 5F 1a hinh anh thé hién ving nhiém sic thé &
nhiém sic thé ca thé dugc wvu tién & budc (3-6), trong trudng hop trong d6 ca thé
thé hé con thu dugc & bude (3-4) 1a (3d). Trong cédc hinh nay, phin duong ké dam
khong t6 mau thé hién alen c6 ngudn goc tix cay tréng ngudn goc, va phan dudng
ké dam t6 mau den thé hién alen c6 ngudn goc tix cay trong la. Trudc tién, tir
nhitng c4 thé thé hé con thu duoc & budc (3-5) chon loc, c4 thé thé hé con (3))
trong d6 cdc ddu chuin ADN M1 va M5 la ving déng nhiém sic clia alen c6
ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac dau chudn ADN M2, M3 va M4 1a
ving di nhiém séc; c4 thé thé hé con (3k) trong d6 cdc dau chudn ADN M1 va M5
la ving dong nhiém sic cha alen ¢6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cic
d4u chudn ADN M2, M3 va M4 1a ving dong nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir
cay trong la; c4 thé thé hé con (31) trong d6 ddu chuian ADN M5 1a ving déng
nhiém sic cla alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, cac ddu chudn ADN
M2, M3 va M4 1a ving déng nhiém sic cta alen c6 ngudn goc tir cay trong la, va
ddu chuidn ADN M1 12 di nhiém sic thé; mot c4ch twong tng. Trong ban mo ta
nay, ca thé thé hé con (3k) Ia ciy trong méi muc tiéu dugc tao ra bang phuong

phdp thit ba tao ra cay trong méi theo sdng ché, mot dau miit phia truéc ciia manh
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nhiém séc thé L c6 nguén goc tir cay trong la nim gifta cdc dau chuin ADN M1
va M2, va ddu mit & phia sau ndm giita cdc ddu chudn ADN M4 va M5. C4 thé
thé hé con (3j) va (31) dugc tu lai ti€p, mot cach tuong tng, va c6 thé chon loc c4
thé thé hé con (3k) tir c4 thé th& hé con thu duoc.

[0053]

Trong phuong phap thit ba tao ra cay trong méi theo sang ché, tham chi
khi tit ca c4 thé thé hé con (3a) dén (3f) duoc thé hién & FIG. 4A dén FIG. 4F
duge chon loc & buée (3-4), bang cach thuc hién cic bude (3-7-1) va (3-7-2) sau
day trudc budc (3-5), c6 thé thu dugc c4 thé thé hé con muc tiéu trong d6 cic ddu
chuin ADN M1 va M5 1a c4 thé dong nhiém sic gém alen c6 ngudn goc tir cay
tréng nguén goc, va cdc ddu chudn ADN M2, M3 va M4 1a ving dong nhiém sic
ctia alen c6 nguon goc tlr cay trong la.

(3-7-1) Budc thu nhan c4 thé th€ hé con bang cédch tu lai c4 thé the hé con duoc
chon loc & buéce (3-4).

(3-7-2) Bu6c chon loc (ii-1) c4 thé th€ hé con trong d6 dau chuin ADN M1 1a
ving déng nhiém sic cla alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac dau
chuidn ADN M2 va M3 1a viing di nhiém sic gém mot alen c6 nguén goc tir cay
tréng nguén goc va mot alen c¢6 ngudn goc tir cay trong la; hodc (ii-2) ca thé the
hé con trong d6 dau chudn ADN M5 la ving dong nhiém sic cla alen c6 ngudn
goc tir cay trong ngudn goc, va cac dau chudn ADN M3 va M4 1a vang di nhiém
séc gébm mot alen c¢6 ngudn goc tix cay trong ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc
tlr cay trong la, tir c4 thé thé hé con thu dugc & budc (3-7-1); c4 thé the hé con thu
duoc bang cdch lai ngugc ca thé thé hé con thu dugc & buée (3-7-1); hoic c4 thé
thé€ hé con thu dugc bing cach lai ngugc tiép c4 thé thé hé con thu dugc bing cich
tu lai c4 thé th& hé con thu dugc & buée (3-7-1).

[0054]

Trong s6 nhitng ca thé duoc chon loc & buéc (3-7-2), (ii-1) ca thé thé hé
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con trong d6 dau chudn ADN M1 la ving déng nhiém séc cha alen c6 nguén géc
tlr cay tréng ngudn goc, va cdc dau chudn ADN M2 va M3 1a ving di nhiém sic
goém mot alen c6 ngudn goc tix cay trong ngudn goc va mot alen c6 ngudn goc tir
cay trong la tuong ng véi c4 thé th& hé con (1a) dugc chon loc cudi cling & bude
(1-4) cha phuong phép thit nhat tao ra cay trong méi theo sdang ch€. Mat khac, tix
nhiing ca thé chon loc & budc (3-7-2), (ii-2) c4 thé thé hé con trong d6 d4u chudn
ADN MS5 1a ving dong nhiém séc cta alen ¢6 nguén goc tix cay trong nguén goc,
va cdc d&u chuidn ADN M3 va M4 1a ving di nhiém sic gém mot alen c6 nguén
gdc tir cay trong ngudn géc va mot alen c6 ngudn goc tir cay trong la tuong ng
v6i cd thé thé hé con (2a) duoc chon loc cudi cing & budc (2-4) trong phuong
phdp tht hai tao ra cay trong mdi theo sdang ché. Do do6, ca thé duoc chon loc &
bude (3-7-2) 1a ca thé thé hé con trong d6 mot ddu mit phia truéc cha manh
nhiém sac thé L ¢6 nguén goc tir cay trong la ndm giita cdc dau chuin ADN M1
va M2, va ddu miit & phia sau ctia né nam gitta cic d4u chudn ADN M4 va M5,
bang cdch thuc hién buée (3-5°) va (3-6°), giong nhu cic bude (1-5) va (1-6) cia
phuong phdp thit nhat tao ra cay trong mdéi theo sdng ché, hoic cic bude (2-5) va
(2-6) cua phuong phép thit hai tao ra cay trong méi theo sang ché. Tic 1a bang
cach chon loc & buée (3-7-2), ¢6 thé thu duoc cay tréong méi muc tiéu dugc tao ra
bang phuong phép thit ba tao ra cay trong mdi theo séng ché.

[0055]

Cac FIG. 6A dén FIG. 9G Ia hinh anh thé hién ving nhiém sic thé cla
ca thé th€ hé con twong doi duoc wu tién trong s6 nhitng ca thé thé hé con thu
duogc & bude (3-7-1). Trong cdc hinh nay, phian dudng ké dam khong t6 mau thé
hién alen c¢6 ngudn goc tlr cay trong ngudn goc, va phan duong ké dam t6 mau
den thé hién alen c6 nguén goc tix cay trong la. C4 thé thé hé con (3a-a) trong d6
d&u chudn ADN M1 1a ving déng nhiém séc ctia alen c6 ngudn goc tir ciy tréng

ngudn goc, va cdc dau chudn ADN M2 dén M5 1a ving di nhiém sic; va c4 thé
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th€ hé con (3a-b) trong d6 cdc dau chudn ADN M1 va M2 la ving déng nhiém sic
cia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, va cac ddu chudn ADN M3 dén
M5 1a ving di nhiém séc; 12 c4 thé the€ hé con thu dugc bang céch tu lai c4 thé thé
hé con (3a) (tham khao FIG. 6A va FIG. 6B).

C4 thé thé hé con (3b-a) trong d6 cdc dau chuan ADN M1 va M2 1a viing
di nhiém sic, va cdc dau chudn ADN M3 dén M5 1a ving déng nhiém sic clia
alen c6 ngudn goc tir cay trong la; va c4 thé thé hé con (3b-b) trong d6 dau chuin
ADN M1 1a ving di nhiém séc, va cdc ddu chuan ADN M2 dén M5 1a viing déng
nhiém sic cha alen c6 ngudn goc tir cay trong la; 12 c4 thé thé hé con thu duoc
bang céch tu lai c4 thé thé hé con (3b) (tham khao FIG. 6C va FIG. 6D).

A c4 thé th€ hé con (3c-a) trong d6 dau chuin ADN M1 Ia ving dong
nhiém séc clia alen c6 nguén goc tir cay tréong ngudn goc, cac dau chuin ADN
M2 dén M4 1a ving di nhiém sic, va ddu chudn ADN M5 1a ving d6ng nhiém sic
ctia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; ca thé thé hé con (3c-b) trong d6 dau chuin
ADN M1 la ving d6ng nhiém sic ctia alen ¢6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc,
va cdc ddu chudn ADN M2 dén M5 1a viing déng nhiém séc cta alen c6 nguén
goc tir cay trong la; cd thé thé hé con (3c-c) trong d6 ddu chuidn ADN M1 1a viing
dong nhiém séc cla alen ¢6 nguén goc tir cay trong nguén goc, ddu chuan ADN
M2 Ia viing di nhiém sic, va c4c ddu chudn ADN M4 va M5 1a ving déng nhiém
séc cuia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; ca thé thé hé con (3c-d) trong d6 dau
chudn ADN MI1 1a ving déng nhiém sic cla alen ¢6 nguén goc t ciy tréng
ngudn goc, cidc dau chudn ADN M2 va M3 la ving di nhiém sic, va cic ddu
chuin ADN M4 va M5 la ving dong nhiém sic cua alen c6 ngudn goc tir cay
trong la; ca thé th€ hé con (3c-e) trong d6 dau chudn ADN M1 la viang dong
nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir ciy trong ngudn goc, cdc dau chuin ADN
M2 dén M4 1a ving di nhiém sic, va dau chuidn ADN M5 Ia ving dong nhiém sic

cuia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; ca thé thé hé con (3c-f) trong d6 cac dau
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chuin ADN M1 va M2 1a ving dong nhiém sic cla alen c6 nguén goc tir cay
trong ngudn géc, ddu chudn ADN M3 la viing di nhiém sic, va cdc dau chuin
ADN M4 va M5 1a ving déng nhiém séc clia alen ¢4 nguén goc tir cay trong la;
va c4 thé thé hé con (3c-g) trong d6 cac dau chuidn ADN M1 va M2 1a ving déng
nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir ciy trong ngudn goc, cac ddu chudn ADN
M3 va M4 Ia ving di nhiém sic, va d&u chudn ADN M5 1a ving dong nhiém sic
clia alen c6 ngudn goc tir cay trong la; 1 c4 thé thé hé con thu dugc bang céch tu
lai c4 thé thé hé con (3c) (tham khao FIG. 7A dén FIG. 7G).

[0056]

Ngoai ra, c4 thé thé hé con (3d-a) trong d6 céc ddu chudn ADN M1 dén
M4 1a ving di nhiém sic, va d4u chuidn ADN M5 1a viing dong nhiém sic cua
alen c6 ngudn goc fir cay trong ngudn goc; va ca thé thé hé con (3d-b) trong d6
cdc ddu chudn ADN M1 dén M3 1a ving di nhiém sic, va cdc ddu chudn ADN M4
va M5 1a ving dong nhiém sic ciia alen c6 ngudn gdc tir cay trong ngudn goc; la
c4 thé th& hé con thu dugc bing céch tu lai c4 thé thé hé con (3d) (tham khao FIG.
8A va FIG. 8B).

Ca thé thé hé con (3e-a) trong d6 cic dau chuin ADN M1 dén M4 1a
ving dong nhiém sic cia alen c6 ngudn goc tix cay trong la, va ddu chuidn ADN
MS5 1a viing di nhiém séc; va c4 thé th€ hé con (3e-b) trong d6 céc dau chudn ADN
M1 dén M3 1a ving dong nhiém sic cia alen c6 ngudn goc ti cay trong la, va cac
d4du chuidn ADN M4 va M5 la ving di nhiém séc; 1a c4 thé th€ hé con thu dugc
bang c4ch tu lai c4 thé th& hé con (3e) (tham khao FIG. 8C va FIG. 8D).

C4 thé th€ hé con (3f-a) trong d6 ddu chuidn ADN M1 12 ving dong nhiém
sac clia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, cdc dau chudn ADN M2 dén
M4 1a ving di nhiém séc, va ddu chuin ADN M5 1a viing déng nhiém sic ciia
alen c6 ngudn goéc tir cay trong la; c4 thé the hé con (3f-b) trong d6 cdc ddu chuidn

ADN M1 dén M4 1a ving d6ng nhiém sic clia alen ¢6 ngudn goc tir cay trong la,
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va ddu chuédn ADN M5 Ia ving dong nhiém sic cha alen c6 ngudn géc tlr cay
trong ngudn goc; c4 thé the hé con (3f-c) trong d6 cac ddu chudn ADN M1 va M2
1a ving d6ng nhiém sic clia alen c6 nguén goc tir cay trong la, ddu chudn ADN
M4 1a ving di nhiém séc, va ddu chudn ADN MS5 la ving déng nhiém sic clia
alen c6 ngudn goc tir cAy trong ngudn goc; ca thé the hé con (3f-d) trong d6 cac
d4u chudn ADN M1 va M2 1a viing déng nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tir cay
trong la, cac ddu chudn ADN M3 va M4 1a viing di nhiém sic, va ddu chudn ADN
M5 1a viing dong nhiém sic cia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc; cd thé
th€ hé con (3f-e) trong d6 dau chudn ADN M1 1a ving dong nhiém séc cta alen
c6 ngudn goc tir cay trong la, cac ddu chudn ADN M2 dén M4 1a ving di nhiém
séc, va dau chudn ADN MS5 la ving dong nhiém sic ctia alen c6 ngudn goc tix cay
tréng ngudn goc; ca thé thé hé con (3f-f) trong d6 cic ddu chudn ADN M1 va M2
12 ving dong nhiém sic cua alen c6 ngudn goc tix cay trong la, ddu chudn ADN
M3 Ia ving di nhiém sic, va cdc dau chuan ADN M4 va M5 1a ving déng nhiém
sac clia alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc; va ci thé thé hé con (3f-g)
trong d6 dau chudn ADN M1 1a ving dong nhiém sic clia alen c6 ngudn goc tix
cay trong la, cdc ddu chudn ADN M2 va M3 Ia ving di nhiém sic, va cic dau
chudn ADN M4 va M5 la ving déng nhiém sic cia alen c6 ngudn goc tir cay
tréng nguodn goc; 1a ca thé thé hé con thu duge bing cich tu lai c4 thé thé hé con
(3f) (tham khio FIG. 9A dén FIG. 9G).

[0057]

Trong s6 nhitng c4 thé thé hé con thu duoc & buéc (3-7-1), c4 thé thé hé
con (3a-a) tuong tng véi c4 thé thé hé con (1a) duoc thé hién & FIG. 2A, va c4 thé
th€ hé con (3d-a) tuong ng v6i c4 thé thé hé con (2a) dugc thé hién & FIG. 3A.
Do d6, nhitng c4 thé thé hé con nay c6 thé dugc chon loc dé thuc hién budc tiép
theo (3-5’).

