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(57) Sang ché dé cap dén polynucleotit ma hoa tiéu phan 16n ciia axetohydroxyaxit
synthaza (AHASL1) dugc phan 1ap tir cay laa bao gém trinh tir nucleotit ma hoa
protein AHASL1 chiu thudc diét c6 imidazolinon, va céc trinh ty axit amin cua
protein nay. Céc catxet biéu hién va cac vecto bién nap chtra cc polynucleotit theo
sang ché, ciing nhu cac ciy trong, hat giéng va cac té bao chil duge bién nap véi cac
polynucleotit cling duoc dé cip dén. Sang ché cling dé cap dén phuong phap san xuat
cdy trong c6 kha nang chdng chiu thudc diét c6 imidazolinon dya trén polynucleotit
nay, va phuong phap kiém soat co dai & ving phu cén cua cac cay trong chiu thude

diét co, dé diét trir thuc vat khong mong mudn.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc g dung trong néng nghiép, cu
thé 1a cay laa chéng chiu thudc diét cd va cac trinh tu nucleotit m&i ma hoa tiéu phﬁn 16n

clia protein axetohydroxyaxit synthaza chéng chiu thudc diét co.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Co dai 1a mot trong nhiing trd ngai chinh dbi véi viée san xuit gao. Viéc gieo hat
truc tiép giam thidu duoc van dé lién quan dén nhan cong ciy lua; tuy nhién, k¥ thudt nay
lai tao didu kién cho su phat trién cta c6 dai. Viéc st dung thude diét cé cho cay lta di
tr& nén phd bién & hau hét cic khu vuc trong lda st dung k¥ thuét gieo hat truc tiép
va/hodc cac nudc phét trién trong laa ca bang k§ thudt ciy lia hay k¥ thuét gieo hat truc
tiép. Thong thuong, thube diét co dai va ciy 14 rong dugc phun mot hoic nhiéu lan dé
phong trlr ¢6 dai trong ving trong lfa.

Co dai, cay lach va lua dai (lta do) 1a nhitng nhém thyc véat chinh ¢c6 moi truong
phét trién t6i wu gidng v6i médi trudng phat trién cia ciy lta. Chung duge phan b rong
rdi trén toan cAu va rat kho phong trir cd dai & cic ving trdng lta. Mic du, dd c6 mot sb
k¥ thuat tréng trot c6 tac dung hd tro phong trir ¢ dai va thuan tién cho viéc bao vé moi
trudng, nhung céc k§ thuit nay ciing ¢6 nhiéu han ché va 1am ting chi phi san xut. Lam
dat, san dit, dép bd va do ngdp nudce, xoay vong st dung dat, hat dat tiéu chuén, hé théng
cdy trong va ngay gieo trdng phit hop 14 cic k§ thuat trdng trot gitip 1am giam thiéu sé
lwong hat gidng cua cé dai va su phat trién cua co dai ¢6 kha ning khang thudc diét co.

Mic di dd c6 nhiéu khuyén nghi dugc dua ra dé c6 thuc hanh tréng trot t6t hon,
nhung ngudi nong dan van dua vao viée str dung thude diét c6 nhuw mot cong cu chinh dé
phong trir cé dai. Viéc stt dung va lam dung mot 36 loai chét hoa hoc nay dan dén céc loai
co dai c6 kha ning khang thudc nhu co 1dng vuc c¢6 chiu duge propanil va butaclor
(Echinochloa crus galli). Trong céc trudng hop nay, tot hon ca 13 st dung cac loai thudce
diét co khac vé6i co ché hoat dong khac c6 kha ning phong trir hiu hét cac giéng co dai.
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Viéc ton tai cac loai thudc diét co nay cho phép str dung quay vong thudc diét ¢ véi co
ché hoat dong khac so véi cac thube diét co thudng duge str dung trong san xuit gao.

Imidazolinon 13 nhém thudc diét ¢6 ¢6 co ché hoat dong khéc so véi cac loai thube
diét cé thuong dugc st dung trong san Xuét gao. Céac loai thube diét co nay duogc biét dén
14 loai thudc tic ché axetohydroxyaxit synthaza (AHAS; EC 4.1.3.18, con dugce goi la
axetolactat synthaza hoiic ALS), enzym chinh dé sinh tong hop céc axit amin mach
nhanh. DP3c biét, axetohydroxyaxit synthaza (AHAS; EC 4.1.3.18, con dugc goi 1a
axetolactat synthaza hodc ALS), 14 enzym dau tién xic tac cho qué trinh sinh téng hop
cua valin, leuxin va isoleuxin cla c4c axit amin mach nhanh (Singh (1999) "Biosynthesis
of valine, leucine and isoleucine," trong Plant Amino Acid, Singh, B.X., ed., Marcel
Dekker hie. New York, New York, pp. 227-247). AHAS 1a vi tri hoat dong ctia bdn ho
thudc diét c6 cdu triac khac nhau bao gdm sulfonylurea (LaRossa va Falco (1984) Trends
Biotechnol. 2:158-161), imidazolinon (Shaner va cac ddng tac giad (1984) Plant Physiol.
76:545-546), triazolopyrimidin (Subramanian va Gerwick (1989) '"Inhibition of
acetolactate synthase by triazolopyrimidines", trong Biocatalysis in Agricultural
Biotechnology, Whitaker, J.R. va Sonnet, P.E.. eds., ACS Symposium Series, American
Chemical Society, Washington, D. C, pp. 277-288), va pyrirnidyloxybenzoat
(Subramanian va cic dong tic gia. (1990) Plant Physiol. 94: 239-244.). Thudc diét co
imidazolinon va sulfonylurea dugc st dung rong rdi trong ndng nghiép hién dai do ¢ tac
dung du & luwong 4p dung rat thép va twong dbi khong giy doc ddi véi dong vat. Béng
cach trc ché hoat tinh AHAS, cac ho thubc diét cé nay cling ngdn ngua sy sinh trudng va
phat trién cta céac loai thuc vat nhay cam gém nhiéu giéng co dai. Mot vai vi du vé cac
thuéc diét co imidazolinon hién c6 trén thi truong 1& PURSUIT® (imazethapyr),
SCEPTER® (imazaquin) va ARSENAL® (imazapyr). Cac vi du vé thudc diét co
sulfonylurea la clorsulfuron, metsulfuron metyl, sulfometuron metyl, clorimuron etyl,
thifensulfuron metyl, tribenuron metyl, bensulfuron metyl, nicosulfuron, ethametsulfuron
metyl, rimsulfuron, triflusulfuron metyl, triasulfuron, primisulfuron metyl, xinosulfuron,
amidosulfiuon, fluzasulfuron, imazosulfuron, etyl pyrazosulfuron va halosulfuron.

Do c¢6 hi€u qua cao va ddc tinh thép, thube diét c6 imidazolinon dugc wu tién st

dung bang cich phun 1én phia bén trén mot khoang rong cac cdy trong. Kha ning phun
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thudc diét co 1én phia bén trén mét khoang rong céc ciy trong lam giam cac chi phi lién
quan dén viéc thanh 1ap va duy tri cac dién trang, va giam nhu cdu lam dit trude khi st
dung céc loai chit héa hoc niy. Viéc phun 1én phia bén trén cac giéng cdy c6 tinh khang
mong mudn ddng thoi ciing tao ra kha ning t6i wu hoa san lvong tiém ning cia cac cay
trdng mong mudn do di diét duoc cac loai thuc vat gdy hai. Tuy nhién, kha nang st dung
k¥ thuat phun phia bén trén nay phu thudc vao su ton tai ctia cic ciy trdng c6 kha nang
chdng chiu imidazolinon ctia loai thuc vit mong muébn trong khu vuc ap dung k¥ thuat
phun phia bén trén.

Trong céc loai cady ndng nghi€p chinh, mdt ) loai cdy thudc ho dau nhu la dau
trong c6 kha ning tw nhién chéng chiu thudc diét cé imidazolinon do ¢6 kha ning chuyén
hoéa céc hop chat diét cd mot cach nhanh chéng (Shaner va Robinson (1985) Weed Sci.
33:469-471). Mot s6 loai cay néng nghiép khac nhw ngdé (Newhouse va cac dong tic gia
(1992) Plant Physiol. 100:882-886) va cdy lta (Barrett va cac dong tac gia. (1989) Crop
Safeners for Herbicides, Academic Press, New York, pp. 195-220) xét theo mot khia canh
cu thé, dugce coi 1a nhay cam véi thube diét co imidazolinon. Mtrc d6 nhay cam khac nhau
d6i v6i thude diét co imidazolion phu thudc vao tinh chét héa hoc cua loai thude diét co
cu thé va kha ning khac nhau cta ciy trdng trong viéc chuyén hoa hop chit tir dang cé
tinh doc sang khong c6 tinh doc (Shaner va cic dong tic gia. (1984) Plant Physiol.
76:545-546; Brown va cic dong tac gia, (1987) Pestic. Biochem. Physiol. 27:24-29). Su
khac nhau vé dic diém sinh ly cta céc cay tréng khac nhau, vi du su hép thu va hoan vi
cling déng vai trd quan trong dén sw nhay cam cuia ciy (Shaner va Robinson (1985) Weed
Sci. 33:469-471).

Céc céy trong chiu duge imidazolinon, sulfonylurea va triazolopyrimidin da dwgc
san xuit thanh cong bang cach giy d6t bién hat, vi bao tir, hat phin va mé seo & cac gidng
loai nhu ngd Zea mays, cai xoong Arabidopsis thaliana, Brassica napus (cdy cai), Glydne
max, thubc 14 Nicotiana tabacum, va Wia Oryza sativa (Sebastian va céc ddng tic gia
(1989) Crop Sci. 29:1403-1408; Swanson va cic dong tac gia., 1989 Theor. Appl. Genet.
78:525-530; Newhouse va cic dong tac gia, (1991) Theor. Appl. Genet. 83:65-70;
Sathasivan va cac dong tac gia (1991) Plant Physiol. 97:1044-1050; Mourand va cac ddng
tac gia (1993) J. Heredity 84:91-96; Patent M s6 5,545,822). Trong moi trudng hop, gen
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nhan trdéi mot phﬁn, don mang lai tinh chéng chiu thudc diét co6. Bén dong cay lda mi chiu
dwgc imidazolion cling d4 dugc phan 1ap sau khi gy dot bién gen & hat cua Trificum
aestivum L. cv. Fidel (Newhouse va cac déng tac gid (1992) Plant Physiol. 100:882-886).
Céc nghién ctru ndy cho thiy gen troi mot phin don tao ra kha ning chdng chiu thudc diét
6. Dua trén cac nghién ctru vé allen, céc tac gia sang ché da két luan rang dot bién & bdn
dong néu trén déu xay ra & cling mét locut. M6t trong cac gen chdng chiu thudc diét co
clia dong cay lta mi Fidel duge goi 1a FS-4 (Newhouse va cac dong tac gia (1992) Plant
Physiol. 100:882-886).

Viéc m6 hinh héa bing méy tinh ciu tric khong gian ba chidu cia t6 hop chét tc
ché - AHAS d3 du doan dwoc mét vai axit amin trong chét e ché gin két tai du kién nay
13 cac diém phat sinh dot bién c6 kha ndng tao ra kha nang chéng chiu thudc mét cach
chon loc dbi véi cac imidazolinon (Ott va cac ddng tac gid. (1996) J. Mol Biol. 263:359-
368). Cay lia mi dugc tao ra véi mot sb trong cac dot bién duoc thiét ké theo ti 1€ & cac vi
tri gén két du kién cta enzym AHAS da c6 biéu hién kha ning chdng chiu thudc x4c dinh
d6i véi mot nhom thude diét co duy nhit (Ott va cac ddng tac gia (1996) J. Mol. Biol.
263:359-368). Kha ning chéng chiu thude diét cé cta ciy trong dbi vai cac thude diét co
imidazolinon ciling di dugc d& cip dén trong cic patent M§ sb 4761373, 5331107,
5304732, 6211438, 6211439 va 6222100, trong d6 mo ta khai quat viéc st dung gen
AHAS bién d6i dé tao ra kha ning chdng chiu thubc diét co & cac gidng cdy ngd. Patent
My s6 5013659 d& cap dén cay trong biéu hién kha ning chéng chiu thudc nhd cac dot
bién & it nhit mot axit amin trong mot hodc nhiéu ving duoc bao toan. Cac dot bién duoc
md ta trong tai liéu ndy ma héa tinh chéng chiu chéo dbi véi ca imidazolinon va
sulfonylurea hodc ddc hiéu véi sulfonylurea, nhung kha nang chéng chiu d3c hiéu dbi véi
imidazolinon khong dugc mo ta. Patent My s6 5731180 va patent M§ s 5767361 dé cap
dén gen duoc phan 1ap c6 mot sy thay thé axit amin duy nhét & trinh ty axit amin AHAS
ctia cAy mdt 14 mam kiéu dai ma tao ra kha ning chdng chiu dic hiéu véi imidazolion.
Thém vao d6, cac cay lua c6 kha ning chong chiu thudc diét c6 ma cai xen vio AHAS da
dwoc phat trién bang cach sinh san dot bién & thue vat va cling bﬁng cach lua chon céac

cdy trong c6 kha niang chdng chiu thude diét c6 tir tip hop céc cdy lua duge sinh ra bang
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phuwong phép thu phin. Tham khao cic Patent M§ s6 5545822, 5736629, 5773703,
5773704, 5952553 va 6274796.

O thuc vat, cling nhu trong tat ca cac sinh vat da duoc kiém tra khac, enzym
AHAS bao gdm hai tiéu phin: tiéu phan 16n (c6 vai trd xtc tac) va tiéu phan nho (c6 vai
trd diéu hoa) (Duggleby va Pang (2000) J. Biochem. Mol. Biol. 33:1-36). CAu tric tidu
phan 16n ctia AHAS (con duoc goi 1a AHASL) ¢6 thé duge ma héa bai mot gen duy nhat
nhu d6i véi trudng hop cia ho Arabidopsis va ciy lta hodc boi ho gen gdm nhidu thanh
vién nhu trong trudng hop cia cdy ngd, cdy cai, va ciy bong. Nhitng thay thé nucleotit
don, dic hiéu & tiéu phﬁn 16n khién cho enzym nay mdt mic do nhay cam dbi véi mot
hoidc nhiéu loai thude diét c6 (Chang va Duggleby (1998) Biochem J. 333:765-777).

Vi dy, cdy lta mi, Triticum aestivum L., bao gdm ba gen ddng déng ma héa tiéu
phan 16n cta axetohydroxyaxit synthaza. M3i gen nay c¢6 muc biéu hién hitu hiéu dwa trén
dap tmg chat diét co va dir liéu hoa sinh tir cac thé dot bién & mdi gen trong nhom ba gen
nay (Ascenzi va cic dong tic gia (2003) International Society of Plant Molecular
Biologists Congress, Barcelona, Spain, Ref. No. S 10- 17). Céc trinh tu ma hoa cta ca ba
gen déu c6 do dong nhét 16n & mirc d6 nucleotit (WO 03/014357). Thong qua viée giai
trinh ty cdc gen AHASL tir mot vai giéng thudc loai Triticum aestivum, co s& phan tir ciia
kha ning chéng chiu thude diét ¢6 trong cac dong chiu IMI (chiu thude imidazolion) t6t
nhat dugce phét hién 13 d6t bién S653(4£)N, biéu thi viéc thay thé serin thanh asparagin tai
vi tri twong duwong v6i serin & axit amin 653 & cdy thudc loai Arabidopsis thaliana (WO
03/01436; WO 03/014357). Bt bién nay 1a do hién twong da hinh cta nucleotit don (SNP
- single nucleotide polymorphism) & trinh tw ADN ma hoa protein AHASL.

Nho ¢6 hi€u qua cao va tinh doc thép, thudc diét co imidazolion duoc wu tién st
dung trong cdc mg dung ndng nghiép. Tuy nhién, kha ning sir dung cac thubc diét co
imidazolinon trong hé thdng cdy lwong thuc cy thé phu thudc vao do hién hitu cia gidng
cdy trong c6 kha ning chéng chiu imidazolinon cia ciy lwong thuc quan tam. Dé tao ra
duge cac gibng cdy trong chiu duge imidazolinon, ngudi tao gidng cdy trong can phat
trién cdc dong c6 tinh trang c6 kha ning chéng chiu imidazolinon. Do vdy, c¢6 nhu cau dbi

vOi cac dong va giong c6 kha ning chong chong chiu imidazolinon cta ciy luwong thuec,
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cling nhuw cic phuwong phap va cac che pham dé tao ra va cac img dung céac giong va dong

c6 kha nang chong chong chiu imidazolinon bd sung.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Sang ché @& cap dén cay lua c6 kha ning chdng chiu thudc diét c6 tdng cuong so
v6i céc cdy lna kiéu dai. Pic biét, cdy lua theo sang ché c6 kha ning chéng chiu thudc
diét co imidazolion va sulfonylurea cao hon so véi cic cdy Iia kiéu dai. Cay laa chdng
chiu thudc diét cé theo sang ché bao gdm it nhit mot ban sao cia gen hodc polynucleotit
m3 héa tiéu phan 16n 1 clia axetohydroxyaxit synthaza (AHASLI) bao gdm mét axit amin
duoc thé twong tmg vdi trinh tyr axit amin cta protein AHASLLI & loai cay lda hoang dai.
Theo mét phwong 4n ctia sang ché nay, céac cdy lia c6 kha ning chéng chiu thudc diét co
bao gdm mét protein AHASLI chiu thubc bao gdm mét valin hodc aspartat & vi tri axit
amin 179 hodc vi tri twong duong. Cay lda c6 kha ning chdng chiu thudc theo sang ché
ndy c6 thé bao gdm mat, hai, ba, bdn hodc nhiéu ban sao cta gen hogc polynucleotit ma
héa protein AHASL1 theo sing ché. CAy Iia theo sang ché nay ciing bao gdm céc hat
hodc cic cdy thé hé sau bao gdm it nhit mét phién ban cta gen hodc polynucleotit ma hoa
AHASLI chiu thubc diét co theo sang ché.