[0058]
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Ngoai ra, khi nhitng c4 thé thé€ hé con (3b-b), (3c-a), (3c-b), (3c-¢), (3c-
d), va (3c-¢) duoc tu lai, mot cach twong iing, c4 thé trong d6 ving nhiém sic thé
tuong ng v6i viing & c4 thé thé hé con (1a) c6 thé duge bao gém trong nhiing c4
thé th& hé con thu duoc bing phwong phép tu lai nay. Tuong tu, khi nhitng c4 thé
thé hé con (3e-a), (3f-a), (3f-b), (3f-c), (3f-d), va (3f-e) duoc tu lai, mot cich
tuong ng, mot c4 thé trong d6 viing nhiém sic thé tuong ing v6i ving cia cé thé
thé hé con (2a) dugc bao gém trong cd thé thé hé con thu duge bang phuong phéap
tu lai nay. Sau d6, c6 thé chon loc nhitng c4 thé thé hé con nay dé thuc hién budc
ti€p theo (3-5°).

[0059]

Miat khdc, khi c4 thé thé hé con (3b-a) dugc tu lai, trong s6 nhitng c4 thé
thé hé con thu dugc bing phwong phap tu lai nay, c4 thé trong d6 ving nhiém séc
thé tuong tng v6i viing clia c4 thé the hé con (3b-b) c6 thé dugc tinh dén. Tuong
tu, khi c4 thé thé hé con (3e-b) ducgc tu lai, trong s6 nhitng ca thé thé€ hé con thu
dugc bang phuong phép tu lai nay, c4 thé trong d6 ving nhiém sic thé tuong ting
v6i vilng clia c4 thé the hé con (3e-a) c¢6 thé dugc tinh dén. Sau d6, nhitng c4 thé
thé hé con ndy tuong ng vé6i ca thé theé hé con (3b-b) hodc (3e-a) dugc chon tix
cdc nhém tu lai, va duoc tu lai ti€p. Va sau do, trong s6 nhitng ca thé thé hé con
thu dugc biang phuong phap tu lai nay, c6 thé chon loc c4 thé trong d6 viing nhiém
séc thé tuong tng v6i viing clia ca thé thé hé con (1a) hodc c4 thé the hé con (2a)
dé thuc hién budc ti€p theo (3-5°).

[0060]

Trong nhitng c4 thé thé hé con duoc chon loc & budc (3-4), ca thé thé hée
con trong d6 vi trf clia diém tdi t6 hop vao khoang ving mot alen c6 ngudn goc tix
loai goc va ving mot alen ¢6 nguon goc tlr ciy trong la la chua biét, va ving dich
khong duoc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 nguén goc tix cay trong la; va

ca thé thé hé con trong d6 ving dich chi dugc thay th€ mot phan bang manh
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nhiém séc thé c6 nguén goc tix cay trong la; dugc tinh dén. Sau d6, tir nhitng c4
thé th& hé con dugc chon loc & budc (3-4), chon loc c4 thé thé hé con trong d6
viing dich dugc thay thé bang manh nhiém sic thé c6 ngudn géc tir cay trong la,
va c6 thé sir dung c4 thé thé hé con duoc chon loc niy & budc (3-5).

Trong ban mo ta nay, viéc chon loc ca thé thé hé con trong d6 viing dich
dugc thay th€ bing méanh nhiém sic thé c6 ngudn géc tir cay trong la c6 thé 1a
chon loc bang céch st dung d4u chuin ADN, hoic c6 thé 1a chon loc bing cich
phét hién tinh trang. Trong trudng hop chon loc bang céch st dung dau chuédn
ADN, chon loc c4 thé thé hé con trong d6 dau chuin ADN M3 13 viing di nhiém
sic gbm mot alen c6 ngudn goc tir cay trong ngudn géc va mot alen c6 ngudn goc
tlr ciy trong la. Trong trudong hop chon loc bing cdch phat hién tinh trang, chon
loc cé thé thé hé con c6 tinh trang muc tiéu xu4t hién do viéc thay thé bing manh
nhiém séc thé c6 nguén goc tir cay trong la. Khi s6 luong c4 thé thé hé con thu
dugc & bude (3-3) 1a nho, c6 thé thuc hién viéc chon loc bing cich phat hién tinh
trang.

[0061]

T6t hon 12 cén kiém tra liéu nhitng c4 thé thé hé con dugc chon loc &
buée (1-6), (2-6) hoac (3-6), tic 1a cay trong méi dugc tao ra bang thit nhat dén
cdc phuong phép tir thit nhat dén thi ba tao ra ciy trong mdi theo sdng ché c6 tinh
trang muc tiéu hay khong. Vi duy, hat tu giao duoc gom tir nhiing c4 thé 1a cay
trong mdi, va cdc hat dugc trong riéng thanh quéin thé. Bing cich quan sit mot
cdch thich hgp hodc phén tich quin thé dugc trong nay, khiang dinh su c6 tinh
trang muc tiéu va khong c6 su phan ly quén thé nhu 1a toan thé.

[0062]

Ngoai ra, trong cic phuong phdp tir thit nhit dén thi ba tao ra cay trong

méi theo sing ché, s6 lugng viing dich c6 thé 1a mot hodc nhiéu ving. Trong

trudng hop nhiéu viing dich, c6 thé thu dugc ca thé thé hé con trong dé tit ca viing
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dich dugc thay thé bang manh dong nhiém sic c6 nguén goc tir cay trong la bang
cach thuc hién 1ap lai cac budc néu trén cho méi viing dich.
[0063]

Theo cic phuong phép tr thit nhat dén thit ba tao ra cay trong mdi theo
sang ché, c6 thé kiém soat dugc ving chita manh nhiém sic thé cé ngudn géc tir
cay trong la s& dugc dua vao nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc, va cé thé
han ch€ mot cich hiéu qua cic gen khac khong phai 12 viing gen muc tiéu khong
cho vao nhiém sic thé clia cay trong nguén géc. Do d6, c6 thé tao ra cay trong
mdi ¢6 tinh trang muc tiéu ma khong 1am thay ddi tinh trang dugc ua thich von ¢
& cay trong ngudn géc. Vi 1y do nay, & cic cay trong dugc tao ra bang cac
phuong phap btl‘x thit nhat dén thit ba tao ra cay trong mdi theo sdng ché, hiéu qua
clia viéc cai thién tinh trang ctia cay trong ngudn goc bang cach dua méanh nhiém
sac thé vao nhiém séc thé c6 thé duoc quyét dinh véi do tin ciy rit cao.

[0064]

Theo cidc phuong phdp tir thit nhat dén thi ba tao ra ciy trong mdi theo
séng ché, thong qua budc cu thé ching han nhu cic budc (1-1) dén (1-6), c6 thé
tao ra cay trong trong d6 viing ma hod gen muc tiéu 1a ving dich, va chi chita
viing ngédn gém cic gen khéc khong phai 1a gen muc tiéu nay, dugc thay thé bing
manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tir cay trong la.

Vi du, trong hé gen cta cay lda, vé mat 1y thuyét, chi khdc 1a trung binh
la ving nhiém séc thé c6 kich ¢ 12 Mbp hoac nhiéu hon, su lai chéo clia nhiém
sac thé xay ra dong thoi ¢ 2 diém, va vé mit ly thuyét khong thé thu duoc su tdi t6
hop trong d6 viing nay duoc két hop lai do su nhiéu vét chéo. Do d6, x4c suat tén
tai clia cd thé thé€ hé con trong d6 chi mot ving chi ra rit ngin duoc thay thé 13 rat
nho. Vi 1y do nay, khi ddu chudn ADN chi dugc thiét lap cho ving mong mudn
va viéc chon loc duoc thuc hién biang phuong phdp MAS da biét bing céach si

dung d&u chuin ADN nhu 1a ddu hiéu, can thiét ring quin thé chon loc 1a & quy
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mo 16n. Vi 1y do nay, cong sitc va chi phi can thiét cho qua trinh chon loc tr& nén
qud I6n. Ngoai ra, vi s6 luong hat ¢6 thé duoc thu hoach tir mot cay lia 1a ¢6 giéi
han, nén c6 nhiéu kha ning 1a c6 thé khong thu dugc ca thé th€ hé con mong
muén tham chi khi 13p lai viéc sang loc nhiéu lan.

Ngugc lai, cic phuong phdp tir thit nhat dén thit ba tao ra cay trong méi
theo sang ché cho phép tao ra c4 thé thé hé con trong d6 chi viing manh nhiém sic
thé dugc thay thé nhu dugc thiét ké trong khi giit quén thé chon loc & kich thudc
phd bién.

[0065]

Ngoai ra, trong cidc phuong phap tir thit nhat dén thi ba tao ra cay trong
méi theo sang ché, cdc ddu chudn ADN tuong dng tr M1 dén M5 duge xac dinh
cho viing dich 1a thong tin hé gen dic biét cho cay tréng dugc tao ra bang céc
phuong phép nay. Do do, c6 thé phan biét cay trong dugc tao ra bang cic phuong
phap tir thit nhat dén thi ba tao ra cay trong mdi theo sang ché bang cach st dung
cac ddu chuén ADN nay.

[0066]

Cu thé, phuong phép phan biét cay trong thuc vat theo sang ché 1a phuong
phdp phan biét liéu mot cé thé thuc vat c¢6 phai 1a cay trong cu thé tao ra bang
céch str dung cac phuong phép tir thit nhat dén thi ba tao ra cdy trong mdi theo
sang ché, trong d6 mot hodc nhiéu dau chuidn ADN duoc chon tit nhém bao gém
céc dau chuan ADN tir M1 dén M5 dugc dinh typ bang céch phan tich hé gen cta
ca thé thuc vat nay va, khi két qua dinh typ 1a phi hop v6i két qua cha cay tréng
cu thé, xdc dinh duoc ring c4 thé thuc vat nay 1a cay trong cu thé.

[0067]

Trong ban mo t nay, nam dau chuin ADN tir M1 dén M5 duoc thiét k&

doi v6i mdi mot ving dich, nhung c6 thé sir dung tat ca cac ddu chuidn ADN nay

tir M1 dén M5, va c6 thé st dung mot s6 ddu chuidn ADN nay dé phan biét mot
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cay tréng. Vi du, c6 thé sit dung chi cdc ddu chudn ADN M1 va M2 1 diém t4i t8
hop & phia trudc ctia viang dich, c6 thé sir dung chi cic ddu chudan ADN M4 va M5
12 diém tdi t6 hop & phia sau cha ving dich, hodc c6 thé sir dung chi cic d4u
chuidn ADN M2 va M4 chia viing dich trong d6. Theo cdch khdc, khi s6 luong
ving dich 12 s6 nhiéu, c6 thé sit dung cac ddu chudn ADN cta ving dich twong
ttng mot cach thich hop bang cdch két hop. Bing cach két hop mot cich thich
hop nhiéu dau chudn ADN, c6 thé phan biét cay trong mot cich chat ché hon.
[0068]

Céc ca thé cay trong dugc tao ra bing cic phuong phép tir thit nhat dén
thit ba tao ra cay trong méi theo sang ché (sau day, dugc duge goi 1a cay trong thi
nhat theo sing ché€ trong mot s6 trudng hop) cé thé duge cho lai dé thu duge ci
thé th€ hé con nhu 1a c4 thé cha cay trong ngudn goc dugc sir dung dé tao ra ci
thé nay. Dic biét, t6t hon 1a thu duoc c4 thé thé hé con bang cich lai hai c4 thé
dugc chon tir nhém bao gém c4 thé cuia ciy trong thi nhat theo sang ché va c4 thé
thé hé con clia cay trong thd nhét nay. Theo sang ché, t6t hon 12 hai c4 thé nay 1a
sao cho it nhat mot viang dich 12 khac véi ving khdc. Ngoai ra, tot hon 1a c4 thé
thé hé con dugc thu nhan bang céch lai sao cho nhiéu ving dich & nhiém sic thé
cla cy trong nguén goc dugc thay thé bing manh déng nhiém sic c6 ngudn géc
tir cay trong la.

[0069]

Sau day, phuong phdp thit tu tao ra cay trong mdéi theo sang ché s& dugc
giai thich. Trong phuong phédp thi tu tao ra ciy trong mdi theo sdng ché nay,
trong s6 nhitng c4 thé clia cay trong thit nhit theo sing ché duoc tao ra bing cic
phuong phép tir thi nhat dén thi ba tao ra cay trong méi theo sang ché, hai ca thé
trong d6 it nhat mot viing dich 14 khdc vé6i viing dich khdc duoc lai nhu 1a c4 thé
cha me. Nho d6, c6 thé tao ra cay trong méi c6 hé gen trong d6 cic ving dugc

thay th€ bing manh nhiém séc thé c6 ngudn gdc tir cay trong la c6 trong méi ca
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thé cha me dugc tich luy.
[0070]

Tic 13, phuong phép thit tu tao ra cay trong mdi theo sang ché gdbm céc
budc: (4-1) budc sit dung cd thé clia cay tréng thi nhat theo sing ché nhu 1a cay
me 12 cay mang hat, v mot ca thé 1a cay trong thi nhat theo sang ché trong do6 it
nhat mot ving dich 1a khac véi cay me 1a cay mang hat nay nhu 14 cay cha 1a cay
cho phén, va lai giita cAy me 12 cay mang hat va cay cha 1a cay cho phan dé thu
duoc c4 thé thé hé con; (4-2) budc tu lai c4 thé thé hé con thu duoc & budc (4-1)
dé thu dugc c4 thé the hé con; (4-3) budc chon loc c4 thé thé hé con trong do, &
nhiém séc thé cla cay trong ngudn goc, tat ca cidc vang dich ma cay me 1a cay
mang hat s& hitu va ving dich ma cay cha 1a ciy cho phan s& hitu dugc thay thé
bing déng nhiém sic c6 ngudn goc tir ciy trong la, tix c4 thé thé hé con thu dugc &
buéce (4-2).

[0071]

Ngoai ra, phuong phép thif tu tao ra cay tréng mdi theo sang ché c6 thé c6
thém c4c budc sau buée (4-3): (4-4) bude chon loc hai ca thé trong dé it nhat mot
vung dich la khac v6i viang dich kia, nhu 1a cay me 1a cay mang hat va cay cha la
cay cho phén, tir nhém bao gém c4 thé 1a cay trong thi nhét theo sédng ché va ca
thé dugc chon loc & budc (4-3), va lai giita chiing dé thu duoc c4 thé thé hé con;
(4-5) budc tu lai c4 thé thé hé con thu duge & budc (4-4) dé thu dugc ca thé the hé
con; (4-6) budc chon loc c4 thé thé hé con trong d6, & nhiém sic thé clia cay trong
nguodn gaoc, tit ca ving dich ma cay me 1a cAy mang hat s& hitu va ving dich ma
cay cha 1a cay cho phdn s& hitu dugc thay th€ bing manh déng nhiém sic c6
ngudn goc tir cay trong la, tir cac ca thé the hé con thu duoc & buée (4-5); (4-7)
budc 1ap lai cac budc tix (4-4) dén (4-6) mot hoac nhiéu lan.