Sang ché nay dé cap dén cdy lta chéng chiu thudc diét cd bét ngudn tir dong ciy
Ifa c6 tén 1a IMINTA 16. Mau hat ctia dong EVIINTA 16 di dugc ndp luu tai trung tAm
ndp luu dit liéu sdng ché tai NCIMB Ltd. va ¢6 s6 truy nhadp NCIMB s§ NCIMB 41262.
Trong bo gen cua cdy lta IMINTA 16 c6 chira cac trinh tu nucleotit néu trong cdc SEQ
ID s6: 1 va 3, hodc mi hoa protein AHASLI bao gdm trinh tw axit amin néu trong SEQ ID
s6: 2. So sanh véi trinh tu axit amin cta protein AHASLI dugc ma héa bai gen AHASLI
& cdy lta kiéu dai (SO truy nhap GenBank: AB049822), trinh tw axit amin dwoc néu trong
SEQ ID sé: 2 ¢6 mot axit amin don khac véi trinh tu axit amin kiéu dai. Trong trinh tu
axit amin dugc néu trong SEQ ID s6: 2, ¢6 mdt valin tai vi tri axit amin sb 179. Trong
trinh ty axit amin ctia protein AHASLI ctia cdy laa kiéu dai, vi trf axit amin ny 14 alanin.

Sang ché nay ciing d& cdp dén cac polynucleotit dwoc phan lap va cac polypeptit
duoc phéin 14p cho céac protein AHASL1 cua cay lGa (Oryza sativa). Céac polynucleotit
theo sang ché bao gdm cac trinh tw nucleotit ma hoa cac protein AHASL1 chiu thudc diét
cd. Cac protein AHASLI chiu thude diét co theo sang ché 1a céc protein AHASL1 chéng

6
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chiu imidazolinon bao gdm ddt bién thay thé alanin thanh valin tai vi trf 179 & c4c trinh ty
axit amin twong Ung khi so sanh véi trinh ty axit amin twong tmg kiéu dai. Céc
polynucleotit theo sdng ché bao gdm céc trinh tu nucleotit duwoc néu trong cac SEQ ID sb:
1 va 3, cac trinh tur nucleotit ma héa trinh ty axit amin dugce néu trong SEQ ID sb: 2, cac
ménh va cac bién thé ctia cac trinh tu nucleotit néu trén ma héa cac protein c6 chtra hoat
tinh AHAS, dic biét 13 hoat tinh AHAS chiu thudc diét c6.

Sang ché nay dé cap dén cac catxet bidu hién dé biéu hién céc polynucleotit theo
sang ché & cdy trong, t& bao thuc vat va cac t& bao chi khac khong phai ciia ngudi. Céc
catxet biéu hién bao gém promoto biéu hién duge & cay tréng, t€ bao thuc vat va cac té
bao cht mong mudn khac duoc lién két c6 thé didu khién duge véi polynucleotit theo
sang ché ma héa protein AHASLI chiu thube diét co. Néu can biéu hién dinh huéng dén
luc lap, catxet biéu hién con c6 thé bao gdm céc trinh tw huéng dich dén lyc lap lién két
c6 thé didu khién duge ma ma hoa cac peptit chuyén chit luc lap dé dinh hudng protein
AHASLI1 duoc biéu hién ddi véi chét luc lap. Céac catxet biéu hién theo sang ché c6 thé
mg dung trong cic phuong phép nham ting cudng kha ning chéng chiu thude diét co cua
cdy trong va té bao chii. Phuong phép bao gém viéc bién nap catxet biéu hién theo séng
ché vao cdy trong hoic té bao chil, trong d6 catxet biéu hién bao gdm mdt promoto bidu
hién dugc & cay tréng hoic t& bao chu mong mubn va promoto dugc lién Kkét c6 thé diéu
khién dugc véi polynucleotit theo sang ché ma héa protein AHASLI chiu thubc diét co
theo sang ché. Phwong phéap con bao gdm budc tao cdy bién nap hoan chinh tir cac t& bao
thue vat duoc bién nap.

Sang ché nay dé cap dén phwong phap ting cudng hoat tinh AHAS & cdy trdng bao
gOm budec bién nap céu triac polynucleotit vao t& bao thuc vit ma bao gdm trinh tyr
nucleotit duoc lién két c6 thé diéu khién duoc véi mot promoto dinh hudng biéu hién & té
bao thue vat va tao ciy bién nap hoan chinh tir céc té bao thuc vat dugc bién nap. Trinh tu
nucleotit dugc chon tir cac trinh tu nucleotit ma héa cac protein AHASL1 chiu thudc diét
cé theo sang ché, cu thé 13 céc trinh tu nucleotit dwge néu trong SEQ ID s6: 1 va 3, cac
trinh tw nucleotit ma hoéa trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID s: 2, cac manh va cc
bién thé ctia ching. Cay trong dugc san xuit theo phuong phép nay cé hoat tinh AHAS

cao hon so véi cay trong khong dugce bién nap.
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Sang ché nay @& cip dén phuong phap san xuét ciy trdng chiu thube diét c6 bao
gdm budc bién nap ciu tric polynucleotit vao t& bao thuc vit ma c6 chua trinh tu
nucleotit dwoc lién két c6 thé didu khién duoc véi promoto diéu khién sy biéu hién & té
bao thyc vt va tao ra cay bién nap hoan chinh tir t& bao thyc vat duge bién nap néu trén.
Trinh ty nucleotit dugc chon tir cac trinh ty nucleotit ma hoa cac protein AHASL1 chiu
thudc diét co theo sang ché, dic biét 1a cac trinh tu nucleotit dugc néu trong cac SEQ ID
s6: 1 va 3, céc trinh tu nucleotit m héa trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID $6: 2,
va cic manh va cac bién thé cta ching, bao gébm, nhung khong gi6i han, cic dang trudng
thanh ciia protein AHASL1 chiu thudc diét co theo sang ché. Cay trdng dugc san xut
theo phuong phap nay c6 kha ning chéng chiu ting cudng dbi véi it nhit mot thube diét
co, dic biét 1a cac thube diét cé imidazolinon hodc sulfonylure so véi cay tréng khong
duoc bién nap.

Sang ché nay dé cap dén phwong phap ting cuong kha ning chdng chiu thudc diét
c6 & cdy trdng chiu thudc diét co. Phuong phap nay ¢ thé img dung dwoc trong viée ting
cuong kha ning chiu dung cia cac cdy trong von di c¢6 kha ning chiu dung dbi véi mot
16p thube diét c6 ma cac thube diét co nay c6 thé giét chét hodc giy thwong tdn cho céc
cdy trong kiéu dai. Cac loai cdy trong c6 kha ning chéng chiu thudc diét cé nay c6 thé 1a
ciy trong c¢6 kha ning chéng chiu thude diét c6 da duoc bién ddi gen dé c6 kha nang
chéng chiu thudc diét co hodc 1a cay tréng c6 kha nang chéng chiu thude diét co duoc
phét trién théng qua cac bién phap khong lién quan dén ADN tai t hop nhu 13, vi du, cac
cdy lia IMINTA 16 theo sing ché niy. Phuong phép bao gdm bién nap céu tric
polynucleotit chira mét chudi nucleotit dugc lién két ¢6 thé didu khién dugc véi mot
promoto dinh hudng su biéu hién & té bao thuc vat va tai sinh san ciy trong duoc bién ddi
tir t& bao thuc vat dugc bién ddi. Trinh tu nucleotit dwoc chon tir cic trinh tw nucleotit ma
hoéa cac protein AHASLI1 chiu thude diét co theo sang ché, cu thé 13 cac trinh ty nucleotit
duogc néu trong cac SEQ ID s6: 1 va 3, cac trinh tu nucleotit ma hoéa trinh tu axit amin
duoc néu trong SEQ ID sd: 2, va cic manh va cac bién thé ctia ching. Sang ché nay ciing
@& cap dén cac vecto bién nap bao gdm mot gen danh dau c6 thé lwa chon theo sang ché.
Gen dénh diu c6 thé lua chon bao gém mdt promoto dinh hudng biéu hién & t& bao chu

duogc lién két c6 thé didu khién dugc véi mot polynucleotit bao gém mot trinh tu nucleotit
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ma héa protein AHASL1 chiu thudc diét co theo sang ché. Vecto bién nap c6 thé bao gdm
gen mong mudn dé duoc bidu hién trong té bao cha va cling co thé, néu mudn, bao gém
trinh ty huéng dich 12 luc lap dwoc lién két c6 thé didu khién dugc véi polynucleotit theo
sang ché.

Sang ché nay con d& cap dén viée sir dung cac vecto bién nap theo sang ché dé lra
chon céc té bao dugc bién nap gen mong mudn. Cac phuong phap nay lién quan dén viée
bién nap vecto bién nap vao té bao chi, cho t& bao tiép xuc truc tiép v6i luong thude diét
c6 imidazolinon hogc sulfonyluera c6 kha ning giét chét hoic {rc ché sy ting truong cia
cac té bao cha khong duoc bién nap va xéac dinh t& bao chu duoc bién nap thong qua kha
ning sinh truéng cia né trong didu kién cb sy tac dong ciia chat diét co. Trong mot
phuong 4n ciia sang ché, t€ bao cha & t& bao thuc vat va gen danh du lua chon bao gém
mdt promoto dinh hudng su biéu hién & té bao thuc vat.

Sang ché nay d& cap dén phwong phap phong trir cd dai & cc vung phu cén cua
cac cy trong c6 kha nang chéng chiu thude diét co theo sang ché, bao gdm céc cay laa co
kha ning chong chiu thude diét c6 nhw dwoc mé ta & trén va cac ciy trong duge bién nap
cac polynucleotit AHASLI chiu thudc diét co theo sang ché. H& gen cua céc cdy trdng
duge bién nap nay bao gdém it nhit mot promoto dinh huéng sy bidu hién & t& bao thuc
vit, trong d6 promoto duge lién két c6 thé didu khién duge vé6i polynucleotit AHASLI
theo sang ché. Phuong phap nay bao gdm viéc phun mét lwong hitu hiéu thude diét c6 1én
co dai va cdy trong chiu thudc diét co, trong d6 cay trong chiu thudc diét co 1a cay trong
c6 kha nang chéng chiu thudc diét co tang cuong d6i v6i it nhit mot loai thudc diét co, cu
thé 1a thudc diét c6 imidazolinon hodc sulfonyluera so v6i cdy trdng kidu dai hoic cay
trdng khong dwoc bién nap.

Cay trong theo sang ché nay c6 thé 1a thuc vt chuyén gen hoic cdy trong khong
chuyén gen. Mot vi du v& cdy lua khong chuyén gen c6 kha nang chiu dung ting cuong
61 v6i cac thube diét cé imidazolinon va/hodc sulfonyluera bao gbm cay lda c6 sb truy
nhip NCFVIB 1a NCIMB 41262, hoic thé dot bién, thé tai t6 hop, bién thé duogc cai bién
gen clia cdy trdng c¢6 sb truy nhap NCIMB 1a NCIMB 41262; hoic bat ky thé hé tiép theo
nio ciia cdy trong c6 s truy nhap NCIMB 1a NCIMB 41262; hogc cdy trong 1a thé hé tiép
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theo ctia cac cy trong nay; hoic cdy trong c6 dic tinh chiu thudc diét c6 cua cdy trong ¢
s6 truy nhap NCIMB 13 NCIMB 41262.

Sang ché nay ciing dé cap dén cay trong, bo phan cua ciy tréng, mé thuc vat, té
bao thuc vét, hat giéng va cac té bao chu khéng phai ctia ngudi duge bién nap it nhat mot
polynucleotit, catxet biéu hién hoic vecto bién nap theo sang ché. Céc cdy trong duoc
bién nap, bd phan cuia cay tréng, mé thuc vat, t& bao thuc vat, hat giéng va cac t& bao chu
khong phai clia ngudi nay c6 kha ning chdng chiu ting cudng dbi véi it nhit mot loai
thudc diét ¢, & cac mic d6 ma thube diét co c6 thé gibt chét hoiic e ché sinh truong dbi
v6i cac cdy trong, mo thuc vat, t& bao thuc vat hodc t& bao chu khong phai cia nguoi
khong duge bién nap twong @ng. Tt hon 13, cac cy trdng dugc bién nap, md thue vat, té
bio thuc vat va cac hat gidng theo sang ché thudc ho Arabidopsis thaliana va céc cay
luong thuc.

M3 ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 1a hinh so sanh trinh tu nucleotit ciia gen AHASL1 & cdy laa chéng chiu
thudc diét co theo sang ché (SEQ ID sé: 1) v&i mot sb trinh tw nucleotit AHASL & cay da
biét. Su chuyén C thanh T (so v&i cy kiéu dai) & nucleotit 542 trong SEQ ID sé: 1 nhu
dugc biéu hién bang chit mau tring duoc bdi den. Condon mé diu va két thic duoc in
dam. Tén cua céic trinh ty AHASL khac trong hinh v& duoc xac dinh nhu sau:
"OsAHASLL1" 1a trinh ty nucleotit AHASLI kiéu dai léy tr cady lua El Paso;
"OsAHASLI1.2" 14 trinh ty nucleotit AHASLI kiéu dai liy tir cdy lia IRGA; "OsAHASLI
4" 13 trinh tr nucleotit AHASLI tir cay laa (S6 truy nhip: AB049822); "OsAHASLL6" 1a
trinh tu nucleotit AHASLI tir cy Ita (S6 truy nhap: AB049823); "ZmAHASLI" 14 trinh
tu nucleotit AHASLI tir cdy ngd (S6 truy nhdp: X63554); "ZmAHASL2" 1 trinh tu
nucleotit AHASL2 tir ciy ngd (S6 truy nhap X63553); "OsAHASL2" 14 trinh tu nucleotit
AHASL2 tir cay ngd (SO truy nhdp: AL731599); "AtAHASL" 1 trinh tu nucelotit
AHASL tir cdy thudc Arabidopsis thaliana (S6 truy nhap: AY124092).

Fig. 2 1a hinh mo6 ta so sanh trinh ty axit amin cla proteitn AHASL1 & cdy lua
chdng chiu thude diét co theo sang ché (SEQ ID sb: 2) véi mot sb trinh tu nucleotit
AHASL & cdy trong da biét. Viéc thé Ala-thanh-Val (so v&i kiéu dai) & vi trf 179 trong

SEQ ID sb: 2 dugc biéu hién bing chit mau tring dugc bdi den. Methionin mé ddu (M)
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duge biéu thi béng chit in ddm. Céc tén khac dugce st dung trong hinh v€ 1a cac trinh tu
axit amin dugc ma héa béi cac trinh ty nucleotit nhu dugce dé cap dén trén phﬁn mo ta cua
Fig. 1.

Danh muc trinh tw

Céc trinh tu nucleotit va axit amin dugc liét ké trong danh muc trinh ty kém theo
day duge thé hién bang cac ky tir viét tit tiéu chudn cho cic bazo nucleotit, va ma ba chit
cho cac axit amin. Céc trinh tir nucleotit theo quy ude tiéu chuin dugc bat dau bang dau 5'
cta trinh tu va tiép tuc (nghia 1a di tir phai sang trai theo mdi hang) dén dau 3'. Chi mét
chudi ciia mdi trinh tw axit nucleic dugc thé hién, nhung chudi hoan chinh duge hiéu 13 da
bao gém chudi di dugc thé hién. Cac trinh tu axit amin theo quy wdc tiéu chuén bit diu
bang amin cubi ciing cua trinh tur va tiép tuc (nghia 1a di tir trai sang phai) dén carboxyl
cudi cling.

SEQ ID s6: 1 1 ky hiéu trinh tu nucleotit mad héa protein AHASL1 chéng chiu
imidazolinon tir cAy laa véi viéc thé tir Alaize-thanh-Val. Viing ma héa ctua SEQ ID sb: 1
tuong tmg véi cac nucleotit tir s6 7 dén 1938.

SEQ ID s6: 2 12 ky hiéu trinh tw axit amin cta protein AHASL1 chiu imidazolinon
tir cdy lua véi viée thé tir Alair-thanh- Val dwge ma hoéa boi trinh tu nucleotit duge néu
trong SEQ ID sb: 1.

SEQ ID s6: 3 1 ky hiéu trinh tw nucleotit cia viing ma héa cua SEQ ID sb: 1.

Céc SEQ ID s tir 4-18 13 ky hiéu cac trinh ty nucleotit ctia doan mdi dwogc sir dung
cho viéc khuéch dai PCR va sip xép chudi ADN cua gen AHASLI theo sang ché nhu
dugc mo ta trong vi du 2 dudi day (xem Bang 1).

Mo ta chi tiét sang ché

Sang ché @& cap dén cay laa c6 kha niang chiu dung thudc diét co tdt hon so véi
cdy laa kiéu dai. Cy lua chéng chiu thude diét co theo sang ché nay di duogc san xuét nhu
dwoc mé ta dudi day bang cach giy dot bién ddi vdi hat gibng kiéu dai (nhdm muc dich
& tao kha ning chéng chiu thudc diét co), gieo hat, dé cho cy trudng thanh va sinh san,
va lua chon cac cay thudc thé hé tiép theo biéu hién kha nang chéng chiu thudc diét c6
imidazolinon t&t hon so v6i kha ning chiu dung ciia cdy Ita kiéu dai. Sang ché dé cap dén

giong lua c¢6 kha ndng chong chiu thuoc diét co va cac cay trong cia né dugce dé cap dén &
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day véi tén goi DVIINTA 16. Céac cdy Ita c¢6 kha ning chdng chiu thudc diét ¢6 niy cb
thé ing dung trong phuwong phap phong trir c¢6 dai, dic biét 13 loai lua do va céc loai co
dai khac nhay cam véi thubc diét co imidazolinon va sulfonylurea.

Ving mi héa gen tiéu phan 16n 1 clia axetohydroxyaxit synthaza (AHASL1) tir cac
ciy la chdng chiu thudc diét co6 EVIINTA 16 duoc phan 1ap bang phuong phap khuéch
dai phan vmg chudi polymeraza (PCR) va giai trinh tu. Bing cach so sanh céc trinh tu
polynucleotit ctia cdy lda chéng chiu thude diét ¢ theo sang ché véi cADN AHASLI cua
cy lua tir ciy Ia kiéu dai (S6 truy nhip GenBank: AB049822), c4c tac gia sang ché da
phat hién ra ring ving mi héa cia trinh tu polynucleotit AHASLI tir cic ciy laa
EVIINTA 16 khéc véi trinh tu cADN AHASLI1 cua ciy laa kiéu dai mot nucleotit duy
nhit. P4i véi trinh tu polynucleotit AHASLI ciia cdy lia IMINTA 16, c¢6 su chuyén C-
thanh-T & nucleotit 542 (SEQ ID sé: 1, Fig. 1). Su chuyén C-thanh -T nay & trinh tu
polynucleotit AHASLI dan dén viéc thé Ala thanh Val & axit amin 179 & ving béo toan
cda trinh ty axit amin dy doan cta protein AHASL1, twong ng véi trinh ty axit amin cta
protein AHASL1 kiéu dai (Fig. 2).

Sang ché nay ciing dé cap dén cac phan tir polynucleotit duge phan Idp bao gdm
cac trinh tu nucleotit ma héa protein AHASL1 chiu thubc diét co cua cay laa IMINTA 16
va dé cap dén cac protein AHASLI ndy. Sang ché ndy d& xuét viéc phén lap va trinh tu
nucleotit ciia polynucleotit ma hoa protein AHASLI cta cdy laa chdng chiu thube diét co
dwoc san xudt bang cich giy dot bién cdy lua kidu dai nho hoéa chit. Cac protein
AHASLI chiu thudc diét co theo sang ché nay bao gdm viéc thé alanin thanh valin & vi tr
179 trong céc trinh tur axit amin twong ng so vdi trinh tur axit amin AHASL1 kiéu dai.

Sang ché nay d& cap dén cic phan tir polynucleotit duoc phan 1ap ma héa céc
protein AHASL1 chiu thude diét c6 tir cdy laa (Oryza sativa L.). Cu thé 13, sang ché nay
d& cép dén cac phan tir polynucleotit dugc phéan l4p bao gdm: cac trinh tir nucleotit dugc
néu trong cic SEQ ID sd: 1 va 3, cac trinh trr nucleotit mi héa céc protein AHASLI bao
gém cac trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID s6: 2, va cac manh va céc bién thé cia
cac trinh tu nucleotit niy ma hoa protein AHASLI chirc ning bao gdm hoat tinh AHAS

chiu thudc diét co.
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Céc phan tir polynucleotit AHASL1 chiu thudc diét c6 dugc phan lap theo séng
ché bao gdm céc trinh tw nucleotit ma héa cac protein AHASL1 chiu thudc diét co. Cac
phan tir polynucleotit nay c6 thé duge sir dung trong cic cdu tric polynucleotit dé bién
nap vao thuc vat, diac biét 1a cac cady mua vu, dé tang cudng kha ning chdng chiu thubc
diét co cua cay tréng, dic biét 1a cac thube diét co duoc biét dén nhu cac loai thudce e ché
hoat tinh AHAS, dic biét hon nita 13 cac thudc diét co imidazolinon va sulfoyluera. Cac
cAu trac polynucleotit nhu vy c6 thé duoc st dung trong céc catxet biéu hién, vecto biéu
hién, vecto bién nap, plastmit va tuong tu. Céc thuc vat chuyén gen thu dugce bﬁng cac
phuong phép bién nap sau ddy véi cac cdu triic polynucleotit nay thé hién kha ning chiu
dung ting cuong d6i v6i cac thube diét co e ché AHAS nhu 13, vi du, cac thude diét co
imidazolinon va sulfonylurea.

Céc ché phidm theo sang ché nay bao gdm cac phéan tir polynucleotit chira céc trinh
tu nucleotit ma hoa céc protein AHASLI1. Cu thé 13, sang ché nay dé cap dén cac phén tir
polynucleotit dwoc phan 1ap chita cac trinh tw nucleotit ma hoéa axit amin nhu dwgc thé
hién trong SEQ ID s6: 2, va cac manh va cac bién thé clia chiing ma héa cac polypeptit c6
hoat tinh AHAS. Sang ché ciing d& cap dén cic polypeptit chira cac trinh tur axit amin
dugc ma hda bdi cac phan tir polynucleotit nhu duge mo ta ¢ day, vi du v& cac trinh tu
nay duoc d& cap dén trong cdc SEQ ID s6: 1 va 3, va cic manh va cac bién thé cua chung
ma héa cac polypeptit c6 hoat tinh AHAS, cu thé 13 hoat tinh AHASL chiju thudc diét co.
Céc phan tir polynucleotit theo sang ché con bao gdm céc trinh ty nucleotit ma héa dang
trudng thanh cua cac protein AHASL1 c6 hoat tinh AHAS, cu thé 13 hoat tinh AHAS chiju
thudc diét co, nhung thiéu cac peptit chuyén luc lap 13 mot phan cia cac protein AHASLI
c6 do dai day du.

Sang ché nay con d& cap dén cac ché phim protein hodc cic axit nucleic vé co ban
1a tinh khiét hodc dugc phan lap. Thuat ngit protein hodc phan tir polynucleotit hoic cac
thanh phén hoat tinh sinh hoc dugc “phan 1ap” hodc “tinh khiét” nghia la phﬁn 16n hoac
co ban 13 khong chira cc thanh phin ma thuong lién két hoic twong tic véi phéan tir
polynucleotit hoidic protein niy khi duge tim thdy & méi truong tu nhién ctia né. Do do,
mdt phén tir polynucleotit dwoc phan 1ap hozc tinh khiét hoic protein ctia né vé co ban 12

khong bao gom vat li€u té bao khac, hodc moi trudng nudi cay khi dugce san xuat bang k¥
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thuat tai tb hop, hoic gan nhu khong bao gdm cac tién chit héa hoc hodc cac chat héa hoc
khac khi duoc tong hop hoa hoc. Tét hon 13, axit nucleic duge “phén 14p” khong chira cac
trinh tu (6t hon 14 cac trinh ty ma héa protein) ma trong ti nhién nam ké cén (flank) véi
phan tir axit nucleic nay (cu thé 13, cic trinh ty & ddu 5° va 3’ cla axit nucleic nay) trong
hé gen ADN cua sinh vat ma axit nucleic duoc bit ngudn. Vi duy, trong cic phwong 4n
khac nhau, phan tir nucleotit dwoc phan l4p c¢6 thé bao gdm it hon khoang 5 kb, 4 kb, 3
kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, hosc 0,1 kb trinh ti nucleotit ma trong tir nhién nim ké can phén tir
polynucleotit trong hé gen ADN cua té bao ma axit nucleic phét sinh. Protein vé co ban 1a
khong bao gdém vat lidu té bao bao gdm cac ché phim protein c6 it hon khoang 30%,
20%, 10%, 5%, hodc 1% (so véi trong lwong khd) protein tap nhiém. Khi protein theo
sang ché hodc thanh phin hoat tinh sinh hoc ciia né duge san xut theo cach thirc tai td
hop, t6t hon 132 moi truong nudi céy c6 it hon khoang 30%, 20%, 10%, 5%, hodc 1% (tinh
theo trong lwgng khd) tién chit héa hoc hodc cic chat hoa hoc khong phai 1a protein quan
tam.

Sang ché nay dé cap dén cac polypeptit dugc phin 14p bao gdm cac protein
AHASLI. Céc polypeptit dugc phén ldp nay cd chira trinh ty axit amin dwgc chon tir
nhém bao gdm trinh ty axit amin dwoc néu trong SEQ ID sd: 2, céc trinh tu axit amin
duoc mi hoa boi cac trinh ti axit amin duge néu trong cac SEQ ID sb: 1 va 3, va cac
manh chtrc ning va céc bién thé cua céc trinh tw axit amin mi hoéa polypeptit AHASLI ¢6
chira hoat tinh AHAS. Thuét ngit “cdc méanh chirc ning va cac bién thé” dung dé chi cac
ménh va cac bién thé ctia cac polypeptit dwge minh hoa c¢6 chira hoat tinh AHAS.

Ciing duoc d& cap dén 1a cac polypeptit dugce phan l4p bao gém céc dang trudng
thanh ciia cac protein AHASL1 theo sang ché. Cac dang trudng thanh ndy cua céc protein
AHASLI ¢6 chira hoat tinh AHAS, cu thé 13 hoat tinh AHAS chiu thudc diét co, nhung
thiéu peptit chuyén luc lap 12 mét phan ciia protein AHASL1 c¢6 d6 dai day du.

Theo cac phwong an xac dinh, sang ché dé& cap dén cac phuong phép lién quan dén
viéc st dung cac cay tréng chiu thuéo diét c6. Thuat ngit cay tréng “chéng chiu thudc diét
cé” dung dé chi cac cay tréng chéng chiu duoc it nhit mot loai thube diét co & mixc ddo ma
thuong s& giét chét hodc tic ché su sinh truong ciia cdy trong thong thudng hoic cy trong

kiéu dai. Theo mdt phwong an clia sang ché, céc ciy trong chdng chiu thudc diét c6 theo
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sang ché c¢6 chira protein AHASLI chong chiu thubc diét co. Thuét ngit “protein
AHASL1 chéng chiu thube diét c6” dung dé chi protein AHASL1 biéu hién hoat tinh
AHAS cao hon so véi hoat tinh AHAS & protein AHASL1 kiéu dai, khi c6 mat it nhét
mot thude diét co duge biét 1a can tré hoat tinh AHAS va & mét néng dd hodc mdt muic
thudc diét c6 dwge biét 1a s& tre ché hoat tinh AHAS cuia protein AHASL1 kiéu dai. Hon
nita, hoat tinh AHAS cuta céc protein AHASL1 chéng chiu vé6i thude diét co nay co thé
duge @& cap dén & day nhu 1a hoat tinh AHAS “chéng chiu véi thude diét c6”.

Trong sang ché nay, cac thuit ngit “chdng chiu véi thude diét ¢6” va “chiu duge
thudc diét c6” dugc sir dung hoan ddi cho nhau va déu cé cling ¥ nghia twong dwong va
c6 pham vi twong duong nhau. Tuong tu, cac thuat ngit “su chéng chiu véi thube diét co”
va “su chiu thude diét co” duoc sir dung hoan dbi cho nhau va déu c¢6 cliing y nghia twong
duong va c6 pham vi twvong duong nhau. Tuong tu, cac thudt ngit “chiu imidazolinon” va
“chéng chiu imidazolinon” dwoc st dung hoén ddi cho nhau va déu c6 cing y nghia
chung va pham vi tvong dwong nhu thuét ngit “chéng chiu v6i imidazolinon” va “chiu
dwoc d6i v6i imidazolinon” mdt cach tuong tng.

Sang ché bao gdm céc polynucleotit AHASL1 va cac protein AHASLI chiu thude
diét co. Thuat ngir “polynucleotit AHASL1 chiu thube diét co” duogc s dung dé chi
polynucleotit ma héa protein ¢ hoat tinh AHAS chiu thudc diét co. Thuat ngit “protein
AHASLI chiu thudc diét ¢6” duoc st dung dé chi protein hodc polypeptit cé hoat tinh
AHAS chiu thudc diét co.

Hon nita, protein AHASLI1 chiu thubc diét c6 hodc chéng chiu v6i thude diét co ¢o
thé dwoc cdy ghép vio ciy trong bang cach bién nap trinh tu nucleotit ma héa protein
AHASLI chiu thubc diét c¢6 hoic chéng chiu véi thudc diét co vao thuc vét hodc cay
thudc thé hé bd me cua chung. Céc protein AHASL1 chiu thubc diét c6 hodc chéng chiu
v6i thudce diét co nay dugc ma hoa boi cace polynucleotit AHASL1 chiu thude diét co hodc
chéng chiu v6i thube diét co6. Bén canh do, protein AHASL1 chiu thudc diét co hoic
chdng chiu véi thude diét co c6 thé c6 mit & cay trong nhu 14 két qua phat sinh tu nhién
hoic 14 do duoc gay dot bién & gen AHASLI ndi sinh trong bd gen ciia cay trong hoic thé
hé bd me cua ching. Sang ché nay dé cip dén ciy trong, md thuc vat, t& bao thuc vét va

cac t€ bao chu c6 kha nang chiu dung hodc chong chiu cao véi it nhat mdt thuoc diét cd,
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cu thé 13 thude diét cé imidazolinon hodc sulfonyluera. Luong thudc hoic n(‘A)ng d6 thude
diét cé duogc vu tién 13 “lugng hitu hi€éu” hoac “nSng do6 hiru hiéu”. Thuat ngit “luvgng hitu
hiéu” va “ndng d6 hiru hidu” dugc st dung dé chi lvong hodc né)ng dd, mdt cach tuong
ung, du dé giét chét hodc e ché sy sinh trudng cua cay trc“mg, mé thuc vat, t& bao thuc
vét hodc t& bao chu kiéu dai tuong ty nhung lidu lugng néu trén khong giét chét hodc wre
ché manh dén su sinh trudng cia cay trong, mo thuc vat, t& bao thuc vat va cac té bao chu
chiu thudc diét cé theo sang ché nay. Pién hinh 13, lidu lwong hitu hiéu thude diét co 1a
lwong hitu higu duoc sir dung theo tuyén tinh trong hé théng san xuit ndng nghiép dé diét
cac loai co dai mong muén. Lidu luvong niy da duge ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong
linh vuc k¥ thuat biét dén.

Thuat ngir “cay tréng, mb thuce vat, t& bao thuc vat hodc té bao chu kiéu dai, tuong
tu”, dung dé chi cay tréng, mé thuc vat, t& bao thue vat hodc t& bao chi, mot cach tuong
ung, thiéu dic tinh chiu thudc diét c6 va/hoic polynucleotit cu thé theo sang ché duoc
trinh bay trén ddy. Viéc str dung thuat ngit “kiéu dai” do vay khong dung dé chi cdy trdng,
mo thuc vat, t& bao thuc vat hodc céc té bao chu khac thiéu ADN tai to hop trong b gen
ctia n6, va‘hoic khong ¢6 dic tinh chiu thudce diét ¢ khac véi dic tinh d3 néu theo sang
ché.

Nhu duge st dung & day, trir truong hop dinh nghia rd rang khac, thuat ngir “thuc
vat” dugce st dung dé chi cay trf)ng & giai doan phat trién bét ky, cling nhu bAt ky mot bo
phan hoic cac by phan nao ciia ciy c6 thé gin két hodc tach roi khoi toan bd ciy trong
nguyén ven. Cac bo phan nay clia cdy trong bao gdbm, nhung khong gidi han, cic co quan,
mo va té bao cua cay tréng. Vi du vé bd phan cu thé cua cay tréng 12 than cay, 14, 18, cum
hoa, hoa, nu hoa, qua, cuéng hoa, cuéng cum hoa, nhi hoa, bao phén, dau nhuy, voi nhuy,
bau nhuy, canh hoa, dai hoa, 14 noan, dau ré, chép 1é, 1é to, to 14, to hat, hat phén, vi bao
tir, 14 mam, tru dudi 14 mam, try trén 14 mam, xylem, libe, nhu mé, ndi nhi, t& bao kem, té
bao bao vé, va bt ky bo phan, m6 va cac t€ bao nao d3 biét cua cay tréng. Hon nira, hat
giéng duogc coi la thuc vat.

Céc cdy trong theo sing ché nay bao gdm ca thuc vét khong chuyén gen va thuc
vat chuyén gen. Thuit ngit “thuc vat khong chuyén gen” ding dé chi cdy trdng khong

chita ADN tai t6 hop trong bd gen ciia n6. Thuat ngit “thwc vat chuyén gen” ding dé chi
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cy trong ¢ chira ADN tai t6 hop trong b gen cia nd. Thuc vat chuyén gen nay c6 thé
dugce san xuit bang cach ciy ghép ADN tai t6 hop vao b gen ciia ciy trong. Khi ADN tai
td hop dugc két hop vao b gen cia thyuc vat chuyén gen, thé hé tiép theo cta thuc vat nay
c6 thé ciing bao gdm ADN tai t6 hop. Cay trong thudc thé hé tiép theo bao gdm it nhét
mdt phan ADN tai t6 hop cua it nhét thuc vét chuyén gen thudc thé hé b me cling dugc
coi 12 thyre vat chuyén gen. Sang ché nay d& cap dén dong cay lua chdng chiu thudc diét
co va ciy trong cta chiing dwoc biét dén nhu 1a IMINTA 16. Viée ky gt cta it nhat 250
hat gidng ctia IMINTA 16 di duge giri cho trung tm ky giri sang ché cia NCIMB Ltd.,
Ferguson Building, Craibstone Estate Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland, UK
ngdy 5 thang 01 nim 2005 va dugc cho sb truy nhap NCIMB 1a NCIMB 41262. Do thiéu
cac hat giéng ctia dong IMINTA 16 tai thoi diém ndp don, chi c6 du6i 2500 hat gidng cia
dong EV1INTA 16 dugc nop 1én NCEVIB Ltd. trudc ngay ndp don. Ngudoi ndp don s&
nop bd sung hat gidng ctia dong IMINTA 16 @& c6 du it nhat 2500 hat gidng khi ¢6 du hat
gidng. Cac phan ky guri ny s& duoc duy tri theo cng wéc Budapest vé viée cong nhan
qudc t& d6i véi vat liéu ky giri vi sinh hoc nhim muc dich thuc hién viée bao ho sang ché.
Phan ky gtri hat gibng MINTA 16 duoc thuc hién trong vong it nhét 13 30 nim va it nhat
14 5 ndm sau khi hau hét cac yéu cau hoan thién mau gan diy duoc giri cho NCIMB Ltd.
Thém vao d6, ngudi ndp don da thuc hién du cac yéu ciu quy dinh tai diém 37 C.F.R. §8
1.801-1.809, bao gdm viéc cung cip s6 lidu chi din ctia mau sinh hoc da duoc ndp.

Sang ché nay ciing d& cap cy Iua chéng chiu thudc diét cé cua dong IMINTA 16
duoc thuc hién bang cach gieo gidng dot bién. Cac cdy lia thude kidu dai duge gy dot
bién bang cach cho céy tiép xtic véi phan tir gdy dot bién, cu thé 1a chit héa hoc gay dot
bién, cu thé hon nita 12 natri azit. Tuy nhién, sing ché nay khéng gi6i han ddi véi cac ciy
Ita chéng chiu thude diét cé duge san xuét bang phwong phép giy dot bién lién quan dén
chit natri azit gdy dot bién héa hoc. Bt ky phuong phip giy dot bién ndo da dugc bibt
dén trong linh vuc k¥ thuat déu c6 thé duoc st dung dé san xuit ra cay lua chéng chiu
thudc diét co theo sang ché. Cac phuong phap giy dot bién c6 thé lién quan dén, vi du,
viéc sir dung mot hozc nhiéu kiéu dot bién sau day: phong xa, nhu 1a tia X, tia Gamma (vi
du, coban 60 hoac xezi 137), notron, (vi dy, san phém tach hat nhin bang urani 235 trong

phan @ng nguyén tir), phong xa Beta (vi du, tia duoc phat ra tir cic dong vi phong xa nhu
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1a phospho 32 hoic cacbon 14), va chiéu tia cuc tim (t6t hon 13 ¢6 buée séng nam trong
khoang tir 2500 dén 2900 nm), va cac dot bién héa hoc nhu 12 céc ddng vi bazo (vi du, 5-
bromo-uraxil), cac hgp chét lién quan (vi dy, 8-etoxy cafein), cac thudc khéng sinh (vi du,
streptonigrin), cac chét alkyl hoa (vi dy, mustat sulfua, mustat nito, epoxit, etylenarnin,
sulfat, sulfonat, sulfon, lacton), azua, hydroxylamin, axit nitro, etyl metansulfonat (EMS),
hodc acridin. Céc cay trong chiu thudc diét c6 c6 thé cling duoc san xuét bing cach st
dung cac phwong phap nudi cdy mé dé Iya chon céc té bao thwc vét c6 chira dot bién chiu
thudc diét co va sau do6 tai sinh san cac cay tréng chiu thudc diét co tir d6. Xem, vi du,
Patent M¥ s6 5,773,702 va 5,859,348, ca hai déu duoc dan chiéu nguyén vin dé tham
khao. Chi tiét hon vé viéc tao giéng ddt bién c6 thé tham khao trong "Principals of
Cultivar Development" Fehr, 1993 Macmillan Publishing Company duoc dan chiéu
nguyén vin dé tham khao.