[0072]

Ngoai ra, trong mdi c4 thé thé hé con thu dugc bang phuong phép thit tu
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tao ra cay trong méi theo sdng ché, c6 thé phan biét licu méi ving dich c6 phai 1a
manh dong hop tir c6 ngudn goc tir cay trong la hay khong bang cach sir dung céac
d&u chudn ADN tir M1 dén M5 duoc st dung trong phuong phép tao ra ciy trong
thi nhat theo sang ché.

[0073]

Trong phuong phép cai thién cay trong truéc day bang cédch lai ngugc va
phuong phap MAS, khong thé kiém soat dugc chiéu dai cia manh nhiém sic thé
s& dugc dua vao & nhiém sic thé clia cay tréong ngudn goc, nhu da néu trén. Vi ly
do nay, nhiéu gen c6 chiic nang chua biét dén ngoai ra gen muc tiéu dugc dua vao
cing nhiém sic thé cla cay trong ngudn goc. Vi s6 luogng manh nhiém sic thé
dugc dua vao tang 1én, nén s6 luong gen dugc dua vao c6 chiic nang chua biét
ciing tang lén. Do d6, khi ta ¢§ ging cai thién nhiéu tinh trang bang cach lai, nay
sinh ra mot van dé 1a chéng han nhu 12 su suy gidm kém di mot tinh trang khong
phai 1a tinh trang muc tiéu can dugc cai thién. Ngoai ra, vi the, vi c6 nhiéu kha
nang 1a nhi€u gen khong biét dugc dua vao, tinh trang muc tiéu khong nhat thiét
duoc céi thién bing manh nhiém sic thé dugc chu dinh dua vao (ving dich chia
ménh nhiém sic thé). Vi ly do nay, tham chi trong truong hop c4 thé thé hé con
c6 manh nhiém sic thé chita ving dich, thu dugc nhiéu c4 thé c6 céc tinh trang
muc tiéu khong duoc cai thién. Ngoai ra, cdc dau chudn ADN dugc st dung trong
qud trinh chon loc nay chi dugc lién két v6i manh nhiém sic thé clia ving dich
trong cay trong nguén géc. Vi ly do nay, cidc nhiém sic thé duoc phan b6 ngiu
nhién sau nhiéu 1an lai gifta nhitng c4 thé thuc vat va, két qua 13, cdc dau chudn
ADN tré nén 1a khong lién két v6i manh nhiém sic thé cta viing dich. Do d6, khi
st dung dau chuin ADN, trong nhiéu trudng hop khong thé chon loc dugc ca thé
th€ hé con ¢6 méanh nhiém sic thé cta ving dich.

[0074]
Vi du, bing phuong phép lai trudc day, lai ca thé P1 (A) trong d6 manh
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déng nhiém sic cha ving dich A c6 ngubn gdc tir cay trong la dugc dua vao
nhiém sic thé ciia cay trong ngudn goc, va cd thé P1 (B) trong d6 manh dong
nhiém séc cta viing dich B ¢6 ngudn goc tir cay trong la duge dua vao nhiém sic
thé ctia cay trong nguén goc, va tu lai cd thé thé€ hé con thu dugec. Nho d6, thu
duoc c4 thé P2 (AB) trong d6 ca hai viing dich A va B ¢6 ngudn g6c tir cay trong
la 12 dong hop tlt & nhiém sic thé cha cay trong ngudn goc. Trén co s& dé, khi
viing dich A va B 1a doc lap vé6i nhau, va tuan theo quy luat Mendel, c6 thé chon
loc duoc c4 thé P2 (AB) tir ca thé th€ hé con thu dugc bang cach tu lai vé€ mat 1y
thuyét véi xdc sudt 1a 1/16. Tuy nhién, khong nhat thiét 1 cai thién dugc ca thé
chon loc P2 (AB) v€ hai tinh trang muc tiéu va, di ring céc tinh trang muc tiéu c6
dugc cai thién, thi trong nhiéu trudng hop suy gidm céc tinh trang khac. Van dé
nay tré nén cang nghiém trong khi s lugng viing dich dua vao trd nén 16n hon va,
that ra, rat khé cai thién ba hoac nhiéu tinh trang hon.

[0075]

Ngugc lai, trong nhitng ca thé ciy tréng dugc tao ra bing cic phuong
phdp tir thit nhit dén thit ba tao ra cay tréong mdi theo sdng ché, va nhitng cé thé
the hé con trong s6 d6, viéc dua ving nhiém sic thé vao mot ving khong phai 1a
viing dich c6 thé bi tc ché & mitc nhiéu nhét c6 thé. Vi 1y do nay, c6 nhiéu kha
ning 14 mot tinh trang khic vdi tinh trang cta cay tréng ngudn goc la tic dong
ctia manh nhiém sic thé ving dich dugc dua vao c6 ngudn goc tir cay trong la.
Do d6, nhu phuong phép thit tu tao ra cay trong méi theo sang ché, vi du, khi lai
c4 thé P1 (A) trong d6 manh dong nhiém sic clia ving dich A ¢6 nguén goc tir
cay trong la dugc dua vao nhiém sic thé clia cdy trong ngudn goc theo céc
phuong phdp tir thit nhat dén thit ba tao ra cay trong mdéi theo sdng ché; va ca thé
P1 (B) trong d6 manh déng nhiém séic cia ving dich B ¢6 ngudn goc tir cay trong
la duoc dua vao theo c4ch tuong tu, nhd d6 thu dugc cé thé P2 (AB) trong d6 ca

hai viing dich A va B ¢6 ngudn goc tir cay tréng la 1a dong hop tir. Trong ca thé
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P2 (AB) nay, c6 thé du tinh thich hgp rang ca hai tinh trang gom tinh trang dugc
cai thién A c6 & c4 thé P1 (A) va tinh trang duoc cdi thién B c6 & cd thé P1 (B)
duoc cai thién ma khong lam thay déi tinh trang duoc wa thich c6 & cay trong
nguén goc khac. Tuong tu nhu vy, bang cdch sit dung phuong phép thit tu tao ra
cay tréng méi theo séng ché, c6 thé lién tiép tich luy céc tinh trang duoc cai thién
bang céch lai, va c6 thé cai thién ba hodc nhiéu tinh trang hon mot cach don gian
va v6i qua trinh hiéu qua cao.

[0076]

Ngoai ra, cdc ddu chudn ADN tir M1 dén M5 dugc st dung cho viéc chon
loc 13 cdc ddu chudn ADN & trong vang dich hodc nim ké cin ving dich. Vi ly
do nay, tham chi khi lai dugc 14p lai nhiéu I4n nhu trudng hop st dung phuong
phép thit tu tao ra cy trong méi theo sing ché, c6 thé du chon loc ca thé thé he
con c6 manh nhiém sic thé ctia viing dich bang cich st dung cdc dau chudn ADN
tir M1 dén M5 nay.

[0077]

Vi du, c4 thé P1 (A) 1a c4 thé 1a cay trong thi nhat theo sdng ché va trong
d6 manh déng nhiém sic clia ving dich A c6 ngudn goc tir cay trong la duge dua
vao nhiém sic thé cua cay tréng ngudn goc duoc st dung nhu 1a cay me 1a cay
mang hat, va c4 thé P1 (B) 1a c4 thé 1a cay trong thi nhét theo sédng ch€ va trong
d6 manh dong nhiém sic clia viing dich B ¢6 ngudn gdc tir cay trong la duge dua
vao nhiém sic thé clia cay trong ngudn goc duoc sir dung nhu 12 cay cha 1a cay
cho phan. Va, lai P1 (A) va P1 (B), tu lai c4 thé th€ hé con thu dugc dé thu dugc
ca thé thé hé con. Va sau d6, tir c4 thé thé hé con thu dugc bang phuong phép tu
lai ndy, chon loc c4 thé P2 (AB) trong d6, & nhiém sic thé cia cay trong nguén
goc, tat ca ving dich A va B dugc thay thé€ bang manh déng nhiém sic c6 nguén
goc tir cay trong la. Nho d6, c6 thé tao ra cay trong mé6i. Trong ban mo ta nay,

khi cdc viing dich A va B 1a doc 1ap v6i nhau ma khong cé lién két, va theo quy
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luat Mendel, c6 thé chon loc dugc c4 thé P2 (AB) tir c4 thé thé hé con thu dugc
bang cach tu lai véi xdc suat 1a 1/16.
[0078]

Ngoai ra, lai ca thé thé€ hé con thu dugc nhu vay P2 (AB), va c4 thé P1 (C)
trong d6 manh déng nhiém sic cta ving dich C c¢6 ngudn goc tir cay trong la
dugc dua vao nhiém séc thé cha cay trong ngudn goc dé thu duoc c4 thé thé he
con. Sau d6, ca thé thé hé con thu dugc nay duoc tu lai va, tir c4 thé thé hé con
thu dugc bang phuong phdp tu lai nay, chon loc ca thé P3 (ABC) trong d6, &
nhiém sic thé cla cay trong ngudn goc, tit ca cdc ving dich A, B va C duoc thay
thé bang manh dong nhiém sic c6 nguén goc tir cay trong la. Nhd d6, cé thé tao
ra cay trong mé6i. Trong ban mo ta nay, khi ving dich A, B va C 1a doc lap véi
nhau ma khong c6 su lién két, va theo quy luat Mendel, c6 thé chon loc dugc c4
thé P3 (ABC) tix c4 thé thé hé con thu dugc bing c4ch tu lai véi x4c suit 13 1/64.
[0079]

Ciing c6 thé tao ra ca thé P3 (ABC) trong d6 tat ca cic viing dich A, B va
C dugc thay thé€ bang manh dong nhiém sic c6 ngudn goc tir cay trong la, vi du
bang phuong phdp sau day. TruGc hét, lai P1 (B) va P1 (C) dé thu duogc c4 thé thé
hé con, va tu lai c4 thé thé hé con thu dugc. Tix c4 thé thé hé con thu dugc biang
phuong phdp tu lai nay, chon loc c4 thé P2 (BC) trong d6, & nhiém sic thé clia cay
trong nguodn goc, ving dich B va C dugc thay thé€ bing manh déng nhiém sic ¢
ngudn goc tir cay trong la. Trong ban mo ta nay, khi viing dich B va C 1a doc lap
v6i nhau ma khong c6 su lién két, va theo quy luat Mendel, ¢6 thé chon loc c4 thé
P2 (BC) tix nhiing c4 thé thé hé con thu dugc bing cach tu lai véi x4c suat 1a 1/16.
Sau do, lai P2 (AB) va P2 (BC) dé thu duoc c4 thé thé hé con, va sau dé tu lai c4
thé thé hé con na. T c4 thé thé hé con thu duoc, chon loc P3 (ABC), nhd d6, c6
thé tao ra P3 (ABC). Trong ca P2 (AB) va P2 (BC), viing dich B 12 déng hop tit c6

nguon goc tir cay trong la. Do d6, khi viing dich A, B va C 1a doc 1ap tuong tng
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v6i nhau ma khong c6 lién két, va theo quy luat Mendel, c¢6 thé chon loc c4 thé P3
(ABC) tix c4 thé thé hé con thu duoc bang cich tu lai v6i xac suit 1a 1/16.
[0080] |

FIG. 10A va FIG. 10B Ia lugc d6 thé hién phuong phdp tao ra ciy trong
trong d6, & nhiém sic thé clia cAy tréng nguén goc, ba vang dich (ving dich A, B,
C) duoc thay thé€ bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tix cay trong la. Trong
cdc hinh ndy, hinh vuong biéu thi mdi c4 thé, va chit céi trong hinh vuodng nay
bi€u thi 12 méi viing dich dugc thay thé bing manh dong nhiém sic c6 ngudn goc
tlr cay trong la. Trong hinh chép trong d6 cac hinh vuong dugc x€p vao, mot hinh
vuong dugc x€p & bac trén hai hinh vuong. Diéu nay c6 nghia 14 hai hinh vuong &
bac dudi 12 c4 thé cha me, va mot hinh vuong & bac trén 12 c4 thé thé hé con thu
dugc bang cédch lai. Ngoai ra, con s6 & phia bén trdi ctia hinh chép trong d6 cdc
hinh vuéng dugc x€p vao biéu thi xdc suit thu nhan méi c4 thé th€ hé con khi
ving dich tuong tng 1a doc 1ap tuong ting ma khong c6 lién két, va theo quy luat
Mendel.

FIG. 10A thé hién phuong phdp tao ra P3 (ABC) bang céch lai P2 (AB) va
P1 (C) néu trén. FIG. 10B thé hién phuong phap tao ra P3 (ABC) bang cach lai
P2 (AB) va P2 (BC) néu trén. Tuong tu nhu vay, bang cich lai lién ti€p gitta
nhing c4 thé trong d6 it nhat mot viing dich 1a khic véi ving dich trong cdc cay
trong dugc tao ra bang cich st dung cdc phuong phép tir thit nhat dén thd ba tao
ra cay trong mdi theo sang ché va nhitng c4 thé thé hé con cua chiing, tich luy
duoc nhiéu dang ving dich dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 nguén géc
tl cAy trong la trong c4 thé thé hé con. Vi vay, a cay trong trong d6, & nhiém sic
thé cuia cay trong ngudn goc, ciing cé thé tao ra bon hoic nhiéu ving dich hon
duoc thay th€ bing méanh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la .
[0081]

Trong ban mo ta nay, s€ mo ta trudng hop san xuét ra cay trong P4
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(ABCD) trong d6, & nhiém séc thé clia ciy trong ngudn goc, bon ving dich (cic
viing dich A, B, C, D) duoc thay thé bing méanh nhiém sic thé c6 ngudn goc tix
cay trong la. Trudc hét, vi du, lai c4 thé P2 (AB) trong d6 viing dich A va B duoc
thay th& bing manh dong nhiém sic c6 nguén gdc tir ciy tréng la, va ca thé P2
(CD) trong d6 ving dich C va D duogc thay th€ bing manh déng nhiém sic c6
ngudn goc tir cay trong la dé thu dugc c4 thé thé hé con. Sau d6, bang cach chon
loc P4 (ABCD) tix nhitng ca thé thé hé con thu duoc bing cach tu lai c4 thé thé hé
con ndy, c6 thé tao ra P4 (ABCD). Do d6, khi ving dich A, B, C va D 1a doc lap
tuong tng ma khong c6 lién két, va theo quy luat Mendel, c6 thé chon loc c4 thé
P4 (ABCD) tir c4 thé thé€ hé con thu dugc bing cich tu lai, v6i x4c suat 1a 1/256.
Tuong tu, trong truéng hgp tao ra cay trong PS5 (ABCDE) trong d6 nam vung dich
(viing dich A, B, C, D, E) duoc thay th€ bing manh nhiém sic thé c6 ngudn géc tix
cay trong la, trudc hét, vi du, lai c4 thé P3 (ABC) trong d6 ving dich A, B, C duoc
thay th€ bing manh dong nhiém sic c6 nguén goc tir cay trong la, va cé thé P2
(BD) trong d6 ving dich B va E dugc thay th€ bang manh dong nhiém sic cé
ngudn goc tir cay trong la dé thu duoc c thé thé hé con va tu lai c4 thé thé hé con
ndy. Sau d6, bing cach chon loc P5 (ABCDE) tir nhiing c4 thé thé hé con thu
duoc bing phuong phap tu lai nay, c6 thé tao ra P5 (ABCDE). Do d6, khi ving
dich A, B, C, D va E 1a doc 1ap tuong ting ma khong c6 lién két, va tuan theo quy
luat Mendel, thi c6 thé chon loc c4 thé P5 (ABCDE) tix c4 thé thé hé con thu dugc
bang cach tu lai, véi xdc suat 1a 1/1024.