Viéc phan tich gen AHASLI cta céc cay lua thugc dong IMINTA 16 phat hién dot
bién diém. Trong gen AHASL1 tir IMINTA 16, d6t bién diém phat sinh tir viéc thé valin
cho alanin dwoc tim thdy & vi tri axit amin s§ 179 trong trinh tu axit amin AHASLI kiéu
dai ¢6 s6 truy nhap GenBank 1 AB049822. Do d6, sang ché nay d& cap dén viéc thé axit
amin khéc thay vi alanin & vi tri axit amin s§ 179 cua protein AHASLI & cdy lia c6 thé
1am cho cAy Ita ting kha ning chiu dung ddi véi thude diét co, cu thé 13 dbi véi thube diét
c¢6 imidazolinon va/hodc sulfonylurea. Nhu duoc thé hién trong Vi du 3 duéi day, alanin
179 duge tim thay trong ving bao thi cia cac protein AHASL va céc phdn tir thé axit
amin khac cho alanin 179 da dugc dé cap, dugc biét tao ra kha nang chéng chiu thudc diét
co & ciy trong bao gdbm mét protein AHASL nay. Theo d6, cic cdy laa chéng chiu thude
diét co theo sang ché bao gdm, nhung khéng giGi han dbi véi cac cdy lua c6 it nhat mot
phién ban ctia polynucleotit AHASL1 ma héa protein AHASLI chiu thudc diét co bao
gdm aspartat hodc vailin & vi tri axit amin 179 hoic vi trf twong duong trong bd gen.

Cay laa theo sang ché con bao gdm céc cdy trdng c6 chira, twong Gng véi protein
AHASLI kiéu dai, aspartat hodc valin cta vi tri axit amin 179 hodc vi tri twvong duong va
mot hoic nhiéu thay thé axit amin bd sung trong protein AHASLI tuong tng véi protein
AHASLI1 kiéu dai, trong d6 cay lia nay c6 kha ning chiu dung ting cudng dbi vé6i it nhét

mdt chat diét co so voi cdy lda kicu dai. Viéc theé axit amin khac nay bao gom, nhung
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khong gidi han &: threonin & vi tri axit amin 96 hodc vi tri twong dwong; alanin, threonin,
histidin, leuxin, arginin, isoleuxin, glutamin ho#c serin & vi tri axit amin 171 hodc vi tri
tuong dwong; leuxin & vi tri axit amin 548 hodc vi tri twvong duong; va asparagin, threonin
hodc phenylalanin & vi tri axit amin 627 hodc vi tri terong dwong.

Sang ché nay dé cap dén cac protein AHASLI v6i axit amin dugc thé & cac vi tri
axit amin cu thé nim trong viing bao thi cia cac protein AHASL1 & cay lua nhu dugc mo
ta trong sang ché nay. Trir trudng hop dwoc dé cip cu thé, cac vi tri axit amin cu thé @&
cap dén vi tri clia axit amin ndy trong c4c trinh tu axit amin AHASL1 c6 d6 dai day du
cta cdy lta dugc néu trong SEQ ID s6: 2. Thém vao d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thudt c6 thé nhan ra ring cac vi tri axit amin nhu vy c6 thé thay dbi
phu thudc vao viéc axit amin duoc thém vao hoic dugce xd6a bo khoi, vi du, diu N cua
trinh tw axit amin. Do vAy, sang ché nay dé cap dén viéc thé amin & vi tri ddi chung hoac
vi tri twong duong (vi du, “vi tri axit amin 179 hodc vi tri twong dwong”). Thuat ngit “vi
tri twong duong” dugc ding dé chi vi tri ma trong cing viing bao thu véi axit amin dugc
dua ra 1am minh hoa. Vi du v& céc vung bdo thu duoc liét ké trong Bang 2 dudi day.

Thém vao d6, sang ché nay ciing dé cap dén céc polypeptit AHASLI cta cay lua
bao gém mot aspartat hoac Valin & vi tri axit amin 179 hoac vi tri twong dwong va mot
hodc nhiéu viéc thé axit amin bd sung trong protein AHASLI, twong Ung vdi protein
AHASLI1 kiéu dai, trong d6 polypeptit AHASL1 ¢6 chira hoat tinh AHAS chéng chiu vé6i
thude trir sdu khi so sanh v6i hoat tinh AHAS ciia AHASLI kiéu dai. Céc viée thé axit
amin ndy gdm, nhung khéng gidi han, viéc thé céc axit amin tao ra kha ndng chiu dung
clia cdy trong ddi v6i it nhit mot loai thude diét co, cu thé 1a thube diét cé imidazolinon
vi/hodc sulfonyluera. Viéc thé bd sung ciia cac axit amin nay bao gdm nhung khong gidi
han &: threonin tai vi tri axit amin 96 hodc vi tri twong duong; alanin, threonin, histidin,
leuxin, arginin, leuxin & vi tri axit amin 171 hodc vi tri twrong dwong; leuxin & vi tri axit
amin 548 hodc vi tri twong duong; va asparagin, threonin hodc phenylalanin & vi tri axit
amin 627 hoic vi tri twong duong. Sang ché nay ciing dé cap dén cac polynucleotit dugc
phéan 18p ma hoa céc polypeptit AHASLI cfing nhu céc catxet biéu hién, vecto bién nap,
té bao chu dugc bién nap, ciy trdng duoc bién nap va phwong phap c6 lién quan dén cac

polynucleotit nay.

19



44553 20/102

Sang ché nay d& cap dén phuong phap ting cudng kha ning chéng chiu hoic kha
nang chiu dung cla cay tréng, md thuc vat, té bao thuc vat, hoic té bao chu khéc cia it
nhéat mot chit diét co twong tdc voi hoat tinh cua enzym AHAS. T6t hon 13, chét diét co
{rc ché AHAS nay la thube diét cé imidazolinon, thudc diét co sulfonyluera, thudc diét co
triazolopyrimidin, thubc diét co sulfonylamino -carbonyltriazolinon, hodc hdn hop cua
chung. Tét hon nita 13, thudc diét co nay la thube diét co imidazolinon, thudc diét co
sulfonylurea, hoic hén hop cua ching. Trong sing ché nay, cac thubc diét co
imidazolinon bao gdm, nhung khong giéi han, PURSUIT® (imazethapyr), CADRE®
(imazapic), RAPTOR® (imazamox), SCEPTER® (imazaquin), @ASSERT®
(imazethabenz), ARSENAL® (imazapyr), dan xuét cia thudc diét c6 bat ky nao néu trén
va hon hop cta hai hoic nhidu thudc diét co6 néu trén, vi du, imazapyr/imazamox
(ODYSSEY®).

Cu thé hon nita 13, thudc diét co imidazolinon c6 thé dwoc chon tir, nhung khong
gi61 han, axit 2- (4-isopropyl-4-metyl-5-oxo-2-imidiazolin-2-yl) -nicotinic, axit [2- (4-
isopropyl)-4-] [metyl-5-oxo0-2-imidazolin-2-yl)-3-quinolinecarboxylic], axit [5- etyl-2- (4-
isopropyl-] 4-metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl) -nicotinic, axit 2- (4- isopropyl-4-metyl-5-
0x0-2- imidazolin-2-yl)-5- (methoxymethyl)-nicotinic, [2-axit (4-isopropyl-4-methyl-5-
0x0-2-] imidazolin-2-yl)-5-methylnicotinic, va hén hop ctia metyl [6- (4-isopropyl-4-]
metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl) -m-toluat va metyl [2- (4-isopropyl-4-metyl-5-] oxo-2-
imidazolin-2-yl) -p-toluat. Viéc st dung axit S-etyl-2- (4-isopropyl-4-metyl-5-oxo- 2-
imidazolin-2-yl) —nicotinic va axit [2- (4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-] yI)-5-
(metoxymetyl)-nicotinic dugc wu tién. Viée st dung axit [2- (4-isopropyl-4-] metyl-5-
0x0-2-imidazolin-2-yl)-5- (metoxymetyl)-nicotinic dwgc dic biét wu tién.

Trong sang ché niy, céc thudc diét cé sulfonylurea bao gdm, nhung khong gidi
han, clorsulfuron, metyl metsulfuron, metyl sulfometuron, etyl clorimuron, metyl
thifensulfuron, metyl tribenuron, metyl bensulfuron, nicosulfuron, metyl etametsulfuron,
rimsulfuron, metyl triflusulfuron, triasulfuron, metyl primisulfuron, cinosulfuron,
amidosulfivon, fluzasulfuron, imazosulfuron, etyl pyrazosulfuron, halosulfuron,
azimsulfuron, xyclosulfuron, etoxysulfuron, flazasulfuron, metyl flupyrsulfuron,

foramsulfuron, iodosulfuron, oxasulfuron, mesosulfuron, prosulfuron, sulfosulfuron,
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trifloxysulfuron, tritosulfuron, mét dan xuét cua bat ky thudc diét c6 nio néu trén, va hon
hop ctia hai hay nhiéu thudc diét c¢6 néu trén. Céc thude diét co triazolopyrimidin theo
sang ché bao gém, nhung khong gidéi han, cloransulam, diclosulam, florasulam,
flumetsulam, metosulam, va penoxsulam. C4c thudc diét cé pyrimidinyloxybenzoat theo
sang ché bao gdm, nhung khéng gi6i han, bispyribac, pyrithiobac, pyriminobac,
pyribenzoxim va pyriftalit. Cac thuée diét cé sulfonylamino-carbonyltriazolinon bao gbm,
nhung khoéng gi6i han, flucarbazon va propoxycarbazon.

Céc thude diét ¢6 pyrimidinyloxybenzoat dwoc cong nhan 1a lién quan mat thiét
dén cac thude diét c6 pyrimidinylthiobenzoat va duge cOng nhan rong rai ¢ tén thir hai boi
Cong ddng khoa hoc v& ¢o dai cia Hoa Ky. Theo d6, cic thudc diét c6 theo sang ché nay
con ¢6 cac thude diét co pyrimidinylthiobenzoat, bao gdm, nhung khong gidi han, céc
thudc diét co pyrimidinyloxybenzoat nhu dugc moé ta trén day.

Sang ché nay dé cap dén céac phuong phap ting cudng hoat tinh AHAS & cy trong
bao gdm viéc bién nap vio cay trdng véi clu triic polynucleotit chira mdt promoto lién két
c¢6 thé didu khién duoc véi mét trinh tu nucleotit AHASL1 theo sang ché. Cac phuong
phép gdm viéc ciy ghép ciu triic polynucleotit theo sang ché vio it nhit mot t& bao thuc
vat va tai sinh san cdy trong dugc bién nap tir t& bao duoc cay ghép d6. Cac phwong phép
g0m viée st dung mét promoto ¢ kha ning didu khién bidu hién gen & t€ bao thuc vat.
Tét hon 13, promoto nay 13 promoto cAu tao hoic promoto ai moé. Cac phuong phap nay
duoc tng dung dé ting cudng hoic phat trién kha ning chiu dung cta cay trong ddi véi it
nhét mot loai thudc diét co twong tac v6i hoat tinh xtc tic clia enzym AHAS, cu thé 1a
thudc diét cé imidazolinon hodc sulfonylurea.

Sang ché nay d& cap dén cac catxet biéu hién dé bidu hién cac polynucleotit theo
sang ché & cay tréng, mé thuc vat, t& bao thuc vat va cac té bao chi khac. Céc catxet bidu
hién c¢6 chira mot promoto cd thé biéu hién & cay tréng, mb thuc vat, té bao thuc vat hoac
cac té bao chu mong mudn khic duoc lién két c6 thé didu khién duoc véi mot
polynucleotit theo sang ché c6 chira mét trinh tu nucleotit ma hoéa ca protein AHASLSs c6
@ dai day du (nghia 14 c6 chita peptit chuyén hoa chét luc lap) hodc protein AHASL1
trrdng thanh (nghia 1a khong chira peptit chuyén luc lap). Néu viéc biéu hién 1a cin thiét

& plastit va luc lap cia cay tréng hodc té bao thuc vat, cac catxet biéu hién c6 thé chtra

21



44553 22/102

trinh tuw huéng dich-luc lap lién két c6 thé didu khién dwoc ma ma héa peptit chuyén luc
lap. Céc catxet biéu hién theo sang ché duoc @mg dung trong phuong phap nhim tdng
cudng kha ning chéng chiu véi thude diét c6 & cdy trdng hodc t& bao chu. Phuong phép
gém viéc bién nap vao cay trf“)ng hoic t& bao chi véi mot catxet biéu hién theo sang ché,
trong d6 catxet biéu hién bao gdm mdt promoto c6 thé bidu hién & cdy trong hoic té bao
chit mong mudn va promoto dugc lién két c6 thé diéu khién duge véi polynucleotit theo
sang ché ma gdm c6 mot trinh ty nucleotit ma hoéa protein AHASLI chiu imidazolinon
theo sang ché.

Viée str dung thuat ngit “cic ciu tric polynucleotit” & diy khong nhim giéi han
pham vi sang ché nay ddi véi céc cdu tric polynucleotit c6 chira ADN. Ngudi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc ky thudt niy déu cé thé nhén ra dugc ring cac chu tric
polynucleotit, cu thé 13 cac polynucleotit va ogoligonucleotit, gdm cac ribonucleotit va
phan tir két hop clia ca ribonucleotit va deoxyribonucleotit ciing c6 thé dugc sir dung
trong cdc phuong phip dugc mo ta & ddy. Do vdy, cac clu tric polynucleotit theo sang
ché nay bao gdm tat ca céc ciu tric polynucleotit c6 thé duoc st dung dé bién nap vao
cdy trong, bao gom, nhung khong gi6i han, cic cdu truc bao gdm deoxyribonucleotit,
ribonucleotit, va phan tir két hop cta chiing. Céc deoxyribonucleotit va cc ribonucleotit
ndy bao gdm ci phan tir c6 ngudn gdc tur nhién va cic phan tir tuong tw ¢6 ngudn gde
nhan tao. Cac ciu tric polynucleotit theo sang ché ciing bao g0m tit ca cac dang ciu triic
polynucleotit bao gom, nhung khong gidi han, cac dang chudi don, chudi kép, ciu tric
kep téc, cac cu tric than-va-vong va twong ty. Hon nita, ngudi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuét déu hiéu dugc réng mbi mdt trinh ty nucleotit dugc d& cap dén &
day cling bao gdm céc phan tir bd sung ciia céc trinh ty nucleotit dwoc 1dy 1am minh hoa.

Hon nita, cac phuong phap theo sang ché dugc cong nhén 13 c6 thé sir dung cu
tric polynucleotit c6 kha ning dinh huéng sy biéu hién cua it nhit mot protein hodc it
nhit mot ARN trong céy trong duoc bién nap, nhu 13, vi du, ARN dbi nghia bd sung véi it
nhat mot phan ctia mARN. Pién hinh 13, mot cdu tric polynucleotit nhw vay bao g0m mot
trinh tw mé héa cho protein hoic ARN duoc lién két c6 thé didu khién dwoc dbi véi cac
ving diéu chinh sao chép 5° va 3°. Ngoai ra, cdc phuong phap theo sang ché dugc cong

nhén 14 c6 thé st dung cau triic polynucleotit khéng c6 kha ning dinh huéng su biéu hién
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ctia ARN trong cdy trong dugc bién nap. Hon nia, cin phai thira nhan rang, dé biéu hién
mdt polynucleotit theo sang ché trong mot t& bao chii mong mudn, polynucleotit dién hinh
duoge lién két ¢ thé didu khién dugce véi mot promoto cé kha ning dinh huéng su biéu
hién gen trong t& bao chit mong mudn. Cac phwong phép theo sang ché dé biéu hién cac
polynucleotit trong cac té bao chi khong phu thudc vao promoto cu thé. Cac phuong phap
bao gém vi€c st dung mot promoto bét ky da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuit va cé
kha ning dinh huéng biéu hién gen & trong t& bao chi mong mudn.

Sang ché nay d& cip dén cac phén tir polynucleotit AHASL1 va cdc manh va cac
bién thé ctia n6. Céc phan tir polynucleotit 1a c4c méanh cua céc trinh tu nucleotit nay cling
duge dé cap trong sang ché nay. Thuat nglt “manh” duogc st dung & day dé chi mot phﬁn
cua trinh ty nucleotit md hoa protein AHASL1 theo sang ché. Mot méanh cua trinh tu
nucleotit AHASL1 theo sang ché niy c6 thé ma hoa phan c6 hoat tinh sinh hoc cta
protein AHASL1, hodc né ¢6 thé 1a manh c6 thé dugc st dung nhu 13 mot doan mdi lai
tao hogc doan mdi PCR bang cach sir dung cac phuong phap duoc dé cap dudi day. Phan
¢6 hoat tinh sinh hoc cua protein AHASL1 c6 thé dugc didu ché bing cach phén 14p mot
phﬁn cta mot trong céc trinh tur nucleotit AHASL1 theo sang ché, biéu hién ph.;in duoc
ma héa cia protein AHASL1 ndy (vi du, bing cach biéu hién tai td hop in vitro) va c6
hoat tinh cua cdc manh dugc ma hoéa cia protein AHASL 1. Cac phéan tir polynucleotit 13
cac manh cua trinh tu nucleotit AHASL1 bao gém it nhét khoang 15, 20, 50, 75, 100,
200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050,
1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, hodc 1950
nucleotit, hoic bang véi sb nucleotit cua trinh tu nucleotit c6 do dai déy da dugc mo ta &
day (vi dy, 1961 va 1932 nucleotit néu trong SEQ ID s6: 1 va 3, mét cach twong tng) phu
thudc vao muc dich str dung.

Manh trinh tu nucleotit AHASL1 mi hoa ph?m cd hoat tinh sinh hoc cta protein
AHASLI theo sang ché s& mi hoa it nhét khoang 15, 25, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, hoic 625 cac axit amin lién tiép, hoic bing
v6i tong sb axit amin cta protein AHASL1 ¢6 do dai ddy du theo sang ché (vi du, 644

axit amin néu trong SEQ ID s: 2). Cac manh trinh tu nucleotit AHASLI hitu hi€¢u nhu 1a
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cac doan mdi lai tao cho cac doan mdi PCR thuong khong ma hoéa phﬁn ¢6 hoat tinh sinh
hoc cia protein AHASLL

Cac phan tir polynucleotit 13 bién thé ctia céc trinh tu nucleotit duge mé ta & day
ciing dugc d& cép dén trong sang ché nay. Thuit ngit “cic bién thé” cua cic trinh tu
nucleotit AHASLI theo sang ché nay bao gdm cac trinh t ma héa céc protein AHASL1
duge md ta & diy nhung khéc biét theo cdch bao toan do su thoai hoa ciia ma di truyén.
Céc bién thé allen c6 nguén gbc tu nhién nay c6 thé dugc xac dinh véi viée sit dung cac
k¥ thuat sinh hoc phan tir, nhu 1a phan Gng mach polymeraza (PCR) va cac k¥ thuit lai
tao dwgc d& cdp dudi day. Cac trinh tu nucleotit bién thé cling bao gdm cac trinh tu
nucleotit c6 ngudn gdc nhén tao di duoc ché tao, bing cach st dung céc dot bién gen dinh
huéng vi tri nhung vin ma héa protein AHASL1 dugc md ta trong sang ché nay nhu duoc
thdo luin dudi day. Thong thudng, cac bién thé trinh tu nucleotit theo sang ché nay c6 do
tring l3p it nhat khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99%
v6i trinh tu nucleotit xac dinh duge dé cap & day. Trinh tu nucleotit AHASL1 bién thé s&
ma hoa protein AHASL1, mét cach twong tng, bao gdm trinh tw axit amin c6 d6 tring lip
it nhat khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% véi trinh tu
axit amin cia protein AHASLI dugc mo ta & day.

Thém vao d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vire k§ thuat nay c6 thé nhan
thitc duge rang nhitng thay ddi c6 thé duogc gy ra boi cac dot bién trong céc trinh tu
nucleotit theo sang ché va bing cach d6 dan dén nhitng thay ddi trong trinh tu axit amin
clia cac protein AHASL1 duoc ma héa khong 1am thay déi hoat tinh sinh hoc cta céc
protein AHASL1. Do vay, phan tr polynucleotit dugc phan 18p ma hoéa protein AHASL1
c6 trinh tu khac v6i trinh tw duge néu trong cac SEQ ID sé: 1 hodc 3, mét cach tuong
ung, co thé dugc tao ra béng cach tao mdt hoic nhidu viée thé, thém vao hodc x6a bd
nucleotit khéi trinh ty nucleotit trong ting dugc bdc 16 & day, sao cho mdt hodc nhiéu su
thay thé, thém hoic x04 axit amin duogc dua vao protein duoc mi héa. Cac dot bién c6 thé
dugc tao ra bdi cc k¥ thuat tiéu chudn, nhu 13 dot bién gen dinh huéng vi tri va dot bién
trung gian nhy PCR. Céc trinh tw nucleotit bién thé nay ciing dwoc bao gdm trong sdng

che nay.
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Vi dy, t6t hon 13, viée thé axit amin bao thi c6 thé dugc thuc hién & mot hodc
nhiéu gbc axit amin dy doan, t6t hon 14 cdc gbe axit amin khong thiét yéu. Thuat ngit gdc
axit amin “khong thiét yéu” dwoc ding dé chi gdc axit amin ¢ thé duogc bién nap tr trinh
tu kiéu dai cua protein AHASL] (vi dy, trinh ty néu trong SEQ ID sé: 2) ma khéng bién
ddi hoat tinh sinh hoc, trong khi d6 gbc axit amin “thiét yéu” 14 cin thiét d6i v6i hoat tinh
sinh hoc. Thuat ngit “viéc thé axit amin bao toan” nghia 1a viéc thé, trong do géc axit
amin dugc thay thé bdi mot gde axit amin c6 cung mach bén. Ho cac gdc axit amin c6
cing mach bén d3 dugc biét 5 trong tinh trang k¥ thuat. Cac ho nay bao g@)m cac axit
amin v&i cdc mach bén bazo (vi du, lysin, arginin, histidin), mach bén axit (vi du, axit
aspartic, axit glutamic), cdc mach bén phin cuc khong tich dién (vi dy, alanin, valin,
serin, threonin, tyrosin, xystein), cdc mach bén khong phan cuc (vi du alanin, valin,
leuxin, isoleuxin, prolin, phenylalanin, methionin, tryptophan), cdc mach bén phin nh4nh
beta (vi dy, threonin, valin, isoleuxin) va cac mach bén thom (vi du, tyrosin, phenylalanin,
tryptophan, histidin). Viéc thé nhw vy s& khong dwge thue hién ddi véi cac gdc axit amin
duoc bao toan hodic dbi véi cac gde axit amin nim trong mo-tip duge bao toan.

Céc protein theo sang ché c6 thé duoc bién nap theo nhidu cach khac nhau bao
gdm viée thé, x6a bo, cit ngén va chén thém axit amin. Cac phuong phép gy dot bién
nay da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuét. Vi dy, cac bién thé trinh tu axit amin cta
cac protein AHASLI c6 thé duoc diéu ché bing cac dot bién trong ADN. Cac phuong
phép giy dot bién va bién dbi trinh tir nucleotit da duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat.
Tham khdo, vi du, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. ScL. USA 82:488-492; Kunkel va cac
dong tac gia (1987) Methods in Enzymol. 154:367-382; Patent M§ s 4873192; Walker
va Gaastra, (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company,
New York) va céac tai liéu tham khdo ndy dugc vién din trong ban mé ta sang ché. Tai
liu huéng dan dbi véi viée thé axit amin phi hop khong 1am anh huéng dén hoat tinh
sinh hoc clia protein c6 thé dugc tim thiy trong tap sach ciia Dayhoff va cac dong tac gia
(1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington,
D. C), duge st dung & day lam tai liéu tham khao. Viéc thé bao toan, nhu 12 viéc hoén ddi

mot axit amin v6i mot axit amin khac c6 dic tinh teong tu, ¢6 thé dugce vu tién.

25



44553 26/102

Theo mot Iva chon khéc, cac trinh tu nucleotit AHASL1 bién thé c6 thé duogc san
xuét bang cach tao cac dot bién mot cach ngau nhién trén tit ca hodc mot phén cua trinh
ty ma héa AHASLI1, nhu 13 bang cac dot bién gen bio hoa, va cac dot bién thu duoc c6
thé dugc sang loc hoat tinh AHAS dé xac dinh céc thé dot bién van giit dugc hoat tinh
AHAS, bao gdm hoat tinh AHAS chiu thudc diét c6. Theo cac dot bién gen, cac protein
duge ma héa c6 thé dugc biéu hién tai td hop, va céc hoat tinh ciia protein c6 thé duoc
xac dinh bing c4c k§ thuat thir nghiém tiéu chudn.

Do d6, céc trinh ty nucleotit theo sang ché nay bao gdm cc trinh ty duge mo ta &
day ciing nhu cdc manh va cac bién thé ciia né. Céc trinh ty nucleotit AHASLI theo sang
ché va cac manh va cac bién thé ciia né co thé duoc st dung nhu cac doan mdi va/hodc
promoto dé x4c dinh va/hoic tach dong cac dong ding véi AHASL & cac cdy trong khéc.
Céc doan mdi ndy c6 thé dugc st dung dé phét hién céc trinh ty gen hoic trinh tu phién
ma ma héa céc protein giéng nhau hogc tring lip.

Theo cach nay, cac phuong phap nhu 1a PCR, lai tao, va twong tu c¢6 thé duge st
dung dé phat hién cac trinh tw ¢6 d6 ddng nhét co ban véi cic trinh tu theo sang ché.
Tham khéo, vi du, Sambrook va cac dong tac gia (1989) Molecular Cloning: Laboratory
Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY) va Innis, va cac
dong tac gia (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (Academic
Press, NY). Céc trinh tu nucleotit AHASL dugc phén 14p duva trén sy déng nhat chudi cua
ching véi cac trinh tw nucleotit AHASL1 nhu dwgc dé cap dén & day hodc v6i cac manh
va cac bién thé ctia n6 cling dwoc d& cap dén trong sang ché nay.

Theo mot phuwong phap lai tao, tit ca hodc mot phan cta trinh ty nucleotit
AHASL1 di biét c6 thé duge sir dung dé kidm tra cADN hodc thu vién gen. Cac phuong
phép xay dung cADN hodc thu vién gen nhu vy da duge biét dén trong linh vue k§ thuat
va di duge d& cap dén trong Sambrook va cac dong tac gia (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY). Cac
phan tir dugc goi 1a cac doan do lai tao ¢6 thé 1a céc thanh phan ciia ADN gen, thanh phin
cua cADN, thanh phén ciia ARN hoic céc oligonucleotit khac, va ¢6 thé duoc dan nhan
v6i mot nhom c6 thé do tim duge nhu 1a P, hodc bét ky dung cu danh déu phat hién nao

nhu 1 cac hop chat dong vi phong xa hodc cac hop chit huynh quang, mdt enzym hodc
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dong nhén t6 enzym. Cac doan mdi dé lai tao c6 thé duge ché tao bang cach dan cac
oligonucleotit nhan tao dwa trén céc trinh tu nucleotit AHASL1 d3 biét dwge mo ta & day.
Céac doan mdi thoai hoa duge tao 1ap trén co s& cac nucleotit hodc cac géc axit amin duogc
bao toan trong trinh tw nucleotit AHASL1 d3 biét hodc trinh ty axit amin dugc mi hoéa céd
thé duoc st dung thém. Poan mdi dién hinh bao gém mot vung trinh ty nucleotit lai tao
trong cac diéu kién nghiém ngit véi it nht khoang 12, tét hon 14 khoang 25, t6t hon nita
la khoang 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1200, 1400, 1600, hodc 1800 nucleotit lién tiép cua trinh tu nucleotit AHASL1 theo
sang ché hodc thanh phﬁn hoic bién thé cua no. Viéc tao lap cac doan mdi dé lai tao da
duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat va duogc dé cap dén trong Sambrook va céc déng tac
gia (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (T4i ban lan thtr 2, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, New York), dugc st dung & diy dé tham khao.

Vi dy, toan bd trinh tw AHASLI duge dé cdp dén & dédy, hodc mét hodc nhidu
thanh phﬁn ctia né, co thé duge st dung nhu 12 mot doan mdi c6 kha nang lai tao ddc hiéu
v6i céc trinh tw AHASL1 va cac ARN thong tin twong Gmg. Cac k¥ thuét lai tao bao gdm
sang loc lai ctia thu vién ADN duoc trai dia (ké cd cac mang hodc khuén lac, vi du
Sambrook va cac ddng tic gia (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (tap 2,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York).

Viéc lai tao céc trinh ty nhu vay ¢ thé duogc thuc hién trong cac didu kién nghiém
ngat. Thuat ngit “cac diéu kién nghiém ngit” hodc “cac didu kién lai nghiém ngat” duoc
ding & chi cc didu kién trong d6 mot doan mdi s& lai v&i trinh tw dich dén muc d6 c6
thé do dugce 16n hon so véi céc trinh ty khac (vi du 16n hon it nhit hai lan so véi thong
thudng). Cac didu kién nghiém ngit phu thudc vio timg trinh tw va ¢ thé 1a khac nhau
trong cac tinh hudng khac nhau.

Dién hinh 13, cac diéu kién nghiém ngit c6 thé 1a cac didu kién trong d6 ndng do
muén it hon khoang ion Na 1,5M, dién hinh 12 ndng d6 ion Na ndm trong khoang tir 0,01
dén 1,0M (hodc cdc mubi khic) c6 d6 pH tir 7 dén 8,3 va nhiét do it nhat 1a khoang 30°C
cho cac doan mbi ngén hon (vi dy, tir 10 dén 50 nucleotit) va it nhat khodng 60°C db6i véi
cac doan mdi dai (vi du, 16n hon 50 nucleotit). Céc didu kién nghiém ngit ciing ¢ thé dat

dugc véi viée thém vao cac chat lam mat tinh 6n dinh nhu 1a formamit. Vi du vé cac diéu

27



44553 28/102

kién nghiém ngit thdp bao gdm viéc lai tao v6i mot dung dich dém chia khoang tir 30
dén 35% formamit, NaCl 1M, 1% SDS (sulfat dodexyl natri) & nhiét d6 37°C, va dugce
rira trong tir 1X dén 2X SSC (20X SSC = 3,0 M NaCl/0,3 M trinatri xitrat) trong khoang
tir 50 dén 55°C. Vi du v& cac diéu kién nghi€m ngat vira phai bao gém viéc lai tao trong
khoang tir 40 dén 45% formamit, 1,0 M NaCl, 1% SDS & nhiét d§ 37°C, va rira trong
khoang tir 0,5X dén 1X SSC & nhiét d6 tir 55 dén 60°C. Vi du v& c4c didu kién nghiém
ngat cao bao g@)m viéc lai tao trong 50% formamit, 1 M NaCl, 1% SDS & 37°C, va rua
trong 0,1X SSC & nhiét d6 nim trong khoang tir 60 dén 65°C. Tuy ¥, cac dung dich dém
c6 thé bao gdm khoang 0,1% dén khoang 1% SDS. Thdi gian lai tao thuong it hon 24 gio,
thuong 14 tir 4 dén 12 gio.

D6 dic hiéu thuong 13 chirc ning cia viéc rira sau lai tao, cic nhén tb quyét dinh 1a
strc manh cla ion va nhiét d§ ctia dung dich rira cudi ciing. Pbi véi cac phép lai ADN-
ADN, T ¢6 thé duoc wdc luong bang phuong trinh ctia Meinkoth va Wahl (1984) Anal.
Biochem. 138:267-284: Tm = 81,5°C + 16,6 (log M) + 0,41 (%GC) - 0,61 (dang %) -
500/L; trong d6 M 12 ndng d6 phan tir gam clia cic cation héa tri mot, %GC la ty 1& phan
trdm cua c4c nucleotit xytosin va guanosin trong ADN, dang % 1a ty 1& phan trim cua
formadin trong dung dich lai, va L 1a d dai ctia phép lai trén cac cip bazo. T 12 nhiét do
(du6i strc manh ion va d6 pH dugc x4ac dinh) tai d6 50% trinh ty dich bd sung lai véi doan
mdi khép hoan toan. Tm dugc giam khoang 1°C cho mdi 1% cdp khong khép; do vay, Tm,
cac didu kién lai va/hodc diéu kién rira c6 thé dugc didu chinh dé lai véi céc trinh tu c6 do
déng nhét mong mudn. Vi du, néu céc trinh tw ¢6 >90% d6 ddéng nhat, Tm c6 thé duoc
gidm xudng 10°C. Thong thuong, cac didu kién lai c6 thé dwoc lua chon c6 nhiét do thap
hon 5°C so v&i nhiét do néng chay (Tm) ddi véi mot trinh tw xac dinh va su bd sung cua
n6 & mot dd manh nhét dinh cia ion va do pH. Tuy nhién, mét vai diu kién nghiém ngat
c6 thé tan dung phép lai va/hoic rira & nhiét do thap hon 1, 2, 3, hodc 4°C so v6i nhiét do
néng chay (Tm); cac diéu kién nghiém ngat trung binh c6 thé tan dung phép lai va/hodc
rira & nhiét d¢ thap hon 6, 7, 8, 9, hodc 10°C so v6i nhiét dd néng chay (Tm); cac didu kién
lai nghiém ngit thip c6 thé tin dung phép lai va/hodc rira & nhiét do thdp hon 11, 12, 13,
14, 15, hodc 20°C so véi nhiét d6 néng chay (Tm). Bang céch sir dung phuong trinh, phép

lai va cac ché pham rira va T, mong muodn, nguoi cé hi€u bi€t trung binh trong linh vuc
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k¥ thuat s& hiéu duoc ring céc bién thé vé d6 nghiém ngit ctia phép lai va/hoic cac dung
dich rira di duoc dé cap dén. Néu mirc d6 mong mubn ciia cac két qua khong khép & Tim
nho hon 45°C (dung dich nudc) hodc 32°C (dung dich formamit), wu tién ting ndng dd
SSC sao cho nhiét dd cao hon ¢6 thé duoc st dung. Tai liéu huéng dan cu thé hon ddi véi
cac axit nucleic ciia phép lai cé thé tham khio thém trong Tijssen (1993) Laboratory
Techniques Biochemistry and Molecular Biology — Hybridization with Nucleic Acid
Probes, Phan I, Chuong 2 (Elsevier, New York); va Ausubel va cac dong tac gia (1995)
Current Protocols in Molecular Biology, Chuong 2 (Greene Publishing and Wiley-
Interscience, New York). Tham khao Sambrook va cdc ddng tic gia (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (t4i ban 1an 2, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, New Y ork).

Phai thira nhan ring cdc phan tir polynucleotit va céc protein theo sang ché nay bao
gdm céc phan tir polynucleotit va cic protein bao gdm mdt trinh tu nucleotit hodc axit
amin da déng nhét vé6i trinh tu nucleotit cua cac SEQ ID sb: 1, 3, 4, va/hoic 6, hodc df‘)ng
nhit v6i trinh tu axit amin cta cac SEQ ID sb: 2 va/hoic 5. Thuét ngit “da ddng nhat”
duogce str dung & day dé chi trinh tw nucleoti hodc axit amin dau tién c6 s lwgng hitru hi¢u
nucleotit hodc gbc axit amin trong dong hodc tring hop (vi du, véi mot mach don twong
tu) voi trinh tu nucleotit hodc axit amin thr hai ¢6 chung mién cdu triic va/hoic chung
hoat tinh chttc nang. Vi dy, cac trinh ty nucleotit hodc axit amin cé mién ciu tric chung
vGi 6 dong nhét it nhat 13 khoang 45%, 55%, hoic 65%, t6t hon 13 75%, t&t hon nira 14
85%, 95%, hodic 98% nhu dugc xéc dinh & ddy dugce coi la c6 dd dong nhét hitu hiéu.