[0082]

Tuy nhién, thong thuong, khi thu dugc c4 thé th€ hé con muc tiéu, s6
lugng ctia quén thé chon loc (nhém nhitng c4 thé thé hé con thu duoc bing céch
tu lai) duoc thiét 14p 1a vao khoang gép tir vai dén 10 14n x4c suét ton tai cua ca
thé thé€ hé con muc tiéu. Khi s6 lugng ctia quin thé chon loc 1a khong di, cé

nhiéu kha ning 13 khong thu duoc c4 thé thé hé con muc tieu. Mait khéc, thong
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thuong, s6 luong hat ma c6 thé gom duge tir mot ca thé 1a bi gidi han. Vi du, &
cay lia, chi c6 thé ddm bdo c6 1000 hat tir tir mot c4 thé. Ngoai ra, cay lda 1a mot
cay yéu, va doi khi chi thu dugc vai chuc hat tix mdi cay. Ngoai ra, khi s6 lugng
clia quén thé duoc chon loc 16n hon, thi thoi gian, cong stc lao dong va chi phi
can thiét tr6 nén 16n. Vi Iy do nay, cho ring that ra rat khé thuc hién phuong phap
san xuat trong d6 x4c suat thu nhan c4 thé thé hé con muc tiéu 1a 1/1024 hoic cao
hon.

[0083]

Trong phuong phdp thi tu tao ra ciy trong méi theo sdng ché, bang cach
lai lién tiép giita ca thé thé hé con dugc chon loc, ¢6 thé tich luy vang dich duoc
thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la & c4 thé the he
con d6. Do do6, c6 thé tao ra cay tréng méi sao cho x4c suét c6 mit clia c4 thé the
hé con muc tiéu trong mot quan thé duoc chon loc 1a 1/256 dén 1/16.

[0084]

Vi du nhu, lién quan dén truong hop trong d6 ving dich A, B, Cva D 1a
doc lap tuong tng ma khong c6 lién két, va theo quy luat Mendel, s€ mo ta
phuong phap tao ra P4 (ABCD) (tham khao FIG. 11A dén FIG. 11C). Truéc hét,
tao ra P2 (AB) va P2 (CD) theo cung mdt phuong phdp nhu phuong phép néu trén
tao ra P2 (AB). Sau d6, lai P2 (AB) va P2 (CD) dé thu dugc c4 thé thé hé con, va
tu lai c4 thé thé hé con ndy. Sau d6, bing cach chon loc P4 (ABCD) tir nhiing c4
thé th€ hé con thu dugc bing phuong phap tu lai nay, c6 thé tao ra P4 (ABCD)
(tham khao FIG. 11A). Trong trudng hop nay, vé mat 1y thuyét, c6 thé chon loc
duoc P4 (ABCD) tir quin thé dugc chon loc véi x4c suét 1a 1/256.

Theo cich khéc, lai P2 (AB), va P3 (BCD) dugc tao ra theo cing mot
phuong phdp nhu phuong phép néu trén tao ra P3 (ABC) d€ thu dugc ca thé thé he
con, va tu lai c4 thé thé hé con nay. Tir c4 thé thé hé con thu dugc bing phuong

phdp tu lai nay, c6 thé chon loc P4 (ABCD) (tham khao FIG. 11B). C4 hai P2
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(AB) va P3 (BCD) la sao cho ving dich B 1a dong hop tlir c6 ngudn goc tir cay
trong la. Vi ly do nay, vé mat 1y thuyét, c6 thé chon loc P4 (ABCD) tir quan thé
dugc chon loc véi xac suat 1a 1/64.

Ngoai ra, sau khi lai P3 (ABC) va P3 (BCD) duoc tao ra theo cling mot
phuong phép nhu phuong phép P3 (BCD) dé thu duoc ca thé thé hé con, c6 thé
chon loc P4 (ABCD) tix nhitng c4 thé thé& hé con thu dugc bang cich tu lai c4 thé
thé hé con nay (tham khao FIG. 11C). Ca hai P3 (ABC) va P3 (BCD) 1a sao cho
viung dich B va C 1a dong hop tir c6 ngudn goc tir cay trong la. Vi ly do nay, vé
mit 1§ thuyét, c6 thé chon loc P4 (ABCD) tir quén thé dugc chon loc véi x4c suat
la 1/16.

Tic 1a, theo phuong phép tao ra cdy trong mdi theo sdng ché, tham chi
khi s6 lugng viing dich 12 4, c6 thé chon loc cay trédng méi muc tiéu véi x4c suit
cao hon phuong phap da biét.

[0085]

Ngoai ra, vi du, lién quan dén trudng hgp trong dé ving dich, A, B, C, D
va E 1a doc lap twong ting ma khong c6 lién két, va theo quy luat Mendel, s&€ mo
ta phuong phdp tao ra P5 (ABCDE) (tham khao FIG. 12A dén FIG. 12D). Trudc
hét, lai P2 (AB) va P3 (CDE) dé thu duoc c4 thé thé hé con va tur lai c4 thé the he
con nay. Sau d6, bang cach chon loc P5 (ABCDE) tir nhitng c4 thé thé hé con thu
dugc bang phuong phdp tu lai nay, c6 thé tao ra P5 (ABCDE) (tham khao FIG.
12A). Trong truong hgp nay, vé mat 1y thuyét, c6 thé chon loc P5 (ABCDE) tir
quén thé duoc chon loc véi xdc suit 1a 1/1024.

Trai lai, trong trudng hop sau day, xac suit chon loc P5 (ABCDE) duoc
cai thién.

Tao ra P3 (ABC) va P3 (CDE) theo cung mot phuong phdp nhu phuong
phédp néu trén tao ra P3 (ABC), mot cach tuong tng. Sau d6, lai P3 (ABC) va P3

(CDE) nay dé thu dugc c4 thé thé hé con va tu lai c4 thé thé hé con nay. Ngoai ra,
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bang cach chon loc P5 (ABCDE) tir nhitng c4 thé thé hé con thu dugc bing
phuong phép tu lai nay, c6 thé tao ra P5 (ABCDE) (tham khao FIG. 12B). C4 hai
P3 (ABC) va P3 (CDE) la sao cho ving dich C 1a dong hop tir c6 ngudn géc tix cay
trong la. Vi 1y do nay, trong trudng hop nay, vé mat 1y thuyét, ¢6 thé chon loc P5
(ABCDE) tir quan thé duoc chon loc véi x4c sudt 1a 1/256.

Theo cach khdc, tao ra P3 (ABC) cing mét phuong phdp nhu phuong
phap néu trén tao ra P3 (ABC), va tao ra P4 (BCDE) theo ciing mot phuong phap
nhu phuong phap néu trén tao ra P4 (ABCD). Sau d6, lai P3 (ABC) va P4 (BCDE)
nay dé thu dugc c4 thé thé hé con va tu lai c4 thé theé hé con nay. Tir nhiing c4 thé
th€ hé con thu dugc bang phuong phép tu lai nay, c6 thé chon loc P5 (ABCDE)
(tham khao FIG. 12C). Ca hai P3 (ABC) va P4 (BCDE) 1a sao cho viing dich B va
C la dong hop tir c6 ngudn gdc tix cay trong la. Vi Iy do nay, vé mit 1y thuyét, c6
thé chon loc P5 (ABCDE) tir quan thé duoc chon loc véi xdc sudt 12 1/64.

Ngoai ra, theo ciing mot phuong phap nhu phuong phép néu trén tao ra P4
(ABCD), tao ra P4 (ABCD) va P4 (BCDE), moét cach tuong tng. Sau dé, lai cic
P4 (ABCD) va P4 (BCDE) nay dé thu dugc c4 thé thé hé con va tu lai c4 thé thé he
con nay. Ngoai ra, tit nhitng cé thé thé hé con thu duoc bing phuong phap tu lai
ndy, c6 thé chon loc P5 (ABCDE) (tham khao FIG. 12D). Ca hai P4 (ABCD) va
P4 (BCDE) 1a sao cho ving dich B, C va D la dong hop tir c6 ngudn goc tix cay
trong la. Vi 1y do nay, trong trudng hop nay, vé mit 1y thuyét, c6 thé chon loc P5
(ABCDE) tir quan thé duoc chon loc vé6i xac sudt 1a 1/16.

Tic 1a theo phuong phdp tao ra cay trong méi theo sang ché, tham chi khi
s6 lugng ving dich 12 5, ¢6 thé chon loc cay tréng méi muc tiéu v6i x4c sudt cao
hon phuong phép da biét.

[0086]
Ngoati ra, vi du, lién quan dén trudng hop trong d6 ving dich A, B, C, D,

E va F 1a doc lap twong ting ma khong c6 lién két, va theo quy luat Mendel, s& mo
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ta phuong phép tao ra P6 (ABCDEF) (tham khao FIG. 13A to FIG. 13E). Vidu,
sau khi P3 (ABC) va P3 (DEF) duoc lai dé thu duoc c4 thé thé hé con, tu lai c4 thé
thé hé con nay. Bing cich chon loc P6 (ABCDEF) tir nhitng c4 thé thé hé con thu
dugc bing phuong phdp tu lai nay, c6 thé tao ra P6 (ABCDEF) (tham khao FIG.
13A). Trong trudng hop ndy, vé mit 1y thuyét, x4c suit ma c6 thé chon loc P6
(ABCDEF) tir quin thé duoc chon loc 1a 1/4096.

Theo cach khéc, sau khi lai P3 (ABC) va P4 (CDEF) dé thu duogc c4 thé
thé hé con, tu lai c4 thé th€ hé con nay dé thu dugc nhiing c4 thé th€ hé con. Béng
cach chon loc P6 (ABCDEF) tir c4c c4 thé thé hé con thu dugc bing cich tu lai,
ciing c6 thé tao ra P6 (ACBDEF) (tham khao FIG. 13B). Trong trudng hop nay,
vé mit 1y thuyét, xdc suat ma c6 thé chon loc P6 (ABCDEF) tir quan thé dugc
chon loc 1a 1/1024.

Trai lai, trong truong hgp sau day, xac suit chon loc P6 (ABCDEF) duoc
cai thién.

Truée hét, tao ra P4 (ABCD) va P4 (CDEF) theo cing mot phuong phap
nhu phuong phap néu trén tao ra P4 (ABCD), mot cach tuong tng. Sau do, lai cac
P4 (ABCD) va P4 (CDEF) nay dé thu duoc c4 thé thé hé con va tur lai c4 thé thé hé
con nay. Ngoai ra, biang cach chon loc P6 (ABCDEF) tir nhitng c4 thé th& hé con
thu dugc biang phuong phép tu lai nay, c6 thé tao ra P6 (ABCDEF) (tham khao
FIG. 13C). Do d6, vé mait 1y thuyét, c6 thé chon loc P6 (ABCDEF) tir quén thé
duge chon loc véi xdc suét 1a 1/256. Diéu nay 1a bai vi ca hai P4 (ABCD) va P4
(CDEF) 1a sao cho viing dich C va D 1a déng hop tlt c6 nguén goc tir cay trong la.

Theo cach khic, tao ra P4 (ABCD) theo cuing mot phuong phip nhu
phuong phdp néu trén tao ra P4 (ABCD), va tao ra P5 (BCDEF) theo cling mot
phuong phdp nhu phuong phdp néu trén tao ra P5 (ABCDE). Sau do, sau khi lai
P4 (ABCD) va P5 (BCDEF) nay dé thu duoc c4 thé th& hé con, tu lai ca thé the he
con nay. Béng cdch chon loc P6 (ABCDEF) tir nhitng c4 thé thé hé con thu dugc
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bang phuong phdp tu lai nay, ciing c6 thé tao ra P6 (ABCDEF) (tham khao FIG.
13D). Ca hai P4 (ABCD) va P5 (BCDEF) 1a sao cho ving dich B, C va D 1a dong
hop tir c6 ngudn goc tir cay tréng la. Vily do nay, trong trudong hop nay, v€ mat 1y
thuyét, c6 thé chon loc P5 (ABCDE) tir quan thé dugc chon loc véi xac sudt 1a
1/64.

Theo cach khic, tao ra PS5 (ABCDE) va PS5 (BCDEF) theo cung mot
phuong phap nhu phuong phdp néu trén tao ra P5 (ABCDE), mot cich tuong tng.
Sau d6, sau khi lai P5 (ABCDE) va P5 (BCDEF) dé thu duoc c4 thé thé€ hé con, tu
lai c4 thé thé hé con nay. Béng céch chon loc P6 (ABCDEF) tir nhitng c4 thé the
hé con thu duoc bing phuong phdp tu lai ndy, ciing c6 thé tao ra P6 (ABCDEF)
(tham khao FIG. 13E). Ca hai P5 (ABCDE) va P5 (BCDEF) 1a sao cho ving dich
B, C, D va E 1a dong hop tlr c6 ngudn goc tir cay trong la. Vi ly do nay, trong
trudng hop nay, vé mit 1y thuyét, c6 thé chon loc P6 (ABCDEF) tir quén thé duoc
chon loc véi xac suit 1a 1/16.

Tic 1a theo phuong phép tao ra ciy trong méi theo sang ché, tham chi khi
s6 luong ving dich 1a 6, c6 thé chon loc cay trong méi muc tiéu véi x4c suét cao
hon phuong phap da biét.