Pé xac dinh ty 18 phén trim tring lip gitra hai trinh ty axit amin hoic gifra hai trinh
tir axit nucleic, cac trinh tu dwoc sap hang dé dwoc so sanh mét cach t6t nhét. Ty 18 phin
tram tring ldp gitra hai trinh tw 12 ham cda s6 lwong vi tri giéng nhau gitta cac trinh tu nay
(vi du, ty 1& phan trdm tring lip = sd luong cac vi tri tring 1ap/tong sb lwong céc vi tri (vi
du cac vi tri chong 1én nhau) x 100). Theo mét phuong 4n, hai trinh tw c¢6 d6 dai bing
nhau. Phin trim tring lip gifta hai trinh tw ¢6 thé dwgc x4c dinh bing cac k¥ thuat twong
tu v6i cac k¥ thuit nhu duge mo tad dudi day, cho phép hodc khdng cho phép cd céc

khoang tréng. Khi tinh ty 1& phan trim tring lip, chi dém céc cip tring lip hoan toan.
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Viéc xac dinh ty 1& phan trim triung lap gitta hai trinh tw c6 thé dugce thuc hién
béng cach str dung mot thudt toan. Mot vi du khéng han ché, duoc vu tién vé thudt toan
duge st dung dé so sanh hai trinh tu 14 thudt todn cta Karlin va Altschul (1990) Proc.
Natl. Acad. ScL USA 87:2264, dugc didu chinh theo Karlin va Altschul (1993) Proc.
Natl. Acad. Sd. USA 90:5873-5877. Céc thudt toan ndy dugc st dung trong cic chuong
trinh NBLAST va XBLAST ctia Altschul va cac dong tic gia (1990) J. Mol. Biol.
215:403. Viéc tim kiém nucleotit BLAST c6 thé dugc thuc hién b%mg chuong trinh
NBLAST, diém = 100, d6 dai cta ky tw = 12, @ thu dwoc cAc trinh tu nucleotit twong
ddng véi cc phan tir polynucleotit theo sang ché. Tim kiém protein trén BLAST c6 thé
duoc thuc hién b%ng chuong trinh XBLAST, diém = 50, do dai ky tu = 3, dé tim dugc cac
trinh tw axit amin twong dong véi cac phan tir protein theo sang ché. P& tim duoc céc cap
khong khép nhim muc dich so sanh, BLAST ¢6 céc khodng hé c6 thé duge sir dung nhu
dwgc mé ta trong Altschul va cac dong tac gia. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389. Theo
mot lva chon khéc, PSI- Blast ¢6 thé duoc st dung dé thyc hién viée tim kiém lap lai giup
phét hién mbi quan hé gitra cac phéan tir. Xem Altschul et al. (1991) néu trén. Khi st dung
cac chuong trinh BLAST, BLAST khoéng tréng, va PSI-Blast, cic théng sé mic dinh cta
chuong trinh twong ung (vi du, XBLAST va NBLAST) c6 thé dugc st dung. Xem
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Mot vi du dwge wu tién khac 1a vi du khong han ché cua
mdt thudt todn dugce str dung dé so sanh cac trinh tu cla Myers va Miller (1988) CABIOS
4:11-17. Thuét toan nay dugc str dung trong chwong trinh ALIGN (phién ban 2.0), 12 mot
phan ctia g6i phan mém sip xép trinh tr GCG. Khi st dung chuong trinh ALIGN nhim
so sanh c4c trinh tu axit amin, mot bang trong lwong gbc PAM120, trir d6 dai khoang hé
12, va trir khoang hé 4 ¢6 thé duoc st dung. Viéc so sanh ciing c¢6 thé duoc tién hanh thu
cong dé kiém tra nghiém thu.

Trir trudng hop dugce dé cap cu thé, do trung lap/twong tu cua trinh tu dugc cho &
day dé cap dén gia tri thu dugc bang cach st dung céc trinh tu c6 do dai day du theo sang
ché va sir dung so sanh nhiéu trinh ty theo thut toan Clustal W (Nucleic Acid Research,
22(22):4673-4680, 1994) bang cach st dung chuong trinh AlignX trong gbéi phan mém
Vector NTI Suite phién ban 7 (InforMax, Inc., Bethesda, MD, USA) bing cach st dung

cac thong s6 mic dinh; hodc cic chwong trinh twong duong cia nd. Thuat ngit “chuong
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trinh tvong dwong” dwgc st dung dé d& cap dén cac chwong trinh so sanh duoc st dung
cho hai trinh tu can so sanh, tao ra bang sip hang ¢ cac nucleotit hodic cac gdc axit amin
giéng nhau va phéan trim d6 dong nhét cua trinh tw khi so sanh v&i trinh tu sép xép twong
ing duge tao béi AlignX trong géi phan mém Vector NTI Suite phién ban 7.

Céc trinh tw nucleotit AHASLI theo sang ché nay bao gdm ca céc trinh tw c6 ngudn
géc tw nhién cling nhu dang dot bién, dic biét 1a cac dang dot bién ma hoa protein
AHASLI1 c6 hoat tinh AHAS chiu thudc diét cé. Tuong tw, cic protein theo sang ché nay
cling bao gdém ca céc protein c¢6 ngudn gdc tu nhién cling nhur cac bién thé va cac dang
duoc bién nap ctia n6. Cac bién thé nhu vay van gitt dugc cac hoat tinh AHAS mong
mudn. RS rang la, cac dot bién duge tao ra trong cac ADN m3 héa bién thé s& khong dat &
trinh trr ngoai khung doc va t6t hon 1a khong tao ra cac ving bd sung ma tao ra cAu triic
mARN bac hai. Tham khao tai liéu céng b don chiu Au EP 75444,

Viéc loai bo, chén va thé céc trinh tu protein duoc d& cap dén & day khong nhim
muc dich lam thay d6i hoan toan céc dic tinh cua protein. Tuy nhién, khi gédp kho khin
trong viéc du dodn dugc higu qua chinh x4c ctia viée thé, x6a bo hodc chén nay, nguoi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét s& chip nhén viéc danh gia hiéu qua thong qua
cac chudi thi nghiém sang loc. Qua d6, hoat tinh c¢6 thé duge danh gi4 biang céc thi
nghiém hoat tinh AHAS. Tham khdo, vi du, Singh va cic ddng tac gia. (1988) Anal.
Biochem. 171:173-179, dugc st dung & day dé tham chiéu.

Céc trinh ty nucleotit va protein bién thé cling bao gdm céc trinh tu va protein
duoc tao ra tir qua trinh dot bién gen va tai td hop gen nhu 14 chuyén d6i ADN. Véi quy
trinh nay, mot hoic nhiéu AHASL mi héa cac trinh tw ¢6 thé duoc thiét ké @ tao ra
protein AHASL méi c¢6 cac dic tinh mong mudn.

Theo cach nay, thu vién céc polynucleotit tai t& hop duge tao ra tir céc trinh ty
polynucleotit lién quan bao gém céc ving trinh tu co ban ¢6 do tuong dong trinh tu va c6
thé tai td hop ddng ding in vitro hodc in vivo. Vi du, st dung phuong 4n nay, cac mo-tip
trinh tw ma héa mién mong mudn c6 thé duge chuyén déi gitta gen AHASLI1 theo sang
ché va cac gen AHASL khac da biét dé tao nén mot gen md&i ma hoa protein véi dac tinh
mong mubn dugc cai thién, nhu 13 K dwoc ting cao ddi véi truong hgp cua enzym. Quy

trinh bién d6i ADN nhu vay di dugc biét dén trong linh vyc k§ thuat. Tham khao, vi du,
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Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 91:10747-10751; Stemmer (1994) Nature
370:389-391; Crameri va cic dong tac gia. (1997) Nature Biotech. 15:436-438; Moore va
cac ddng tac gia. (1997) J Mol. Biol. 272:336-347; Zhang va cac dong tac gia. (1997)
Proc. Natl. Acad. ScL USA 94:4504-4509; Crameri va cac dong tac gia (1998) Nature
391:288-291; va Patent My s6 5605793 va 5837458.

Céc trinh tu nucleotit theo sang ché c6 thé dwoc sir dung dé phan lap céc trinh tu
twong ung tr c4c sinh vat khac, cu thé 14 tir cac cay tréng khac, dédc biét 1a tir cac loai cay
hai 14 mdm. Theo cach nay, cac phuong phap nhu PCR, lai tao va twong tur ¢6 thé duoc sir
dung dé xac dinh cac trinh ty nhu viy dua trén d6 dong nhét chudi ctia n6 ddi véi cac
trinh tw dugc dé cap dén & day. Cac trinh tw duoc phéan 1ap dua trén d twong ddng trinh
tu cua ching dbi v6i cac trinh tr AHASL1 dwoc dé cip dén ¢ day hodc céc thanh phan
cua né cling duge dé cip dén trong sang ché nay. Vi vay, cac trinh tu dwgc phan lap ma
héa protein AHASL va lai trong diéu kién nghiém ngat dé tao ra trinh tu duogc boc 16 &
day, hodc cac thanh phﬁn cua n6 dugc sang ché nay dé cap dén. Pbi voi k¥ thuat PCR,
cac doan mdi oligonucleotit ¢6 thé dwoc tao 1ap dé sir dung trong cac phan g PCR dé
khuéch dai cac trinh tuw ADN tuong tng tir cADN hoic gen ADN duogc chiét xuét tu bat
ky cdy trong nio mong mudn. Cac phwong phép tao 1ap doan moi PCR va tach dong PCR
da dugc biét dén trong linh vuc k§ thuat nay va di dugc bdc 16 trong Sambrook va cac
ddng tac gia (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Plainview, New York). Ciing c6 thé tham khao trong Innis va
cac dong tac gia, eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications
(Academic Press, New York); Innis va Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic
Press, New York); va Innis va Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic
Press, New York). Cac phuong phap PCR da biét, bao gém, nhung khéng gidi han, cac
phuong phép st dung cac cdp doan moi, doan mdi lam tb, doan mdi don, doan mdi thoai
hoa, doan moi gen xac dinh, doan mdi cb mot phﬁn khong @n khdp va tuong tu.

Céc trinh tir polynucleotit AHASLI theo sang ché niy dwgc tao ra trong cac catxet
biéu hién dé biéu hién trong cac cay trong mong mudn. Catxet bao gdm cac trinh tur diéu
bién 3’ va 5’ lién két c6 thé didu khién duoc v6i mot trinh tu polynucleotit AHASL1 theo

sang cheé. Thuat ngitt “lién ket cé the dieu khién duoc” duge dung de chi céc lién ket chirc
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ning giita promoto va trinh tu thir hai, trong d6 trinh tu promoto khai dau va trung gian
vi€c phién ma céc trinh tw ADN nay tuwong Gng véi trinh ty thir hai. Thong thuong, lién
két ¢6 thé diéu khién dugc ¢ nghia 13 cac trinh ty axit nucleic dwgc lién két lién tiép voi
nhau va, néu can thiét c6 thé két hop vdi hai protein mi héa ving, lién tiép va trong cling
mdt khung doc. Catxet cé thé bao gdm thém it nhat mot gen bd sung c6 thé cing duge
bién nap vao sinh vat. Nhu mot su lya chon khac, cac gen bd sung co thé duoc tao ra
trong nhiéu catxet biéu hién.

Catxet biéu hién nhw vdy duogc tao ra véi nhibu vi tri gi6i han @& chén trinh tu
polynucleotit AHASL1 duoc dit dudi sw didu hoa phién m3 cua ving didu hoa. Catxet
biéu hién c6 thé bao gém thém cac gen danh du chon loc duge.

Catxet biéu hién bao gdm phién mi theo chidu 5°-3°, ving khoi ddu phién ma va
dich mé (vi du, promoto, trinh tu polynucleotit AHASLI theo sang ché va ving két thic
phién ma va dich ma (nghia 1a ving két thic) c6 chiic ning trong ciy trdng. Promoto ¢6
thé 12 vbn c6 hodc twong tu, hodc ngoai lai hodc di hop d6i v6i té bao chu coa cay tréng
va/hodc ddi vé6i trinh tu polynucleotit AHASLI theo sang ché. Thém vao d6, promoto ¢6
thé 13 gen c6 ngudn gdc tr nhién hoic theo cach khéc 1a trinh tw c¢6 ngudn gbe nhan tao.
Khi promoto “ngoai lai” hogc “di hop” véi té bao chil cia cdy trong, cb nghia 12 promoto
khong duge tim thiy trong ciy tréng gdc hodc 14 promoto ¢6 ngudn gdc tw nhién dé lién
két c6 thé didu khién duoc véi trinh tu polynucleotit AHASLI1 theo sang ché. Nhu dugc
sir dung & day, gen kham bao gdm mét trinh tu ma héa lién két c6 thé didu khién duoc voi
trinh ty khoi dau phién ma di hop vdi trinh ty ma hoa.

Néu uu tién biéu hién cac polynucleotit AHASLI theo sang ché bing cach sir dung
cac promoto di hop, céc trinh tu promoto nguyén ban cé thé duoc sir dung. Cac cdu triic
nhu vdy s& lam thay dbi mtc do biéu hién cia protein AHASLI trong cdy trng hodc
trong té bao thue vat. Do dé, kiéu hinh cia cay trong hoic té bao thuc vat duge thay dbi.

Ving két thiic ¢6 thé 1a nguyén ban véi ving khai dau phién ma, c6 thé 1a nguyén
ban v6i cac trinh tw AHASL1 lién két c6 thé didu khién dugc mong mudn, c6 thé 1a
nguyén ban véi té bao chii cia ciy trong hodc ¢ thé duoc sinh ra tir ngudn gde khéc
(nghia 13 ngoai lai hodc di hop véi promoto, trinh tir polynucleotit AHASL1 mong mudn,
té bao thuc vat hodc su két hop bat ky). Cac vung két thiic thuén tién c6 trong Ti-plasmit
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clia cac A. tumafaciens, nhu 1 cac ving két thiic tong hop octopin synthaza va nopalin
synthaza. Tham khao tai liéu Guerineau va cic dong tic gia (199I) Mo/. Gen. Genet.
262:141-144; Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon va cic dong tac gia (1991)
Genes Dev. 5:141-149; Mogen va cic dong tac gia (1990) Plant Cell 2:1261-1272;
Munroe va cac dong tac gia (1990) Gene 91:151-158; Ballas va cac ddng tac gia (1989)
Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; va Joshi va cac ddng tac gia (1987) Nucleic Acid Res.
15:9627-9639.

Néu can thiét, cac gen c¢6 thé dugc tdi wu héa dé ting cudng su biéu hién trong cay
trf“mg dugc bién nap. Vi dy, cac gen co thé duoc téng hop b?lng cach st dung cac don vi
mai cua cay tréng duoc wu tién dé cai thién sy biéu hién. Tham khéo, vi du, Campbell va
Gowri (1990) Plant Physiol. 92:1-11 dé ¢6 thé tim hiéu vé viéc st dung don vi ma cia vat
chi dugc wu tién. Cac phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuat dé tong hop cac gen
clia ciy trong dwgc wu tién. Tham khao, vi du, patent M§ s6 5380831 va 5436391, va
Murray va céc ddng tac gia (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498, dugc sir dung & day
& tham khao.

Viéc bién dbi trinh tu bd sung da duogc biét 13 1am tang cuong su biéu hién gen O té
bao chii. Céac bién ddi nay bao gE‘)m viéc loai trr c4c trinh ty ma hoda cac tin hiéu
polyadenin nhiéu, tin hiéu vi tri cit intron-exon, trinh tu 1ap lai tuong tu gen nhay va céac
trinh tw ¢ dic diém da duoc biét 3 khac ma c6 thé duoc loai bo ra khoi viée bidu hién
gen. Luong G-C ciia trinh tur ¢ thé duge diéu chinh dén muc trung binh & té bao cha da
biét, nhu dugce tinh toan bing cach tham khao cac gen da biét duge bidu hién trong t& bao
chu. Néu c6 thé, trinh tu dugce bién ddi dé tranh céc cu tric mARN bac hai dang kep toc
dugce du doan.

Céc trinh ty nucleotit tdng cuong biéu hién gen ciing c6 thé dugce sir dung cho céac
vecto biéu hién & ciy trong. Piéu ndy bao gdm céc intron cta ngd Adhl, gen intronl
(Callis va cac dong tic gia Genes and Development 1:1183-1200, 1987), va cac trinh tu
din dau, (W- sequence) tir virut thé kham & cay thube 14 (Tobacco Mosaic virus-TMV),
virut bénh ddm vang ta & cdy ngd va virut thé kham & ciy co linh ling (Gallie va cac
dong tac gia Nucleic Acid Res. 15: 8693-8711 , 1987 va Skuzeski va cac dong tac gia.
Plant Mol. Biol. 15:65-79, 1990). Intron dau tién tir locus shrunken 1 & cy ngd da biéu
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hién cho thdy biéu hién ting lén & chu tric gen thé kham. Patent M§ s§ US 5424412 va
5593874 @& cap dén viéc sir dung c4c intron nhét dinh trong cAu triic bidu hién gen va
Gallie va cic dong tac gia (Plant Physiol. 106:929-939, 1994) ciing d4 chi ra ring céac
intron 13 hitu ich cho viéc didu hoa biéu hién gen trén co s& dic hidu mé. Pé tdng cuong
hon nita hoic t6i wu hoa biéu hién gen ciu trac tiéu phan nho AHAS, céc vecto bidu hién
& cdy trong theo sang ché ciing ¢ thé bao gbm cac trinh tw ADN chita cic ving gin két
chét nén (matrix attachment region - MAR). Cac té bao thuc vat duoc bién nap cac hé
thong biéu hién dugc bién nap nay, sau dé, c6 thé co trang thai biéu hién qua muc hodc
biéu hién lién Gmg cac trinh tu nucleotit theo sang ché.

Céc catxet biéu hién c6 thé bao gdm thém céc trinh ty din diu 5’ trong cdu trac
catxet biéu hién. Cac trinh tw din du nhu vy c6 thé hoat dong dé tdng cuong viéc dich
mi. Céc trinh tu dan dau dich ma da duge biét dén trong linh vuc k¥ thuét va bao gdm:
trinh tw dan ddu EMCV (ving khong ma héa 5° Encephalomyocarditis) (Elroy-Stein va
cac dong tac gid (1989) Proc. Natl. Acad. ScL. USA 86:6126-6130); trinh tur din dau
potyvirus, vi dy, trinh ty ddn diu TEV (Virut khéc axit & cdy thudc 1) (Gallie va cac dong
tac gia. (1995) Gene 165(2):233-238), trinh tu ddn ddu MDMV (Virut thé kham lon & cay
ngd) (Virology 154:9-20), va protein lién két mach ning globin mién dich & ngudi (BiP)
(Macejak va cac dong tac gia (1991) Nature 353:90-94); trinh tw din dau khong duogc
phién ma tr cic mARN protein bao ctia virut thé kham & cdy c6 linh lang (AMV RNA 4)
(Jobling va cac dong tac gia (1987) Nature 325:622-625); trinh tu din dau virut thé kham
& cdy thude 14 (TMV) (Gallie va céc dong tac gia (1989) in Molecular Biology of RNA,
ed. Cech (Liss, New York), pp. 237-256); va trinh tw dan d4u virut bénh dém va vang &
cdy ngd (MCMV) (Lommel va c4c dong tac gia (1991) Virology 81:382-385). Tham khao
thém, Della-Cioppa va cic dong tic gia. (1987) Plant Physiol. 84:965-968. Cac phuong
phap khac da duge biét dén 1a 1am ting cudng dich ma cling c6 thé duoc st dung, vi du
intron va tuong tu.

Dé tao lap catxet biéu hién, cac thanh phﬁn ADN khéc nhau ¢6 thé dugc 1am bién
d6i, sao cho tao ra trinh tw ADN theo hudng can thiét va, néu c6 thé, trong mot khung doc
pht hop. Sau cling, cic nhén 6 tao sy trong hop hodc céc thanh phan lién két c6 thé duoc

str dung dé lién két cac thanh phdn ADN hoic céc bién ddi khac cling c6 thé duoc st dung
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dé tao ra cac diém khéng ché thuan loi, loai bo cac ADN gay nhiéu, x6a bd cac vi tri gidi
han, hoic twong tw. Dé dat dugc muc dich ndy, viéc tao dot bién gen, chinh stra doan mdi,
gidi han, bién tinh, tai thay thé in vitro, vi du nhu chuyén tiép va chuyén ddi c6 thé duge
st dung.

Nhiéu promoto ¢6 thé duge st dung trong viéc thuc hién gidi phap ciia sang ché.
Céc promoto ¢6 thé dugc lva chon dua trén co s& két qua mong mudn. Céc axit nucleic c6
thé dugc két hop v6i promoto ciu tao, promoto 4i mé hodc promoto khac dé biéu hién &
cy trong.

Céc promoto cu tao nhu viy bao gdm, vi du, promoto 181 ciia promoto Rsyn7 va
cac promoto cau tao khac dugce d& cap dén trong céc tai lidu sang ché WO 99/43838 va
Patent My s6 US 6072050; va promoto 161 CaMV 35S (Odell va cac ddng téc gia (1985)
Nature 313:810-812); actin lta gao (McElroy va cac dong tac gia (1990) Plant Cell 2:163-
171); ubiquitin (Christensen va cac dong tac gia (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632 va
Christensen va céc dong tac gia (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689); pEMU (Last va cac
dong tac gia (1991) Theor. Appl. Genet. 81:581- 588); MAS (Velten va cac dong tac gia
(1984) EMBO J. 3:2723-2730); promoto ALS (Patent My s6 US 5659026), va tuong tu.
Céc promoto lién tiép khéac, bao gdm, vi du Patent M5 s6 5608149; 5608144; 5604121;
5569597; 5466785; 5399680; 5268463; 5608142; va 6177611.

Cac promoto 4i mé ¢6 thé dugc tan dung dé nhdm dich su biéu hién AHASL1
duoc ting cudng trong md t& bao thuc vét cu thé. Céc promoto 4i mo nhu vay bao gdm,
nhung khong gidi han, promoto 4i 14, promoto 4i ré, promoto 4i hat va promoto 4i than.
Céc promoto 4i md dwoc dé cdp dén trong Yamamoto va céc dong tac gia (1997) Plant J.
12(2):255-265; Kawamata va cac dong tac gia (1997) Plant Cell Physiol. 38(7):792-803;
Hansen va cac dong tac gia (1997) Mol. Gen Genet. 254(3):337-343; Russell va cac dong
tac gia (1997) Transgenic Res. 6(2):157-168; Rinehart va cac ddng tac gia (1996) Plant
Physiol. 112(3):1331-1341; Van Camp va cic ddng tic ga (1996) Plant Physiol.
112(2):525-535; Canevascini va cic dong tic ga (1996) Plant Physiol. 112(2):513-524;
Yamamoto va cic dong tac ga (1994) Plant Cell Physiol. 35(5):773-778; Lam (1994)
Results Probl Cell Differ. 20:181- 196; Orozco va cac ddng tac ga (1993) Plant Mol Biol.
23(6): 1129-1138; Matsuoka va cac ddong tic ga (1993) Proc Natl. Acad. Scl. USA
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90(20):9586-9590; va Guevara-Garcia va cac dong tac gia. (1993) Plant J. 4(3):495-505.
Céc promoto nhur vy c6 thé dwoc bién dbi, néu can thiét, dé biéu hién yéu.

Theo mdt phuwong 4n, cic axit nucleic mong muén dwgc hudng luc lap dé bidu
hién. Theo cach nay, khi axit nucleic khong dwgc chén truc tiép vao luc lap, catxet biéu
hién s& bao gébm thém mét trinh tu huéng dich luc lap bao gdbm mdt trinh tr nucleotit ma
hoéa peptit chuyén luc lap dé hudng sin phim gen mong muén dén luc lap. Céc peptit
chuyén nay da dugc biét dén trong Iinh vuc k§ thuét. D6i v6i cc trinh tw hudng dich luc
lap, thuat ngit “lién két c6 thé didu khién dugce” c6 nghia 12 trinh tu axit nucleic ma héa
peptit chuyén (nghia 1 trinh tr hudng dich luc lap) dwoc lién két v6i polynucleotit
AHASLI cta sang ché sao cho hai trinh tu 13 lién tiép va trong cing mot khung doc.
Tham khao, vi du, Von Heijne va cdc dong tic gia (1991) Plant Mol. Biol. Rep. 9:104-
126; Clark va cac ddng tac gia (1989) J Biol. Chem. 264:17544-17550; Della-Cioppa va
cac dong tac gia (1987) Plant Physiol. 84:965-968; Romer va cic ddng tac gia (1993)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 196:1414-1421; va Shah déng tac gia (1986) Science
233:478-481. Khi cac protein AHASLI theo sang ché nay bao gom peptit chuyén luc lap
nguyén ban, bat ky peptit chuyén luc lap da biét déu c6 thé duoc két ndi véi trinh tu axit
amin cla protein AHASL1 trudong thanh theo sang ché bang cach lién két ¢ thé didu
khién dugc mot trinh ty dich luc lap véi dau 5’ cua trinh tu nucleotit ma hoa protein
AHASLI trudng thanh theo sang ché.

Céc trinh ty dich luc lap da duoc biét dén trong linh vyc k¥ thuat va bao gém luc
lap chu tric tiéu phan 16n loai nhé cia ribulozo-1,5-bisphosphat carboxylaza (Rubisco)
(de Castro Silva Filho v c4c ddng tac gia (1996) Plant Mol. Biol. 30:769-780; Schnell va
cac dong tac gia (1991) J Biol. Chem. 266(5):3335-3342); 5-(enolpyruvyl)shikimat-3-
phosphat synthaza (EPSPS) (Archer va cic dong tac gia (1990) J Bioenerg. Biomemb.
22(6):789-810); tryptophan synthaza (Zhao va cic dong tac gia (1995) J Biol. Chem.
270(11):6081-6087); plastoxyanin (Lawrence va cac dong tac gia (1997) J. Biol. Chem.
272(33):20357-20363); chorismat synthaza (Schmidt va cac ddng tac gia (1993) J Biol.
Chem. 268(36):27447-27457); va protein lién két a/b chat diép luc hip thu 4nh séng
(LHBP) (Lamppa va cac dong tac gia (1988) J Biol. Chem. 263:14996-14999). Ciing xem
Von Heijne va céc ddng tac gia (1991) Plant Mol. Biol. Rep. 9:104- 126; Clark va céc
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dong tac gia (1989) J. Biol. Chem. 264:17544-17550; Della-Cioppa va céc ddng téc gia
(1987) Plant Physiol. 84:965-968; Romer va cac dong tac gia (1993) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 196:1414-1421; va Shah va cac dong tac gia (1986) Science 233:478-481.

Céc phuong phap bién d6i luc lap da dugc bibt dén trong linh vuc k¥ thuat. Tham
khao, vi du, Svab va cac déng tac gid (1990) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 87:8526-8530;
Svab va Maliga (1993) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 90:913-917; Svab va Maliga (1993)
EMBO J. 12:601-606. Cac phuong phap nay dua trén viéc van chuyén ban sing hat ADN
chita cdc phan tir danh dAu lya chon dugc va huéng ADN dén hé gen plastit thong qua
viée tai td hop déng dﬁng. Thém vao d6, viéc bién ddi plastit co thé duoc thuc hién b%ng
cach hoat héa bién d6i gen sinh plastit cAm bing biéu hién 4i mé cua ARN polymeraza
huéng plastit va ma héa nhan. Hé théng nay da dugce dé cip dén trong McBride va céc
dong tac gia (1994) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 91:7301-7305.

Céc axit nucleic mong mudn ciing ¢ thé duge hudng luc lap dé t8i wu héa vie
biéu hién trong luc lap @ tao ra nhitng khac biét trong codon sir dung giita nhan té bao
thye vat va co quan tir ndy. Theo cach nay, cic axit nucleic mong muén c6 thé dugc tdng
hop bang cach sir dung cic codon ai luc lap. Tham khéo, vi du, Patent M§ sé 5380831,
dugc sir dung & day dé tham chiéu.

Nhu dugce trinh bay & day, cac trinh tu nucleotit AHASL1 theo sang ché c6 thé
duoc sir dung dé ting cudng kha ning chéng chiu véi thude diét co cia cdy trong c6 hé
gen chira gen ma héa protein AHASL1 chdéng chiu v6i thudc diét cd. Gen nay c6 thé 1a
gen ndi sinh hozc 12 gen bién nap. Thém véao do6, trong cac phuong an nhat dinh, c4c trinh
tw axit nucleic theo sang ché niay c6 thé dwoc sip xép két hop véi cac trinh tu
polynucleotit mong mudén dé tao ra cdy trong véi kiu hinh mong mudn. Vi du, cac
polynucleotit theo sdng ché nay co thé duwoc sip xép vé6i cac polynucleotit khac ma hoa
cac polypeptit c6 hoat tinh trir dich hai va/hodc diét con trung, nhu 14, vi du, protein doc
tinh Bacillus thuringiensis (duge mo ta trong cac patent My sd US. 5366892; 5747450;
5737514; 5723756, 5,593,881; va Geiser va cac dong tac gia (1986) Gene 48:109). Sy két
hop duge tao ra ciing ¢6 thé bao gdm nhiéu ban sao cia polynucleotit bat ky trong s6 cac

polynucleotit mong mudn.
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Phai thira nhan réng, v6i cac trinh ty nucleotit nay, cac cAu trac déi nghia, bd sung
cho it nhat mét phan ciia ARN théng tin (mARN) sao cho céc trinh tu polynucleotit
AHASL1 ¢6 thé duoc kién tao. Cac nucleotit dbi nghia dugc kién tao dé lai tao voi
mARN tuong tmg. Viéc bién d6i cac trinh tu ddi nghia co thé dwgc thuc hién vé6i didu
kién cac trinh ty lai tao va tuwong tac voi su biéu hién cia mARN tuong tng. Theo cach
nay, cac chu trac dbi nghia c¢6 d6 trung lip chudi it nhét 13 70%, t6t hon 13 80%, t6t hon
nita 14 85% véi cac trinh tu ddi nghia tuong tng c¢6 thé duge st dung. Thém vao dé, cac
phin cta cac nucleotit d6i nghia c6 thé duge sir dung dé pha v&r biéu hién cia gen dich.
Thong thuong, cac trinh tur bao g@)m it nhét 50 nucleotit, 100 nucleotit, 200 nucleotit, hodc
nhiéu hon c6 thé duge st dung.

Céc trinh tr nucleotit theo sang ché nay ciing c6 thé duoc st dung trong viéc dinh
huéng c6 nghia dé ngin chin viéc biéu hién ciia gen ndi sinh cia cdy trong. Cac phuong
phap ngin chin viéc biéu hién gen trong cdy trong bing cach st dung cac trinh tur
nucleotit trong viéc dinh huéng cé nghia da dugc biét dén trong linh vuc k¥ thuat. Cac
phwong phép thong thuong bao gém viée bién nap vao cdy trong véi mot cdu trac ADN
chira mot promoto diéu chinh viéc biéu hién & cay trf’)ng duoc lién két co thé didu khién
dwoc v6i it nhdt mot phan cia trinh tw nucleotit twong tng véi viée sao chép cia gen nodi
sinh. Dién hinh 13, trinh tw nucleotit ndy ¢6 d6 tring lip chudi co ban véi trinh tu sao chép
clia gen ndi sinh, tot hon 13 ¢6 @9 tring Lip chudi 16n hon khoang 65%, t6t hon 1a c6 dd
trung lap chudi 16n hon khoang 85%, t6t nhit 13 c¢6 d6 trung lip chudi 16n hon khoang
95%. Tham khao cac Patent My s6 US 5283184 va 5034323; dugc st dung ¢ day dé tham
chiéu.

Trong khi cic polynucleotit chiu thude diét c6 theo sang ché c¢6 thé dwoc sir dung
nhu 1a cac gen danh dAu lua chon dé bién nap vao cay tréng, cc catxet biéu hién cua sang
ché ¢6 thé bao g@)m gen danh d4u lwa chon dé Iya chon céc té bao dwge bién nap. Céac gen
danh diu lira chon, bao gdm cac gen danh dau Iva chon theo sang ché nay, dugc st dung
@& Iya chon céc té bao hoic mé da duoc bién nap. Cac gen danh diu, bao gdm, nhung
khong gidi han ddi véi cac gen ma hoa kha ning chdng chiu thude khang sinh, nhw 13 cac
gen mi hoa neomyxin phosphotransferaza II (NEO) va hygromyxin phosphotransferaza
(HPT), ciing nhu c4c gen sinh kha ning chiu dung cac hop chét diét co nhu 1a glufosinat
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ammoni, bromoxynil, imidazolinon, va 2,4-diclophenoxyaxetat (2,4-D). Tham khao,
Yarranton (1992) Curr. Opin. Biotech. 3:506-511; Christopherson va cic dong tic gia
(1992) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 89:6314-6318; Yao va cac dong tac gia (1992) Cell
71:63-72; Reznikoff (1992) Mol. Microbiol. 6:2419-2422; Barkley va cac ddng tac gia
(1980) in The Operon, pp. 177- 220; Hu va cac dong tac gia (1987) Cell 48:555-566;
Brown va céc ddng tac gia (1987) Cell 49:603-612; Figge va cac ddng tac gia (1988) Cell
52:713-722; Deuschle va cic dong tic gia (1989) Proc. Natl. Acad. Ad. USA 86:5400-
5404; Fuerst va cdc dong tac gia (1989) Proc. Natl. Acad. Sd. USA 86:2549-2553;
Deuschle va cac dong tac gia (1990) Science 248:480-483; Gossen (1993) Ph.D. Thesis,
University of Heidelberg; Reines va cac ddng tac gia (1993) Proc. Natl. Acad. ScL. USA
90:1917-1921; Labow va cac dong tic gia (1990) Mol. Cell. Biol. 10:3343-3356;
Zambretti va cac dong tac gia (1992) Proc. Natl. Acad. ScL USA 89:3952-3956; Bairn va
cac dong tic gia (1991) Proc. Natl. Acad. ScL USA 88:5072-5076; Wyborski va cic dong
tac gid (1991) Nucleic Acids Res. 19:4647 '-4653; Hillenand-Wissman (1989) Topics
Mol. Struc. Biol. 10:143-162; Degenkolb va cac dong tac gia (1991) Antimicrob. Agents
Chemother. 35:1591-1595; Kleinschnidt va cic dong tic gia (1988) Biochemistry
27:1094-1104; Bonin (1993) Ph.D. Thesis, University of Heidelberg; Gossen va cac dong
tac gid (1992) Proc. Natl. Acad. ScL USA 89:5547-5551; Oliva va cac dong tic gia
(1992) Antimicrob. Agents Chemother. 36:913-919; Hlavka va cic dong tic gia (1985)
Handbook of Experimental Pharmacology, chuong 78 (Springer- Verlag, Berlin); Gill va
cac dong tac gia (1988) Nature 334:721-724. Céc tai liéu nay duoc st dung & day dé tham
khdo.

Danh sich cac gen danh déu lwa chon trén day khong nhim muc dich dé gi¢i han.
Bét ky gen d4nh du lwa chon nio du c6 thé duoc sir dung theo sang ché nay. Cac phan
tir polynucleotit duge phan 1ap bao gdm trinh tw nucleotit mi héa cac protein AHASL]
theo sang ché c6 thé duoc sir dung trong cac vecto dé bién nap vao cdy trong sao cho ciy
tréng duge tao ra c6 kha ning chiu dung ting cudng ddi véi thube diét co, dic biét 1a
thube diét co imidazolinon. Cac phan tir polynucleotit AHASLI dwoc phan 1ap theo sang
ché nay c6 thé duogc sir dung trong chi trong cac vecto hodic két hop véi trinh tu nucleotit

ma héa cau tric siéu phan tir loai nhé cia enzym AHAS (AHASS) trong viée tao ra kha
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ning chiu thudc diét co & cdy trong. Tham khao patent M§ s6 US 6348643 dugc st dung
& day dé tham chiéu.

Sang ché nay cling dé cap dén vecto biéu hién bao gém mot promoto didu chinh su
biéu hién & ciy trong duoc lién két c6 thé didu khién duoc véi mot phan tir polynucleotit
dwgc phan 1ap theo sang ché. Phan tir polynucleotit dugc phan lap bao gdm mat trinh tu
nucleotit ma hoa protein AHASLI1, dic biét 1a protein AHASL1 bao gbm mdt trinh tu
amin dugc néu trong SEQ ID sé: 2, hoic mdt manh chirc nang hoac bién thé cua no.
Vecto biéu hién & cay tréng theo sang ché nay khong phu thudc vao mot promoto cu thé,
chi 1a mot promoto c6 kha ning diéu chinh viéc biéu hién gen & t& bao thuc vat. Céc
promoto duge wu tién 13 cac promoto lién tiép va cac promoto 4i mo.