[0087]

Nhu da néu trén, trong trudng hop thuc vat trong d6 so6 luong cd thé thé
hé con thu dugc qua mot 14n lai 13 twong d6i nho, chang han nhu cay lda, t6t hon
1a tao ra cay trong méi sao cho x4c suit c6 mat clia c4 thé thé hé con muc tiéu
trong quan thé chon loc méi 14n 12 tir 1/64 dén 1/16. Tic 1a bang c4ch lai lién ti€p
gifta nhitng c4 thé két hop trong d6 téng s6 ving dich khdc nhau & nhiém sic thé
12 3 hoic it hon, c6 thé tao ra mot cich 6n dinh cay tréng trong d6 nhiéu viing
dich & nhiém sic thé clia cay trong nguén goc dugc thay th€ bing manh nhiém
sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la.

[0088]
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Céc FIG. 14A dén FIG. 14C 1a lugc d6 thé hién phuong phép tao ra cay
trong P6 (ABCDEF) véi x4c suét xay ra c4 thé th€ hé con muc tiéu trong quan thé
chon loc méi 1an 1a tir 1/64 dén 1/16. FIG. 14A 1a hinh anh thé hién phuong phap
khi xdc sudt xay ra trong tét ca cdc quan thé duoc chon loc 12 1/16. FIG. 14B va
FIG. 14C 1a lugc d6 thé hién phuong phdp khi x4c suat x4y ra trong tat ca cic
quén thé dugc chon loc 1 1/16 hoac 1/64. Tham chi khi s6 luong viing dich 1a 7
hodc nhiéu hon, c6 thé tao ra c4 thé theo cach tuong tu vi xdc suét thu nhan c4 thé
th€ hé con muc tiéu trong quén thé duoc chon loc mot 14n 1 1/64 dén 1/16.

[0089]

Khi ving dich twong tng 1a doc 14p tuong tng ma khong c6 lién két, va
theo quy luat Mendel, cdch thiic 1am sao c¢6 thé x4c dinh mot c4ch thich hop xic
sudt c6 mit clia cd thé th€ hé con muc tiéu trong quin thé chon loc xét dén s6
lugng c4 thé th& hé con thu dugc qua mot 14n lai, va thoi gian cho dén khi cudi
cing thu dugc c4 thé 1a cay trong muc tiéu. Khi s6 luong nhitng c4 thé thé hé con
thu dugc bang céch lai 1a db, x4c suat x4y ra c4 thé thé hé con muc tiéu c6 thé
dugc thiét 1ap & miic thap chang han nhu 1/64. Trong trudng hop ndy, quy mo cla
qudn thé chon loc méi 14n tr& nén tuong d6i 16n, va thoi gian, cong siic lao dong
va chi phi can thié€t cho chon loc mot 14n 1a cao, nhung ¢6 thé thu duoc cay trong
trong d6 s6 ving dich muc tiéu dugc thay thé bing manh nhiém sic thé cé ngudn
goc tir cay trong la qua s6 14n chon loc tuong ddi nho. Mat khéc, khi s6 luong cé
thé thé hé con thu dugc qua mot 1an lai giita 12 nhd, quy mo cta quén thé chon
loc mbi 14n phédi dugc gidm di. Trong trudng hop nay, thoi gian va chi phi cin
thiét cho chon loc mot 14n ¢6 thé dugc gidm di, nhung s6 14n chon loc ting Ién, va
thoi gian cho dén khi cudi cing thu duoc c4 thé 1a cay trong muc tiéu bi kéo dai.
Vi du, nhu dugc chi ra trén cic FIG. 11A dén FIG. 11C, khi tao ra P4 (ABCD,
theo phuong phip & FIG. 11A, truGe hét tao ra P4 (ABCD) bang ba lan chon loc:
lan lai gitta P1 (A) va P1 (B), va sau d6 chon loc P2 (AB); 14n lai giita P1 (C) va
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P1 (D), va sau d6 chon loc P2 (CD); 14n lai gitta P2 (AB) va P2 (CD), va sau dé
chon loc P4 (ABCD). Mait khic, theo phuong phiap & FIG. 11C, tao ra P4
(ABCD), vi du, bang it nhit nim 14n chon loc: 14n lai giita P1 (A) va P1(B), va sau
d6 chon loc P2 (AB); 1an lai giita P1 (C) va P1 (D), va sau dé6 chon loc P2 (CD);
14n lai gitta P2 (AB) va P1 (C), va sau d6 chon loc P3 (ABC); 14n lai gitta P1 (B)
va P2 (CD), va sau d6 chon loc P3 (BCD); 14n lai gitta P3 (ABC) va P3 (BCD), va
sau d6 chon loc P4 (ABCD). Trong phuong phip theo FIG. 11A, vung dich dugc
thay th€ bing méanh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir cay trong la c6 trong cé thé
cha me s& duogc lai 12 kh4c nhau & méi c4 thé cha me. Vi ly do nay, can phai dé
tao ra quin thé chon loc méi 1an 16n hon theo phuong phdp FIG. 11C, nhung c6
thé tao ra P4 (ABCD) bang s6 14n chon loc nh6 hon.

[0090]

Cay trong méi duoc tao ra theo sang ché 13, nhu da néu trén, cay trong thé
hé con 1a dong c6 doan nhiém séc thé thay thé trong d6 mot phan ctia nhiém sac
thé duoc thay thé bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tix cay trong la. Trong
cay tréong méi nay, mot hodc nhiéu ving dich dugc thay thé bang manh nhiém sic
thé c6 ngudn goc tir cay trong la, va chiéu dai chia manh nhiém sic thé duoc kiém
sodt boi dau chudn ADN dugc thiét 1ap & phia trudc cha vang dich, va ddu chuin
ADN dugc thiét 1ap & phia sau ving dich. Theo sdng ché, bang cach thiét 1ap mot
cach thich hop viing dich, c6 thé thu dugc cay trong méi hitu ich chang han nhu
cay trong méi nhu duoc mo ta trong Vi du thuc hién sdng ché dugc mo ta sau day,
dac biét, cay lda, cay trong Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go.

[0091]

Ngoai ra, c6 thé tao ra cay tréong méi trong d6 it nhat mot ving trong
nhiéu ving duoc thay thé bing manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tix cay trong la
c6 trong cé thé cha me dugc thay thé bing manh nhiém séc thé c6 ngudn goc tir

cay tréng ngudn goc. Trudc hét, cd thé 1a cay trong dugc tao ra bang cich st
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dung cdc phuong phap tir thit nhat dén thit tu tao ra cay trong mdi theo sang ché,
trong d6 hai hodc nhiéu ving dich & nhiém sic thé clia ciy trong nguén goc duoc
thay th& bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn géc tir cay trong la, hodc lai ca thé
th€ hé con clia c4 thé nay, va ca thé cha cay trong nguén goc. Sau d6, tu lai c4 thé
the€ hé con thu dugc bing phuong phap lai nay va, tir c4 thé thé hé con thu duoc
bing phuong phdp tu lai nay, chon loc c4 thé trong d6 it nhat mot ving dugc thay
thé bing méanh nhiém sic thé c6 nguén gdc tir cay trong ngudn goc.

Vi du, trudng hop trong d6 tao ra c4 thé P3 (ABC) trong d6, & nhiém sic
thé cha cay tréng ngudn goc, tat ca cdc ving dich A, B va C dugc thay thé bang
manh dong nhiém sic c¢6 nguén gdc tir cay trong ngudn goc bang cach st dung
céc phuong phap tir thit nhat dén thit tu tao ra cay trong mdi theo sang ché sé duoc
mo ta. Trudc hét, lai P3 (ABC) nay va c4 thé thudc cay trong ngudn goc. Sau do,
bang céch tu lai ca thé thé’ hé con thu dugc biang phuong phép lai nay, chon loc ca
thé P2 (AB) trong d6 chi ving dich A va B duoc thay thé bing manh déng nhiém
sdc c6 ngudn goc tir cay trong la va ving dich C duoc thay thé bang manh nhiém
sac thé c6 ngudn goc tir cay trong ngudn goc, hodc c4 thé P2 (B) trong d6 chi
viing dich B dugc thay thé bing manh dong nhiém sic c6 ngudn gdc tir ciy trong
la va ving dich A va C dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tix
cay trong ngudén. T budc néu trén, c¢6 thé thu duoc c4 thé 1a cay tréong méi trong
d6 it nhat mot ving trong nhiéu viing dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c6
ngudn goc tir cay trong la c6 trong c4 thé cha me duoc thay thé bing manh nhiém
séc thé c6 ngudn goc tir cay trong ngudn gaoc.

Vi du thuce hién sang ché
[0092]

Cac vi du sau day minh hoa ti€p sang ch€ mot cach chi ti€t hon, nhung

sang ch& khong chi gi6i han & cc vi du sau day.

[0093]
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Vidul

Béng cach st dung sang ché, tao ra cay trong méi 1a cay lia Koshihikari
c6 tinh chéng chiu khong bi dé rap dugc cai thién.

Truéc hét, lai cay lda Habataki 13 giong ngan, va cay lia Koshihikari, va
thuc hién phan tich ban d6 QTL (gen lién quan dén tinh trang s6 luong -
Quantitative Trait Locus) trén quin thé phan ly. Két qua 13, nhan thdy ring QTL
16n c6 mit trong ving Sd1 clia nhiém séac thé dau tién. Cho rang khi viing gen
clia cay lia Koshihikari dugc thay th€ bang viing gen c6 ngudn goc tir Habataki,
chiéu cao (chiéu dai than) ctia cay lda Koshihikari tr& nén nho, va tinh chong chiu
khong bi dé rap dugc tang cuong. Sau do6, cay lda Habataki dugc lai nguoc véi
cay lda Koshihikari d€ tao ra dong c6 doan nhiém séc thé thay thé trong d6 ving
Sd1 ctia cay lda Koshihikari dugc thay thé bing manh gen c6 nguén goc tir
Habataki.

[0094]

Sau d6, theo phuong phdp thiét k&€ hé gen thuc vat theo sing ché, chi€u
dai ctia ving manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tir Habataki clia dong c6 doan
nhiém sic thé duoc thay thé thu dugc duogc diéu hoa dé thiet k& hé gen. Cu thé,
d&u chudn ADN SP-4009 & viing Sd1 duoc thiét 1ap 1a ddu chudn ADN M1 (Sd1),
diu chudn ADN G2003 & viing Sd1 duoc thiét 1ap 12 ddu chuidn ADN M2 (Sd1),
ddu chudn ADN G2002 & viing Sd1 duoc thiét 1ap 1a ddu chuidn ADN M3 (Sd1),
ddu chuidn ADN SP-462 & viing Sd1 duoc thiét 1ap 1a ddu chudn ADN M4 (Sd1),
va d&u chudn ADN SP-1259 & viing Sd1 duoc thiét lap 1a dau chuidn ADN M5
(Sd1). Cac dau chuidn ADN nay duoc thé hién & FIG. 15 va Bang 1. Khoang cich
d1 giita cac d&u chudn ADN M1 (Sd1) va M2 (Sd1) 1a vao khoang 1,6 kbp (kilo
bazo), khodng cdch d2 gifta cac dau chudn ADN M2 (Sd1) va M4 (Sdl) 1a vao
khoang 90 kbp, va khoang cdch d3 gifta cdc ddu chuidn ADN M4 (Sd1) va M5
(Sd1) 12 vao khoang 750 kbp. Nho d6, & nhiém sic thé cla cay lda Koshihikari,
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chiéu dai clia manh nhiém séc thé c6 nguén goc tir Habataki L; 12 90 kbp < L, <
842 kbp.

[0095]
Bang 1

Dau chudn | Loai Vi trf Trinh tu

M1 (Sd1) | SP-4009 | SNP 38.107.956 Trinh tu phia trén: ccgttcatgtgcctgtatgg

Trinh tu phia duéi: tgttgcaggaaggtgacaca

SP-4009Gc: ttggaaggaacatctagcagg

M2 (Sd1) | G2003 PCR 38.109.578 TG2003U: cacagcgctcacttctca

TG2003L: tgcaatgtcgtccaccatcg

M3 (Sd1) | G2002 PCR 38.109.641 TG2002U: cacagcgctcacttctca

TG2002L: atgatcgtcagcgacagct

M4 (Sd1) | SP-462 SNP 38.199.633 Trinh tu phia trén: aactccagcgtgctaage

Trinh tu phia duGi: gcattgcatgcaggatcg

SP-462Gt: agagcccttcactttcage

M5 (Sd1) |SP-1259 | SNP 38.949.811 Trinh tu phia trén: aaggctgatgagcactgc

Trinh tu phia duéi: ggcattgtggaagctcttc

SP-1259Tc: tetcctttcggagtece

[0096]

Sau d6, lai dong c6 doan nhiém sic thé thay th€ thu dugc va cay lda
Koshihikari dé thu hoach 10 c4 thé th& hé con (hat giéng) trong d6 ddu chuin
ADN M3 (Sd1) 1a ving di nhiém sic gém mot alen c6 ngudn goc tir cay lda
Koshihikari va mot alen c6 ngudn goc tir Habataki. Tat ca cdc hat thu dugc dugc
trong, va dugc tu thu phin (dugc tu lai) dé thu hoach hat 1a c4 thé thé hé con.

Hat giong dugc thu hoach nay duogc tréng. Sau ciy con duoc phét trién

dén mitc 46 ma ciy con nay c6 thé dugc bitng tréng vao canh dong, chiét ADN tir
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14 cay ctia méi c4 thé dugc trong, va chon loc cd thé duoc trong trong d6 dau
chuin ADN M1 (Sd1) 1a ving déng nhiém sac cia alen c¢6 ngudn goc tir cay lda
Koshihikari, va cdc ddu chudn ADN M2 (Sd1) va M3 (Sd1) 1a ving di nhiém sic
gdm mot alen c6 ngudn goc tir cay lia Koshihikari va mot alen c¢6 nguén goc tir
Habataki.

C4 thé dugc tréng chon loc niy ducc tu thu phin (duge tu lai) dé thu
hoach hat 12 c4 thé th€ hé con. Hat giéng dugc thu hoach nay dugc trong ti€p, va
cay con duoc phat trién dén mitc do ma c6 thé bing trong ciy con ndy vao cinh
dong, chiét ADN tir 14 cay ctha mbi c4 thé duoc trong, va chon loc ca thé duoc
trong trong d6 céc dau chudn ADN M1 (Sd1) va M5 (Sd1) 1a ving dong nhiém
sic clia alen c6 ngudn goc tir cay lia Koshihikari, va cdc ddu chuidn ADN M2
(Sd1), M3 (Sd1) va M4 (Sd1) 1a ving dong nhiém sic cia alen c6 nguén goc tir
Habataki. C4 thé duoc trong chon loc nay 1a cay tréng mdéi trong d6 viing ndm
gifta ddu chuian ADN M1 (Sd1) va ddu chuidn ADN M5 (Sd1) cta ving Sd1 cua
cay lda Koshihikari dugc thay thé bing manh nhiém sic thé c¢6 ngudn goc tir
Habataki. Céc tdc gia sdng ché€ dat tén cay trong mdi nay 1a “cay lda Koshihikari
eichi 4go”.

FIG. 16 1a Iugc do thé hién hé gen clia cay lda Koshihikari eichi 4go.
[0097]

Tinh trang giita cay lda Koshihikari eichi 4go, cay lia Koshihikari va
Nihonbare dugc so sanh, va dugc nghién ctu (dugc thuc hién & Aichi Prefecture
vao nam 2005 dén 2006). Viéc nghién citu tinh trang dugc thuc hién theo quy
dinh Kiém tra dic tinh cho viéc nop don ding ky cay tréong - Property
Examination for filing Cultivar Registration - trén co s& di€u luat vé hat giéng va
bao vé cay trong - Plant Cultivar Protection and Seed Act (Year Heisei 10, Luat s6
83), Diéu 5, Khodn 1. Cic két qua nay dugc thé hién & cdc bang tix 2 dén 4.

Chiéu dai phan than cta cay lia Koshihikari va Nihonbare 12 cay trong d6i chiing
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lan luot 12 99,0 cm va 86,8 cm, trong khi d6 chi€u dai phan than cla cay lda
Koshihikari eichi 4go chi ngan c6 83,3 cm. Mat khéc, cay lda Koshihikari eichi
4go c6 nhiéu diém giong nhu cay lda Koshihikari chi khic 14 chiéu dai than 1
ngin, va c6 tinh trang t6t 12 khé moc mam truéc khi thu hoach cay lda
Koshihikari. Ngoai ra, nhu dugc chi ra trén FIG. 17, vi chiéu dai than dugc giam
di, tinh chong chiu khong bi deé rap ciing tang 1én.

Do d6, tir cdc két qua nay, 1o rang 12, bang cdch thiét k& hé gen bing cach
st dung phuong phap thiét k&€ hé gen thuc vat theo sdng ché, va tao ra cay trong
mdi bang céch sit dung phuong phép tao ra cay tréng mdi theo sang ché, cé thé
tao ra dugc cay trong méi co tinh trang muc tiéu ma khong lam thay déi tinh

trang dugc ua thich c6 & cay trong ngudn goc.
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[0101]
Vidu?2

Biéng cach str dung phuong phép theo sdng ché, tao ra cdy trong méi trong
d6 mat do sap dat hat cta cay lia Koshihikari tang 1én.

Trudc hét, lai ciy lda Habataki va cay lia Koshihikari, va ti€n hanh phan
tich QTL trong quin thé phan ly. Két qua 13, 16 rang 1a QTL c6 mat do sap dit hat
cao hon clia cay lia Koshihikari ¢6 mit trong trong khoang viing 5 Mp clia nhiém
sac thé thit nhat. Tic 12 16 rang 14 gen Gnl ¢6 mit trong viing nay 1a gen nguyén
nhan cho kiém sodt mat do sap dat hat. Sau d6, du doén 12 khi gen Gnl cla cay
lda Koshihikari duoc thay th€ bang viing gen c¢6 nguén goc tir Habataki, mat do
sdp dat hat clia cay lda Koshihikari dugc tang lén. Khi d6, Habataki dugc lai
nguoc véi cay lda Koshihikari dé tao ra dong c6 doan nhiém sic thé thay thé
trong d6 ving chita gen Gnl clia cay lia Koshihikari dugc thay th€ bang manh
gen c6 ngudn goc tir Habataki.

[0102]

Sau d6, theo phuong phdp thiét k& hé gen thuc vat theo sang ché, di€u hoa
chiu dai clia ving manh nhiém séac thé c6 nguén goc tir Habataki ciia dong c6
doan nhiém séc thé thay thé thu dugc dé thiét k& hé gen. Cu thé, ddu chudn ADN
SP-2032 & viing gen Gnl duoc thiét 1ap 1a ddu chudn ADN M1 (Gnl), d&u chudn
ADN SP-170 & viing gen Gnl dugc thiét 1ap 1a déu chudn ADN M2 (Gnl), dau
chudn ADN SP-4028 & viing gen Gn1 duoc thiét 1ap 1a ddu chudn ADN M3 (Gnl),
d&u chuin ADN SP-4038 & viing gen Gnl duoc thiét 1ap 1a dau chuidn ADN M4
(Gnl), va d&u chudn ADN SP-4030 & viing gen Gnl dugc thiét 1ap 1a ddu chuin
ADN M5 (Gnl). Cic ddu chuidn ADN nay duoc thé hién & FIG. 18 va Bang 5.
Khoang céch d1 gifta cdc d&du chudn ADN M1 (Gnl) va M2 (Gnl) 1a vao khoang
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201 kbp, khodng céch d2 gifta cac ddu chudn ADN M2 (Gnl) va M4 (Gnl) 12 vao
khoang 37 kbp, va khoéng cach d3 giita cic ddu chuin ADN M4 (Gnl) va M5

(Gnl) 1a vao khodng 7 kbp. Nho d6, & nhiém sic thé ciia cay lia Koshihikari,

chiéu dai ctia manh nhiém sic thé L, c6 ngudn goc tir Habataki 12 37 kbp < L, <

246 kbp.
[0103]
[Bang 5]
Dau chuén | Loai Vi tri Trinh tu
M1 (Gnl) |SP-2032 | SNP 5.029.585 Trinh tu phia trén: cattgagtccatttcctctge
Trinh tu phia du6i: gcagctccaagaatgactac
SP-2032Tg: attggtgctagagcaactac
M2 (Gnl) |SP-170 SNP 5.230.897 Trinh tu phia trén: gtgagacatagactatccac
Trinh tu phia du6i: acgcgtacgccacatagac
SP-170Ta: agggtgaggaatgtccggt
M3 (Gnl) | SP-4028 SNP 5.267.633 Trinh tu phia trén: gcagtacctgccttactacg
Trinh tu phia dudi: catttcatgcgagtggtgac
SP-4028Ac: tgcacgaatcttggccagag
‘M4 (Gnl) | SP-4038 | SNP 5.267.932 Trinh tu phia trén: cttaaactcaacttgcacaagtag
Trinh tu phia du6i: actgccgacatgttactgtc
SP-4038Gc: gtecccacctgaaacatatcca
MS5 (Gnl) | SP-4030 | SNP 5.274.787 Trinh tu phia trén: tctttgattctttggtcgatcg
Trinh tu phia dudi: gcgtacgagagctatagage
SP-4030At: atggatccgtggatcgatcg
[0104]

Sau d6, lai dong c¢6 doan nhiém séic thé thay th€ thu duoc va cay lda

Koshihikari, va 1dp lai viéc lai va chon loc nhu & vi du 1 dé chon loc c4 thé 1a cay
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trong méi trong d6 viing nim gitta ddu chuan ADN M1 (Gnl) va d&u chuidn ADN
M5 (Gnl) cta ving gen Gnl & cay lda Koshihikari dugc thay th€ bing méanh
nhiém sic thé c6 ngudn goc tir Habataki. Cic tdc gia sang ché dat tén cay trong
méi nay 13 cay lda “Koshihikari eichi 2go”. FIG. 19 1a lugc d6 thé hién hé gen
clia cay lia Koshihikari eichi 2go.

[0105]

C4c tinh trang cua cy lia Koshihikari eichi 2go, cay lda Koshihikari va
Nihonbare dugc so sdnh va nghién ctu nhu & vi du 1 (dugc thuc hién & Aichi
Prefecture vao nam 2005 dén 2006). Céc két qua nay duoc trinh bay & cac bang 6
dén 8. Trong cic Bang nay, “(2005)” dung dé chi gia tri do dugc vao nam 2005,
va “(2006)” dung dé chi gi4 tri do dugc vao nam 2006, mot cdch tuong tng. Mat
do sap dat hat clia cay lia Koshihikari 12 cay trong d6i chiing 12 7,01 hat/cm?® vao
nam 2005, va 8,89 hat/cm? vao nam 2006. Mat do sip dat hat vao nam 2006 clia
Nihonbare 13 tuong tu cay tréng déi ching va 1a 5,99 hat/cm?®. Tréi lai, mat do sap
dat hat clia cay Ida Koshihikari eichi 2go 1a 10,7 hat/cm?* vao nam 2005, va 10,0
hat/cm® vao nam 2006. Tuong tu nhu vay, mat do sip dat hat cta cay lda
Koshihikari eichi 2go 1 rat cao hon va t6t hon mat do cia cay lia Koshihikari va
Nihonbare. Mat khac, khong phat hién duoc su khac biét ¢6 ¥ nghia gilra cay lia
Koshihikari eichi 2go va cay lda Koshihikari ngoai mat do sap dat hat cao. Ngoai
ra, con trong truong hop trong d6 thuc hién thir nghiém & Niigata Prefeéture vao
nam 2005 bang cach stt dung cay lia Koshihikari va Dontokoi 1am cay trong déi
ching, thu dugc cic két qua gin gidng nhu cac két qua & cac Bang tir 6 dén 8.

Do d6, ngoai ra tir cic két qua ndy, rd rang 13, bang céch thiét k& hé gen
bang cdch st dung phuong phap thiét k& hé gen thuc vat theo sdng ché, va tao ra
cay trong bang cach st dung phuong phép tao ra cay trong mdi theo sang ché, cé
thé tao ra cay tréng mdi c6 tinh trang muc tiéu ma khong 1am thay déi tinh trang

dugc wa thich ¢6 & cay trong nguodn gaoc.
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[0109]
Vidu3

Khi cay lda Koshihikari dugc trong & Hokkaido, thdi gian tir khi gieo hat
dén lic tré bong 1a vao khoang 144 ngay va khoang thoi gian nay 1a qua dai. Tic
12 khi trong hat vao gitta thang 5, khong x4y ra tré bong cho dén khi giita thang 9.
Tuy nhién, sau gitta thang 9, nhiét d6 khong khi giam di & Hokkaido, va do d6
cay lia Koshihikari khong thé dugc trudng thanh binh thudong. Vi ly do nay, dé
trong cay lda Koshihikari & cdc tinh phia bic chiang han nhu Hokkaido va céc
viing twong tu, viéc chuyén ddi cay lda Koshihikari phét trién sém 12 cén thiét.
Khi d6, bing cdch st dung sing ch€, tao ra dugc cay trong mdi 1a cay lda
Koshihikari da duoc chuyén hoa thanh cay phét trién s6m.

Tru6c hét, lai cay lia Habataki va cdy lia Koshihikari, va ti€én hanh phan
tich QTL trong quin thé phan ly. K&t qua 13, tim ra dugc QTL ma chuyén hoa cay
lda Koshihikari thanh cay phét trién sém & viing nhiét d6i. Tic 1a diéu duge nhan
thdy 12 c6 nhiéu kha ning 1a gen Hdl c6 mit trong viing nay 1a gen gay ra kiém
soét su chuyén thanh cay phat trién sém. Sau d6, Habataki dugc lai nguoc vdi cay
lia Koshihikari dé tao ra dong c¢6 doan nhiém séc thé thay th€ trong d6 ving chia
gen Hdl cua cay lia Koshihikari dugc thay th€ bing manh gen c6 nguén goc tix
Habataki.

[0110]

Sau d6, theo phuong phép thiét k&€ hé gen thuc vat theo sang ché, di€u hoa
chiéu dai ctia ving manh nhiém sic thé c6 nguén gdoc tir Habataki clia dong c6
doan nhiém sic thé thay thé thu dugc dé thiét k& hé gen. Cu thé, ddu chudn ADN
SP-2513 & ving gen Hd1 dugc thiét 1ap 1a dau chuidn ADN M1 (Hd1), ddu chuidn
ADN SP-586 & viing gen Hdl duoc thiét 1ap 1a ddu chuan ADN M2 (Hd1), dau
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FIG. 21 1a lugc d6 thé hién hé gen ctlia cay lia Koshihikari eichi 3go.
[0113]

Cac tinh trang giita cy lda Koshihikari eichi 3go, cay lda Koshihikari va
Nihonbare dugc so sanh va dugc nghién ciu nhu & vi du 1 (dugce thuc hién & &
Aichi Prefecture vao nam 2005 dén 2006). Cic két qua nghién citu dugc trinh
bay & cdc bang 10 dén 12. Trong c4c Bang “(2005)” ding dé chi gid tri do dugc
vao nam 2005, va “(2006)” dung dé chi gi4 tri do dugc vao nam 2006, mot cich
tuong tng. Thoi gian tré bong cla cay lda Koshihikari va Nihonbare 14 cay trong
d6i ching 14n luot 14 7 thdng 8 va 17 thang 8, trong khi d6 thoi gian trd bong ciia
cay lda Koshihikari eichi 3go 1a 27 thang 7, sém hon 10 ngay so véi cay trong d6i
ching. Ngoai ra, thoi gian chin ctia cay lda Koshihikari va Nihonbare 1an luot 13
18 thdng 9 va 28 thang 9, trong khi d6 thoi gian chin cua cay lia Koshihikari
eichi 3go 12 7 thdng 9, va nhan thay ring thoi gian tré bong 1a s6m hon, thoi gian
chin 12 s6m hon. Ngoai ra, do thoi gian trd bong sém hon, chiéu dai phan than
ctia cay lda Koshihikari eichi 3go dugc giam di. Mat khac, céc tinh trang khéc
cua cay lda Koshihikari eichi 3go vé co ban 1a giong nhu céc tinh trang cla ciy
lia Koshihikari, va cay lia Koshihikari eichi 3go con c6 tinh trang t6t 1a khé moc

mam trude khi thu hoach c¢6 & cay lda Koshihikari.
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[0117]

That ra, cay lda Koshihikari eichi 3go duoc trong 6 Hokkaido va, két qua
13, su phat trién clia cay lda Koshihikari eichi 3go 12 sém hon cy lda Koshihikari
24 ngay. Ngoai ra, cay lia Koshihikari eichi 3go dugc chin vao khoang thoi gian
gan nhu binh thuong khong nhu cay lda Koshihikari. Ngoai ra tir cac két qua nay,
16 rang 1a c6 thé tao ra cay trong méi c6 tinh trang muc tiéu ma khong lam thay
déi tinh trang dugc wa thich c6 & cay trong ngudn goc, biang cach thiét k&€ hé gen
bing cédch st dung phuong phép thiét k€ hé gen thuc vat theo sdng ché, va tao ra
cay trong bang cich st dung phuong phdp tao ra cay trong mdi theo sdng ché.
[0118]

Sau d6, nhan thdy rang viing chia gen Hd1 ctia Habataki c6 chiic ning
diéu hoa ding quan tam dén cay lda Koshihikari. Tic 1a ving chida gen Hdl cta
Habataki c6 chic nang chuyén hod ciy lda Koshihikari thanh cay phét trién s6m
trong viing nim & phia bac xa hon Nagoya, nhung c6 chitc ning chuyén hod cay
lia Koshihikari thanh cay phat trién muon trong viing nam & phia nam Okinawa.
Vi du, khi cay lda Koshihikari eichi 3go duoc trong & Nagoya, su phat trién cuia
cay lia Koshihikari eichi 3go duoc chuyén hod thanh su phét trién sém hon cay
lia Koshihikari vao khoang 10 ngay.

Mat khdc, cay lia Koshihikari eichi 3go dugc trong & khu bai co phia
Nam South Lawnsen ¢ H6 Chi Minh ctia Vietnam c6 khi hau nhiét d6i va, két qua
13, su phat trién clia cay lia Koshihikari eichi 3go duoc chuyén hoa thanh su phat
trién muon hon cay lda Koshihikari 11 ngay. Tic 13, dugc tim ra ring c6 thé
tréng tot hon cay lia Koshihikari eichi 3go & ca viing phia bac va ving phia nam.
[0119]

Cay lda Koshihikari 12 cay trong c¢6 dac tinh tuyét voi, t6t khi xét vé€ mui
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vi, nhung & cdc tinh phia bic, thoi gian ti khi gieo hat dén lic tré bong 1a qua dai,
va cay lda Koshihikari khong thé dugc trd bong va chin mot cach an toan. Ngugc
lai, & cac tinh phia nam, vi cay lda Koshihikari c6 thoi gian tré bong qué ngén, va
khong thé thu dugc hiéu suat cao, ving trong clia cay lda nay 1a bi gi6i han. Vi
du, khi cay lda Koshihikari dugc trong & cac tinh c6 khi hau nhiét déi, thoi gian
tré bong dién ra chi trong khoang 35 ngay, va trong nhi€u trudng hop khong thu
dugc hiéu suét di cao. Tréi lai, cay lda Koshihikari eichi 3go dugc tao ra bang
cach sir dung phuong phép tao ra ciy trong méi theo sing ché€ c¢6 dac tinh phat
trién tot trong pham vi viing tréng rong, ma van duy tri dugc tinh trang tot cua cay
lda Koshihikari chang han nhu mii vi va cac tinh trang tuong tu.

[0120]

Vidu 4

Dé cai thién dic tinh vé hiéu suét va tinh chéng chiu khong bi de rap &
cay lia Koshihikari eichi 3go dugc tao ra & Vi du 3, tao ra cay trong mdi la cay
lda Koshihikari kazusa 4go c6 tat cd ving nhiém sic thé c6 nguén goc tix
Habataki 1an lugt ¢6 & cay lda Koshihikari eichi 2go, cay lda Koshihikari eichi
3go, va cay lda Koshihikari eichi 4go, bang cdch st dung phuong phép thit tu theo
sang ché.

Cu thé, lai cay lia Koshihikari eichi 3go va cay lia Koshihikari eichi 2go,
trong hai trong s6 nhiing c4 thé thé hé con thu dugc (hat giéng), va nhiing c4 thé
nay dugc ty thu phan (dugc ty lai). Tir nhing ca thé th& hé con thu duoc bang
phuong phdp tu thu phén nay, thu dugc 100 hat ma 12 cé4 thé thé hé con ti€p theo.
Tréng tat ca 100 hat nay, khdo st cidc dau chudn ADN ciia nhitng cd thé thé hé
con tuong tng, va chon loc mot c4 thé trong dugc trong d6 ca hai ddu chuin ADN
M3 (Hd1) va ddu chuidn ADN M3 (Gnl) la ving dong nhiém sic cla alen c6
ngudn goc tir Habataki. C4 thé nay dugc xac dinh 12 P2 (HG).

Dua vao dau chudn ADN ciia nhitng c4 thé thé hé con tuong ting, cho phat

-105-



39366

trién nhiing c4 thé tuong Gng, chiét ADN tir 14 cay dugc 14y miu tir cay con, va
tién hanh phan tich bang céch st dung ADN nay.

Mat khac, lai cay lda Koshihikari eichi 4go va cay lda Koshihikari eichi
2go, trong nam c4 thé thé hé con thu dugc (hat giong), va tu thu phén (tu lai) céc
c4 thé nay. Tir nhiing c4 thé thé hé con thu dugc bing phuong phdp tu thu phian
nay, thu dugc 150 hat 12 c4 thé thé hé con tiép theo. Tit ca 150 hat nay dugc dem
di tréng, va khdo sit cdc dau chuin ADN ctia nhitng c4 thé thé hé con tuong ing,
va éhon loc c4 thé trong d6 ca ddu chuin ADN M3 (Sd1) va d4u chuidn ADN M3
(Gnl) 13 ving déng nhiém sic cha alen c6 ngudn goc tir Habataki. C4 thé nay
duoc xac dinh 1a P2 (SG).

Sau d6, P2 (HG) va P2 (SG) dugc lai, va tréng hai ca thé thé hé con (hat
giéng) thu dugc, va tu thu phin (tu lai) cic cay nay. Tu nhiing c4 thé th€ hé con
thu duoc phuong phap tu thu phan nay, thu duge 100 hat 1a c4 thé thé hé con ti€p
theo. Trong tit ca 100 hat giéng ndy, khao sit cdc ddu chuén ADN tit nhiing c4
thé thé hé con twong tng, va chon loc mot ca thé duge trong trong d6 ca dau
chudn ADN M3 (Hd1) va ddu chuidn ADN M3 (Sd1) 1a ving dong nhiém sic cia
alen c¢6 nguén goc tir Habataki. Cdc tdc gia dat tén cay trong méi nay 1a cay lda
“Koshihikari kazusa 4go”. FIG. 22 1a lugc d6 thé hién hé gen cua cay lda
Koshihikari kazusa 4go. O nhiém séc thé ctia cay lia Koshihikari kazusa 4go, tat
ca ving gen Hdl, ving Sd1 va ving gen Gnl dugc thay th€ bing manh déng
nhiém sic c6 ngudn goc tir Habataki.

[0121]

Tinh trang giita cay lda Koshihikari kazusa 4go Koshihikari va Nihonbare
dugc so sanh va dugc nghién ctu nhu & vi du 1. Céc két qua nay duogc trinh bay &
cdc bang tir 13 dén 16. Cay lia Koshihikari kazusa 4go c6 chi€u dai than ngén
hon va tinh chdng chiu khong bi dé rap cao hon khi so véi cay lda Koshihikari va

Nihonbare 1a cédc cay trong doi ching, giong nhu cay lda Koshihikari eichi 4go.
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Ngoai ra, giong nhu cay lda Koshihikari eichi 3go, thoi gian tré bong cla cay lda
Koshihikari kazusa 4go 12 s6m hon 9 ngay, va thGi gian chin cla cay lda
Koshihikari kazusa 4go 1a sém hon thoi gian chin cia ciy lda Koshihikari va
Nihonbare. Ngoai ra, giéng nhu cay lda Koshihikari eichi 2go, mat do sip dat hat
clia cay lia Koshihikari kazusa 4go 1a cao hon, va s6 lugng hat & than chinh cta
cay lda Koshihikari kazusa 4go 1a cao hon & cay lia Koshihikari va Nihonbare.
Ttc 13 & cay lda Koshihikari kazusa 4go, mat do sap dit hat 1a cao hon so véi
chiéu dai cha bong clia ching. Ngoai ra, khoi lugng cho 1000 hat théc (chin) clia
cay lda Koshihikari kazusa 4go 1a cao hon khdi luong cuia ciy lda Koshihikari 13
cay trong nguon goc. Dic biét, cay lia Koshihikari kazusa 4go c6 hé s6 thu
hoach bong rit cao hon hé s6 clia cay lia Koshihikari va Nihonbare, va nhan thay
ring dic tinh thu hoach cua ciy lda Koshihikari kazusa 4go 1a cuc ky tot. Mat
khéc, cay lia Koshihikari kazusa 4go c6 céc tinh trang khic v€ co ban 1a giong

nhu céc tinh trang clia ciy lda Koshihikari.
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[0126]

Tiic 12 bang céch so sdnh tinh trang giita cay lia Koshihikari kazusa 4go,
cay lda Koshihikari va Nihonbare, khang dinh dugc ring cay lda Koshihikari
kazusa 4go c6 tinh trang dugc du tinh khi thi€t k€ hé gen d6 1a gen Sd1, gen Hd1
va gen Gnl dugc thay thé bang gen c6 nguén goc tir Habataki ma khong gay anh
hudng dén céc tinh trang khac cia cay lda Koshihikari nhu 14 ciy trong ngudn
goc.

Do d6, tir cac két qua nay, ro rang 13, bang cach lai cay trong méi duogc
tao ra bang cédch st dung phuong phdp tao ra cay trong méi theo sang ché, c6 thé
thu dugc cé thé thé hé con trong d6 tich lu§ tat cA cic manh déng nhiém sic c6
ngudn gdc tir cay trong la ma cay me 12 cAy mang hat va cay cha 1a cay cho phan
s& hitu, mot cich tuong tng, va ngoai ra con thay rd rang rang c6 thé tao ra duoc
cay trong méi c¢6 nhiéu dang tinh trang muc tiéu ma khong 1am thay déi tinh
trang dugc ua thich cé & cay trong nguoén goc.

[0127]

Sau d6, thé hién ty 1¢& thay th& hé gen cay lia Koshihikari (ty 1& chia hé
gen cay lda Koshihikari 13 ciy trong nguén goc chi€m trong toan bo hé gen) lién
quan d&n mdi cay trong 1a cay lia Koshihikari kazusa 4go va cay lia Koshihikari
eiichi tir 2 dén 4go dugc tao ra trong céc vi du.

Chiéu dai cia méanh nhiém séac thé c6 ngudn goc tir Habataki & cay lda
Koshihikari eiichi tir 2 dé€n 4go dugc tao ra & cac vi du 1 dén 3 dugc trinh bay &
Bang 17. Chiéu dai nho nhat c6 thé chia manh nhiém sic thé c6 ngudn goc tix
Habataki 12 d2 va chiéu dai t6i da ctia ching 1a d1 + d2 + d3.

[0128]
_ Bﬁng 17

Khoang céach gitta cdc ddu | Téi thi€u | Toi da (kbp)
chuén (kbp) (kbp)
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dil d2 d3 d2 d1+d2+d3
Koshihikari 201,3 37,0 6,9 37,0 245,2
eiichi 2go
Koshihikari 3442 1507,9 1278,7 1507,9 3130,8
eiichi 3go
Koshihikari 1,6 90,4 750,2 90,4 841,9
eiichi 4go
[0129]

Tur chiéu dai ctia manh nhiém sic thé c6 nguén goc tix Habataki trong

Bang 17, tinh todn ty 1¢ thay th& hé gen la [chiéu dai manh nhiém sic thé c6

ngudn goc tir Habataki/chiéu dai toan bo hé gen X 100(%)] va ty 1¢ thay thé hé

gen cay lda Koshihikari [100% - ty 1& thay th€ hé gen la]. Cac két qua dugc trinh

bay & Bang 18. Chiéu dai hé gen day di duoc thiét 1ap 1a 430 Mbp.

[0130]
Bang 18

Ty 1é thay thé hé gen la (%) ty 1&¢ thay th€ hé gen

Koshihikari (%)

Toi da Téi thiéu Toi da Téi thiéu
Koshihikari 0,0570 0,0086 99,9914 99,9430
eiichi 2go
Koshihikari 0,7281 0,3507 99,6493 99,2719
eiichi 3go
Koshihikari 0,1958 0,0210 99,9790 99,8042
eiichi 4go
Koshihikari 0,9809 0,3803 99,6197 99,0191
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kazusa 4go

[0131]

Nhu dugc chi ra trén Bang 18, vi tdt ca cay tréng méi dugc tao ra bing
phuong phédp theo sdng ché c6 ty 1€ thay thé hé gen Koshihikari dt cao (do ty 1&
thay th& bang hé gen 13 d thédp), tinh trang khong phai 12 tinh trang do gen muc
tieu tai t6 hop 1a tuong duong vdi tinh trang clia cay Ida Koshihikari (cay tréng
ngudn goc), va c6 thé ndi ring ciy tréng méi dong déng genotyp cla cay lda
Koshihikari.

[0132]

Cay lda Koshihikari kazusa 4go la cay trong méi duge tao ra bing cach
st dung phuong phdp tao ra cdy trong mdi theo sdng ché, va 1a cay trong mdi rit
t6t, tot ve tinh chéng chiu khong bi d& rap, va c6 sdn lugng cao va ving tréng trot
rong trong khi d6 vin gilt dugc tinh trang t6t ching han nhr mii vi & cay lia
Koshihikari. Sau d6, nguti nop don da nop luu (Ngay chdp nhin nhan don
1/7/2008) cay lia Koshihikari kazusa 4go nhu 1a cay trong méi & Co quan luu git
sinh vat cho viéc nop patent qudc t€ International Patent Organism Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Tsukuba
Center Chuou 6™, Higashi 1-1-1, Tsukuba-shi, Ibaragi-ken, Japan (ma s6 buu dién
305-8566)), va miu nay dugc chuyén t6i Phong Iuu giit qudc t& - International
Deposition & Vién nay (Ngay chdp nhan nhan don 30/6/2009). S6 lwu giit & Co
quan luu giit quoc t€ 1a FERM AMP-11140.

[Ung dung cong nghiép]
[0133]

Vi khi st dung phuong phép tao ra cdy trong mdi theo sdng ché, ¢ thé
kiém soét dugc ving clia manh nhiém séc thé c6 nguén géc tir cay trong la dugc
dua vao, va c6 thé cay tréng méi c6 mot hodc nhiéu dang tinh trang muc tiéu ma
khong 1am thay déi tinh trang duoc ua thich ¢6 & cay tréng ngudn goc, nén c6 thé

st dung phuong phép nay, dac biét, trong linh vuc chon gidng cay tréng.
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YEU CAU BAO HO

I. Phuong phéap thiét ké hé gen thuc vat dung dé thiét ké hé gen ma trong do
viing dich ¢ nhiém sdc thé ctia cdy trong nguon goc duge thay thé bang méanh
nhiém sic thé co ngudn gde tir cy trong la bang cach st dung dong ¢o doan
nhiém sic thé thay thé trong do chi mot phan cda nhiém sac thé cia ciy trong
ngudn gbe duoc thay thé bang manh nhiém sic thé co ngudn gde tir ciy trong la,
phuong phap nay bao gdm cac bude:

thiét ké cac dau chudn ADN tir M1 dén M5 sao cho, dbi véi mdi mot ving
dich, dau chuin ADN M2 duoc xac dinh ¢ ddu mut phia trude cua ving dich,
hodc & phia trude ving dich nay, ddu chuan ADN M1 duge xéc dinh & trude diu
chuian ADN M2. ddu chufin ADN M4 duogc xac dinh & dau mut phia sau ving
dich, hoac & phia sau ving dich nay, dau chuan ADN M5 duoc xdc dinh & sau
dau chuan ADN M4, va ddu chuan ADN M3 duoc xéc dinh trong vung dich; va

thiét ké hé gen sao cho ving thay thé, chira viing dich. & nhiém sac thé ctia
ciy trong ngudn gde s& duoc thay thé bang manh nhiém sic thé ¢ ngudn g ti
ciy trong la sao cho dau mat phia trude cta viung thay thé nam gitra diu chuan
ADN M1 va diu chuan ADN M2, va ddu mut & phia sau clia viing thay thé nam

itta ddu chudn ADN M4 va diu chuin ADN MS5.

g

2. Phuong phédp tao ra cdy trong mai, bao gdm céac budce:
(4-1) budc st dung cdy trong la cdy me lam cdy mang hat, va cdy trong

trong do vung dich la khac véi vang dich cia cdy me la cdy mang hat lam cay
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A

cha 1a cdy cho phin, va lai gitta cidy me la cdy mang hat va cdy cha la cdy cho
phén dé thu duoc ca thé thé hé con:

(4-2) bude thu nhin ca thé thé hé con béng cach tu lai ca thé thé hé con
thu duge & bude (4-1); va

(4-3) bude chon loc ca thé thé hé con trong do. ¢ nhiém sic thé cla cay
trong nguon gde, ca ving dich ma ciy me 1a cdy mang hat s¢ hitu va ving dich
ma cy cha 1a ciy cho phén s¢ hitu déu dugc thay thé bang manh dong nhiém sic

¢6 ngudn goc tir cay trong la, tir ca the theé hé con thu duge ¢ bude (4-2).

3. Phuong phap tao ra cay tréng mdi theo diém 2, trong d6 bao gdm, sau budc
(4-3),

(4-4) bude chon loc hai ca thé trong d6 viing dich 1 khdc nhau voi cdy me
la cdy mang hat va cdy cha la cay cho phin. tir nhém bao pom cdy trong, va ca
thé duoe chon loc & budc (4-3). va lai gitra ching dé thu duoc ca thé thé hé con:

(4-5) budc thu nhan ca thé thé hé con béng cach tu lai cd thé thé hé con
thu duge ¢ budce (4-4);

(4-6) budce chon loc ca thé thé hé con trong doé. & nhiém sic thé cia cay
trong ngudn goc, ca ving dich ma cdy me la cdy mang hat s¢ hiru va vang dich
ma cdy cha la cdy cho phén s hitu déu dugc thay thé bang manh dong nhiém sic
co ngui‘m géc tur cay trf)ng la, tir ca thé thé hé con thu duoc & budce (4-5); va

(4-7) bude 1ap lai cac budce tir (4-4) dén (4-6) mdt hodc nhiéu lan,

4. Phuong phap san xuét thé h¢ con chau, phuong phép nay bao gdm budc giao

phdi giong lta duge tao ra bang phuong phap tao giong cdy trong moi sur dung
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dong thay thé doan nhiém sic thé trong do chi mot phén nhiém sic thé cla cay
(rong ban dau dugc thay thé bang doan nhidm sic thé co ngudn gde 1r gidng cay
tr‘éng ngoai lai,

giéng Iva bao gdm:

viing ddu tién chira s6 co s6 38.109.578 dén so co s& 38.199.633 trong nhicm sic

st

thé dau tién cia gidng la Koshihikari duge thay thé déng nhit bing mot doan
nhiém sic thé bao goém ving dau tién chia co sb 38.109.578 dén co s
38.199.633 trong nhiém sic thé du tién cta gidng Ina Habataki nhiém sic thé
déu tién cua gidng loa Koshihikari, viing dau tién cua gidng lua Koshihikari duoc
xéc dinh bdi cac diu hiéu ADN M2 va M4, va

N
A

dau nguge dong ctia doan nhiém sdc thé bao gém ving dau tién cta gidng lha
Habataki ¢6 mat & vung tha hai chira sd co s¢ 38.107,956 dén sb co so
38.109.578 cia nhiém sdc thé dau tién cua giéng lta Koshihikari, ving thi hai
duoc xace dinh bai déu hidu ADN M1 va diém danh ddu ADN M2, va mot dau
cudi cua doan nhiém sic thé bao gdm ving dau tién cia gidng la Habataki co
mit & vang thu ba chtra s6 co 5O 38.199.633 dén s6 co 56 38.949.811 caa nhiém
sic thé dau tién cla giéng lGa Koshihikari, ving thir ba dugce xdc dinh béng diém
danh ddu ADN M4 va déu hiéu ADN M5,

ving diu tién cua giong lta Koshihikari bao gdm gen sd-1 1a mot gen ban lan
cuia lha;

ving thtr tr chira s& co ban 5.230.897 dén sé co sd 5.267.932 trong nhiém séc thé
diu tién cua gidng lua Koshihikari dugc thay thé dong loai bang mot doan nhiém
sic thé bao gdm ving thi tu chira sé co s& 5.230.897 thanh co s6 5.267.932
trong nhiém sic thé diu tién coa gidng lta Habataki trong nhiém sac thé dau tién

cua giong lua Koshihikari. vung thir tu cua giong Ita Koeshihikari duge xac dinh
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boi cac dau hicu ADN M7 va M9, va

dau nguoc d(‘mg ctia doan nhiém sic thé cta ving thir tu cua gidng laa Habataki
¢6 mat ¢ vang thor nam chta sd co s& 5,029,585 dén sb co sé 5,230,897 cua
nhidm sic thé ddu tién cia cay lua Koshihikari, ving th nam duge xac dinh béi

dau hiéu ADN M6 va diém danh dau ADN M7, va dau cudi cua doan nhiém sdc

5,267.932 dén sé co ban 5.724.787 cha nhiém sic thé dau tién cila cdy lua
Koshihikari, ving thtr sau dang duoc xac dinh bang diém danh dau ADN M9 va
déu higu ADN M10,

viing th tu cta giéng lua Koshihikari 1a gen Gnl kiém sodt mét do thiét 1ap hat;
va

ving thtr bay chira s6 co s& 9.163.148 dén sb co sé 10.671.067 trong nhiém sic
thé thir ba cia gidng lta Koshihikari duge thay thé dong nhat bang doan nhiém
sic thé bao gdm vung thir bay chira s6 co ban 9.163.148 dén s6 co s 10.671.067
trong nhiém sic thé tht ba cua gidng lta Habataki trong nhiém sdc thé thi ba clia
gidng laa Koshihikari, ving thir bay cta gidng lta Koshihikari bi danh dau ADN
MI12 va Ml14. va

dau nguoce dong ctia doan nhiém sdc thé cua vung thir bay cla gidng lta Habataki
¢6 mat & ving thir tam chira s6 co ban §.818.923 dén sé co s 9.163.148 clia
nhiém séc thé thu sau cua gidng lta Koshihikari, viing thir tim duoc xéc dinh boi
diu hiéu ADN M11 va diém danh ddu ADN M12 va dau cudi cua vung thir bay
ciia doan nhiém sic thé cta gidng lia Habataki ¢6 mat ¢ vung thu chin chira 56
co ban 10.671.067 dén s co s 11.949.717 cuia nhiém séc thé thir sau cia gidng
lua Koshihikari, viing thtr chin dang duoc xéac dinh boi diém danh ddu ADN M14

va diém danh ddu ADN M15,
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khu vue thir bay 1a Hd1gene kiém soat chuyén doi thanh tang trudng sém:

trong do

diém danh ddu ADN M1 1a SNP dugce dai dién bot SP-4009 (SEQ 1D NO: 3).
trong dé mdt ¢ip co so 1a SNP thir 38.107.956 clia nhiém sac thé dau tién coa
gifmg Ilha Koshihikari, guanine (“G™) ¢ giéng lha Koshihikari va cytosine (“C")
trong gidng lta Habataki,

diém danh dau ADN M2 1a su da hinh phu thudc vao trinh tu co so thir
38.109.57% ctia nhiém sac thé dau tién cha mot gidng lua Koshihikari. va san
pham khuéch dai thu duoc & gidng lta Nipponbare, san pham khuéch dai khong
thu duogc é'giéng,lﬁa Habataki khi thuc hién PCR st dung doan mdi TG2003U
memmgSEQIDPM)4\ﬁdomnn&iTQOUﬂAMUnomgﬁﬂ)ﬂ)NO:i

diem danh ddu ADN M3 la su da hinh phu thudc vao trinh tu co s& thi
38.109.641 ctia nhiém sic thé ddu tién cia gidng lua Nipponbare va san pham
Khuéeh dai thu duge & gidng laa Koshihikari, san pham khuéch dai khong thu
duoo(?giéngl&alﬂaba&ﬂd khi thuc hién PCH{sﬁ'dung,doan;nGiTT}ZOOZLJnhu
trong SEQ ID NO: 6 va doan mdi TG2002L nhu trong SE‘Q ID NO: 7,

diém danh dau ADN M4 la SNP duoc dai dién bdi SP-462 (SEQ ID NO: 10),
trong dé mot c¢dp co so la SNP thir 38.199.633 cta nhiém sic thé dau tién cua
giéng loa Koshihikari, guanine (*G”) & gidng lua Koshihikari va thymine (“T7)
trong gidng laa Habataki,

diém dénh ddu ADN MS 1a SNP duoc dai dién bdi SP-1259 (SEQ 1D NO: 13).
trong dé mot cap co s¢ la SNP tha 8.949.811 cta nhiém sic thé dau (ién cia
gﬂéngIﬁaE(oshﬂﬂkaﬁ,thynﬁne(“T”)(iggénglﬂa}<pshﬂﬁkariVé cytosine (“C7)
trong gibng lia Habataki;

diém danh dau ADN M6 1a SNP duoc dai dién boi SP-2032 (SEQ 1D NO: 16),
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trong d6 mot cdp co s& la SNP thr 5.029.585 cﬁé nhiém sac thé dau tién cua
oibng lua Koshihikari, thymine (“T”) trong giéng lua Koshihikari va guanine
(“G”) trong gidng lua Habataki,

diém danh ddu ADN M7 1a SNP duoc dai dién bai SP-170 (SEQ ID NO: 19),
trong do mot cap co sé 1a SNP thr 5.230.897 cua nhiém sdc thé dau tién cia
gibng lia Koshihikari, thymine (“T”) trong giéng laa Koshihikari va adenine
(“A™) trong gidng lta Habataki,

diém danh ddu ADN M8 la SNP dugc dai dién boi SP-4028 (SEQ 1D NO: 22),
trong dé m@{ cdp co O 1a SNP thir 5,267,633 cua nhiém sic thé dau tién cua
gidng lua Koshihikari, adenine (“*A”) & gidng lta Koshihikari va cytosine (“C™)
trong gidng lua Habataki,

diém danh ddu ADN M9 1a SNP duoc dai dién boi SP-4038 (SEQ ID NO: 25).
trong d6 mot cap co s& la SNP thir 5,267,932 clia nhiém sic thé du tién cia
oidng lta Koshihikari, guanine (“G”) & gidng laa Koshihikari va cytosine (“C™)
trong gidng lta Habataki, |

diém danh ddu ADN M10 la SNP duge dai dién boi SP-4030 (SEQ ID NO: 28),
trong dé mot cdp co s& la SNP thir 5.724.787 cua nhiém sdc thé dau tién cia
gibng laa Koshihikari, adenine (“A”) & giéng lua Koshihikari va thymine (“T")
trong giéng lta Habataki;

diém danh diu ADN M11 1a SNP duge dai dién boi SP-2513 (SEQ ID NO: 31),
trong d6 mot cap co s¢ la SNP thir 8.818.923 cua nhiém sic thé thir sau cia
giong lua Koshihikari, cytosine (“C”) trong giéng laa Koshihikari va thymine
(“T™) trong gidng lta Habataki,

diém danh ddu ADN M12 1a SNP dugc dai dién bai SP-586 (SEQ ID NO: 34),

trong d6 cap co s& 1a SNP thir 9.163.148 ciia nhiém sic thé thir sdu cla giong lia
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Koshihikari, cytosine (*C”) trong giéng lta Koshihikari va adenine ("A™) trong
gibng lta Habataki,

diém danh diu ADN M13 la SNP dugce dai dién boi SP-2254 (SEQ ID NO: 37).
trong d6 mot ¢ap co sd 1a SNP thir 9.379.247 cta nhiém sic thé tht sédu cua
oiéng lia Koshihikari, cytosine (“C”) trong giéng lta Koshihikari va guanine
(“G™) trong giéng lta Habataki,

diém danh dau ADN M14 la SNP duogc dai dién bai SP-1603 (SEQ 1D NO: 40),
trong d6 mot cap co sé la SNP thir 10,671,067 cla nhiém sdc thé thur sau cia
eibng lta Koshihikari, thymine (“T™) trong gidng lua Koshihikari va cytosine
(“C™) trong gidng lua Habataki,

diém danh didu ADN M15 1a SNP dugc dai dién boi SP-604 (SEQ 1D NO: 43).
trong dé mot ¢ap co sé 1a SNP thir 11,949,717 clia nhiém sic thé thir sau cua
gidng Ita Koshihikari, thymine (“T”) trong gidng lua Koshihikari va cytosine
(*C”) trong gidng lta Habataki;

cic dau hiéu ADN tir M1 dén M15 dugc dénh bang phén tich b gen cua gidng
la; va

oibng lta 1a gibng Oryza sativa L. Koshihikari kazusa 4go. gidng dai dién cta
gibng lta nay da duoc ky giri theo FERM BP-11140.

vOi cay trong khac.
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FIG. 19

=== \[4nh nhiém séc thé c6 nguén goc tir Habatak
—= Nhiém sac thé Koshihikari

-144-



FIG. 20

M5

W4

M3

M2

M1

39366

u ~11.949.717
o
e
()
w
\O
c0
>
N
| L
) ~ 10.671.067
(W
O
(@)
o
(@)
~
()
g
>~0.379.247
|
T 5 T 9.163.148
bA
(@\
ﬁ.'
<t
I o

>8.818.923

-145-



39366

FIG. 21
Hd1
5 6 1 8 9 10 1 12
1 ] i W 1
1
1
U L

=== )\[4nh nhiém sic thé c6 nguén gdc tir Habataki
== Nhiém séc thé Koshihikari

-146-



Gn1

Sd]

39366

=== Manh nhiém sic thé c6 ngudn gdc tir Habataki
= Nhiém séic thé Koshihikari

-147-