Céc vecto bién nap theo sang ché nay c6 thé dugc st dung dé tao ra cac ciy trong
duoc bién nap v6i mot gen mong mudn. Vecto bién nap bao gdm mét gen danh diu lua
chon theo sang ché va mét gen mong mudn can duge cly ghép va biéu hién dién hinh
trong cay trong dugc bién nap. gen danh diu lwa chon nhu vay bao g6ém mét polynucleotit
AHASL1 chiju thubc diét c6 theo sang ché duoc lién két c6 thé didu khién duoc voi mot
promoto diéu chinh vigc biéu hién trong t& bao chi. P& st dung & cdy trong va té bao
thuc vét, vecto bién nap bao gém mot gen danh diu lua chon chira mot polynucleotit
AHASLI1 chiu thudc diét c6 theo sang ché dwoc lién két c6 thé didu khién duoc véi mot
promoto didu chinh sy biéu hién & t& bao thuc vat. Cac gen mong mubn theo sang ché nay
thay d6i phu thudc vao dau ra mong mudn.

Vi du, cac thay d6i khac nhau vé kiéu hinh mong muén bao gdm viéc bién dbi ché
pham axit béo & cdy trdng, bién ddi thanh phin cia axit amin & cdy trong, bién ddi co ché
khéng lai bénh thyc vat va/hogc con tring giy hai cho cay trong va tuong tu. Cac két qua
ndy c6 thé dat dugc bang cach cho biéu hién cic sin phim twong ddng hodc biéu hién
ting cudng cic san pham ndi sinh & ciy trong. Theo mot su lua chon khéc, cac két qua
nay co thé dat dugc bz‘ing cach giam mirc biéu hién cia méot hodic nhidu san phém noi sinh,
cu thé 1 cac enzym hoic cic ddng nhan tb trong cdy trong. Piéu nay tao ra sy thay dbi
kiéu hinh cua cay trong bién nap.

Theo mdt phuong 4n cla sang ché, cic gen mong mudn chira cic gen chiu dung

con trung nhu 13, vi du céc gen protein doc tinh Bacillus thuringiensis (cac tai liéu Patent
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M§ $6 US 5366892; 5747450 5736514, 5723756; 5593881; va Geiser va cac déng tac gia
(1986) Gene 48:109).

Céc protein hogc cac polypeptit AHASLI theo sang ché c6 thé dugc loc tir, vi du,
cac cdy laa va c6 thé dugc str dung trong cac ché phidm. Ciing vdy, phén tir polypeptit
dugc phan 1ap ma héa protein AHASLI theo sang ché c6 thé duoc st dung dé bidu hién
protein AHASL1 theo sang ché trong vi khuén nhw 13 E.Coli hoiic men. Protein AHASL1
dwoc biéu hién ¢ thé dugc loc tir phin chiét cua E.Coli hodc men bang bét ky phuong
phép nio di dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay biét dén.

Sang ché nay ciing d& cap dén phwong phép tao ra thuc vat chuyén gen chiu dugc
thubc diét ¢, bao gdm viéc bién nap vao cdy trdng véi mot vecto biéu hién & cdy trong
bao gdbm mot promoto didu chinh viéc biéu hién & cdy trdng duge lién két c6 thé diéu
khién dwgc véi mot phan tir polynucleotit duge phan 1ap theo sang ché. Phan tu
polynucleotit dwgc phan 1ap bao gdm mét trinh tr nucleotit ma héa protein AHASL] theo
sang ché, cu thé 13 protein AHASLI bao gdm: mét trinh tu amin dugc néu trong SEQ ID
s6: 2, mdt trinh tu axit amin dwge ma héa boi SEQ ID sé: 1 hoic 3, hodc mot manh chic
ning va bién thé cta céc trinh tw axit amin néu trén. Sang ché nay ciing dé cap dén céac
cdy lta khong duge chuyén gen, thuc vat chuyén gen duogc tao ra bing phuong phép theo
sang ché, va cac thé hé tiép theo ciia nd, céc cy trdng nay biéu hién kha nang chiu dung
tdng cuong d6i vé6i thude diét co tuong tac voi enzym AHAS, cu thé 1a thudc diét co
imidazolinon va sulfonylurea Cic polynucleotit AHASLI theo sang ché, cu thé 1a céc
polynucleotit ma héa céc protein AHASL1 kha ning chdng chiu thudc diét ¢6, dugce tng
dung trong cic phuong phép ting cudng kha ning chdng chiu véi thude diét co & cay
trong. Theo mot phwong 4n ciia sang ché, ciy trdng chdng chiu v6i thude diét ¢d bao gdm
mot protein AHASL1 chiu thudc diét ¢ hodc bdo hoa vdi thude diét co. Cac cdy trdng
bdo hoa véi thude diét co bao gdm ca cac cdy trdng dwoc bién nap vé6i céc trinh tu
nucleotit AHASL1 chéng chiu véi thudc diét ¢6 va cac cy trdng c6 bd gen ¢ chira gen
nodi sinh ma héa protein AHASL1 chdng chiu vé6i thudc diét co. Céc trinh tu nucleotit ma
hoéa cic protein AHASLI chdng chiu véi thudc diét ¢6 va cac cdy trdng chdng chiu véi
thude diét co chira mot gen nodi sinh mi héa protein AHASL1 chdng chiu vé6i thude diét

c6 bao gobm cac polynucleotit va cac cdy trong theo sang ché nay va cac ciy trong da duogc
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ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat nay biét @én. Tham khao, vi duy, cac
patent M§ s6 US 5013659, 5731180, 5767361, 5545822, 5736629, 5773703, 5773704,
5952553 va 6274796; céc tai liéu ndy déu dugc st dung & ddy dé tham chidu. Cac phuong
phép ting cudng kha ning chéng chiu thubc diét ¢ cta ciy trong chéng chiu v6i thude
diét co bao gém viéc bién nap vao cay tréng chéng chiu véi thudc diét co véi it nhét mot
cAu tric polynucleotit chira mot promoto diéu chinh sy bidu hién & té bao thuc vat lién két
c6 thé diéu khién dugce v6i mot polynucleotit AHASI1 chiu thube diét cé theo sang ché,
dac biét 1a polynucleotit ma hoa protein AHASL]1 chiju thube diét cé duge néu trong SEQ
ID sé: 1 hodic 3 céc polynucleotit mi héa trinh tu axit amin dugc dit ky hiéu 1a SEQ ID
s6: 2, va cac manh va cac bién thé cia polynucleotit ma hoéa céc polypeptit chira hoat tinh
AHAS chiu thudc diét co.

Nhiéu vecto bién nap vao ciy tréng va cac phuong phap bién nap vao cy trdng da
biét. Tham khao, vi du, An, G. va cic ddng téc gia (1986) Plant PysioL, 81:301-305; Fry,
J, va cac dong tac gia (1987) Plant Cell Rep. 6:321-325; Block, M. (1988) Theor. Appl.
Genet] 6:767 -774; Hinchee, va cic dong tic gid (1990) Stadler. Genet. Symp.
203212.203-212; Cousins, va cac ddng tac gid (1991) Aust. J. Plant Physiol. 18:481-494;
Chee, P. P. va Slightom, J. L. (1992) Gene.l 18:255-260; Christou, va cac dong tic gia
(1992) Trends. Biotechnol. 10:239-246; D'Halluin, va cic ddng tac gia. (1992)
Bio/Technol. 10:309-314; Dhir, va cac dong tac gia (1992) Plant Physiol. 99:81-88; Casas
va cc dong tac gia (1993) Proc. Nat. Acad Set USA 90:11212-1 1216; Christou, P.(1993)
In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant; 29P:119-124; Davies, va cic dong tac gia (1993) Plant
Cell Rep. 12:180-183; Dong, J. A. va Mchughen, A. (1993) Plant ScL 91:139-148;
Franklin, C. I. va Trieu, T. N. (1993) Plant. Physiol. 102:167; Golovkin, va cac déng tac
gid (1993) Plant Sd. 90:41-52; Guo Chin ScL Bull. 38:2072-2078; Asano, va cac dong tac
gia (1994) Plant Cell Rep. 13; Ayeres N. M. va Park, W. D. (1994) Crit. Rev. Plant. Set
13:219-239; Barcelo, va cac dong tac gid (1994) Plant. J. 5:583-592; Becker, va cic dong
tac gia (1994) Plant. J. 5:299-307; Borkowska va cac ddng tac gia (1994) Acta. Physiol
Plant. 16:225-230; Christou, P.(1994) Agro. Food. Ind. Hi Tech. 5: 17-27; Eapen va cac
dong tac gia (1994) Plant Cell Rep. 13:582-586; Hartman, va cac dong tac gia (1994) Bio-

43



44553 44]102

Technology 12: 919923; Ritala, va cac dong tac gia (1994) Plant. Mol. Biol. 24:317-325;
va Wan, Y. C. va Lemaux, P. G. (1994) Plant Physiol. 104:3748.

Céc phuong phép theo sang ché nay bao gdm viée cdy ghép ciu tric polynucleotit
vao cdy trong. Thudt ngit “cdy ghép” dwgc sitr dung & ddy nhim dé chi cdu tric
polynucleotit trong cay tréng & dang sao cho cu tric c6 thé thdm nhap vao bén trong té
bao cia cdy trong. Cac phwong phap theo sang ché khong phu thudc vao phuong phap ciy
ghép cu thé dbi véi ciu tric polynucleotit vio cy trdng nio, chi 13 ciu triic polynucleotit
c6 thé thAm nhap dugc vao it nhit mot té bio cua ciy trong. Cac phwong phép cdy ghép
polynucleotit vao cdy trong di dwoc biét dén trong linh vuc k¥ thuét, bao gbdm, nhung
khong gidi han, phuong phéap bién nap 6n dinh, phwong phép bién nap tam thoi va céc
phuong phép trung gian bdi virut.

Thuat ngit “bién nap 6n dinh” dugc ding dé chi cdu triac polynucleotit dugc dua
vao cdy trong, cai vio bd gen ciia cdy trong va c6 thé di truyén lai cho cdy trdng thudc céc
thé hé sau. Thuat ngit “bién nap tam thoi” dung dé chi céu trac polynucleotit dugc dua
vao cdy trong va khong cai vao bd gen cia cdy trong.

Dé bién nap vao cy trong va cac té bao thurc vat, cac trinh ty nucleotit theo séng
ché dugc chén vio bing cac phwong phap da biét vao vecto bat ky da duoc biét dén trong
linh vue k§ thuit ma phi hop dé biéu hién cic trinh tw nucleotit trong cdy trong hodic
trong t& bao thwe vat. Viéc lwa chon cac vecto phu thudc vao k§ thuit bién nap dugc uu
tién va gidng cdy trong dich cAn dwoc bién nap. Theo mdt phuwong an cla sang ché, trinh
tw nucleotit AHASL1 dwgc lién két ¢6 thé didu khién dwgc véi promoto cia cdy trdng da
duoc biét dén 1a c6 muc biéu hién cao trong té bao thuc vat va ciu tric nay sau dé dugc
cdy ghép vao cdy trong nhay cam véi thude diét c6 imidazolin va cay trong bién dbi dugc
tai sinh san. Cay tréng bién nap chdng chiu v6i mot muc thudce diét co imidazolinon c6
thé giét chét hodc lam ton thwong mét cach dang ké ddi véi cdy trdng khong duoc bién
nap. Phuong phap nay c6 thé duoc 4p dung trén bt ky gidng cay trong nao, tuy nhién,
thuan loi nhét 13 4p dung d6i v6i cy trong mua vu, dic biét 1a céc loai cay tréng mua vu
ngay sinh trudong trong diéu kién chiu sy tac dung cua it nhat mot loai thude diét co, dic

biét 1a thuoc diét c6 imidazolinon.
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Hé phuong phap dé xay dung catxet biéu hién & ciy tréng va cly ghép cac axit
nucleic bén ngoai vao trong ciy trong di dwge biét dén trong linh vuc k¥ thuét va da duoc
cac tai ligu trude day mo ta. Vi du, ADN ngoai cé thé duogc ciy ghép vao trong cay trong
bang cach sir dung vecto plasmit sinh u buéu (T1). Cac phuong phap khac dugc st dung
dé chy ghép ADN ngoai lién quan dén viéc timg dung viéc bién ddi chit diép luc trung hoa
PEG, thim théu dién, kim vi chich va c4c k§ thuat bin ph4 siéu nho dé nhan ADN. Cac
phuong phap nay da duoc biét dén trong linh vyc k§ thuat. (Tt Patent M§ s US 5405765
dén Vasil va cdc ddng tic gia; Bilang va cac ddng tac gia (1991) Gene 100: 247-250;
Scheid va cac dong tac gia, (1991) Mol. Gen. Genet., 228: 104-112; Guerche va c4c dong
tac gid, (1987) Plant Science 52: 111-116; Neuhause va cic dong tac gia, (1987) Theor.
AppL Genet. 75: 30-36; Klein va cic dong tac gia, (1987) Nature 327: 70-73; Howell va
cac dong tac gia, (1980) Science 208:1265; Horsch va cac dong tac gia, (1985) Science
227: 1229-1231; DeBlock va cac dong tic gia, (1989) Plant Physiology 91: 694-701;
Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach va Weissbach, eds.) Academic Press,
Inc. (1988) and Methods in Plant Molecular Biology (Schuler va Zielinski, eds,)
Academic Press, Inc. (1989). Phuong phép bién nap phu thudc vao té& bao thuc vét cin
dugc bién nap, 6 on dinh cua céc vecto dugc st dung, mutrc biéu hién cta san phim gen
va c4c théng sb khac. Cac phuong phap phu hop khéc dé ciy ghép trinh ty nucleotit vao
té bao thuc vat va cdy ghép tiép theo vao hé gen cla cly trong bao gdm viée vi chinh nhur
Crossway va cic dong tac gia (1986) Biotechniques 4:320-334, thim thiu dién nhu dugc
md ta bdi Riggs va cac dong tac gia (1980) PrOc. Natl. Acad. ScL USA 83:5602-5600,
Viéc bién ddi trung hoa vi khuén nong nghiép nhu duwgc mé ta bodi Townsend va cac dong
thc gia, Patent My s6 5563055, Zhao va céc ddng tic gia, Patent M§ s6 US 5981840,
chuyén héa gen truc tiép nhu dugc md ta boi Paszkowski va céc dong tac gia (1984)
EMBO J 3:2717-2722, va thuc déy bén phé hat nhu dugc md ta trong, vi du Sanford va
cac ddng tac gia, Patent M5 s6 US 4945050; Tomes va cac ddng tac gia, Patent My s6 US
5879918; Tomes va céc dong téc gid, Patent My s§ 5886244; Bidney va cc ddng tic gia,
Patent M§ s6 US 5932782; Tomes va cac dong tac gia (1995) "Direct DNA Transfer into
Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardment," in plant cell, tissue and organ

culture: Fundamental Methods, Gamborg va Phillips (Springer- Verlag, Berlin); McCabe
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vi cac dong tac gia (1988) Biotechnology 6:923-926); va bién nap Lecl (WO 00/28058).
Ciing c6 thé tham khao, Weissinger va cac dong tac gia (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-
477, Sanford va cac dong tac gia (1987) Particulate Science and Technology 5:27-37 (cay
hanh); Christou va cac dong tic gia (1988) Plant Physiol. 87:671-674 (cay dau tuong);
McCabe va cic dong tac gia (1988) Bio/Technology 6:923-926 (cay dau tuong); Finer va
McMullen (1991) In Vitro Cell Dev. Biol. 27P:175-182 (ciy d4u twong); Singh va cic
dong tac gia (1998) Theor. Appl. Genet. 96:319-324 (cay dau twong); Datta va cic dong
tac gia (1990) Biotechnology 8:736-740 (ciy lta); Klein va cac dong tac gia (1988) Proc.
Natl. Acad. ScL USA 85:4305-4309 (cdy ngd ); Klein va cic dong tac gia (1988)
Biotechnology 6:559-563 (cdy ngd); Tomes, U.S. Patent No. 5,240,855; Buising va cic
dong tac gia Patent My s§ 5322783 va 5324646; Tomes va cic dong tac gia (1995)
"Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardment," in Plant
Cell, Tissue, and Organ Culture: Fuﬁdamental Methods, ed. Gamborg (Springer-Verlag,
Berlin) (cay ngo); Klein va cic dong tac gia (1988) Plant Physiol. 91:440-444 (cay ngo);
Fromm va cac dong tac gia (1990) Biotechnology 8:833-839 (ciy ngd); Hooykaas-Van
Slogteren va cic dong tac gia (1984) Nature (London) 311 :763-764; Bowen va cac dong
tac gia Patent My s§ 5736369 (ciy ngii cic); Bytebier va cac ddng tac gia (1987) Proc.
Natl. Acad. ScL USA 84:5345-5349 (cay hué tay); De Wet va cac dong tac gia (1985) in
The Experimental Manipulation of Ovule Tissues, ed. Chapman va cic dong tic gia
(Longman, New York), pp. 197-209 (phan hoa); Kaeppler va cic ddng tac gia (1990)
Plant Cell Reports 9:415-418 va Kaeppler va cac dong tac gia (1992) Theor. Appl. Genet.
84:560-566 (bién nap nho trung gian whisker); DHalluin va céc dong tac gia (1992) Plant
Cell 4:1495-1505 (electroporation); Li va cic ddng tic gia (1993) Plant CellReports
12:250- 255 va Christou va Ford (1995) Annals of Botany 75:407-413 (rice); Osjoda va
cac dong tac gia (1996) Nature Biotechnology 14:745-750 (ciy ngd thong qua
Agrobacterium tumefaciens); cac tai liéu ndy duge sir dung & day dé tham chiéu.

Céc polynucleotit theo séang ché c6 thé duge cdy ghép vao cay trong bang cach cho
cdy trdng tiép xic vdi axit nucleic cia virut. Thong thudng, cac phuong phap nhu vay két
hop mét cau tric polynucleotit theo sang ché v6i mot phan tir ARN hoic ADN trong éng

nghiém. Can phai thira nhan ring, protein AHASL1 theo sang ché c6 thé dugc bt dau
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téng hop nhu 13 mot phan cla polyprotein virut, sau d6 c6 thé duwoc xir Iy bing cach phan
giai protein virut d& san xuét ra protein tai t6 hop mong mudén. Hon nita, phai thira nhan
ring cic promoto theo sang ché ciing bao gém cac promoto duge sir dung dé sao chép
bang polymeraza ARN virut. Cac phuong phap cdy ghép cac cu tric polynucleotit vao
trong cdy trong va biéu hién mot protein dugc ma héa bén trong, 1ién quan dén phén tir
ADN va ARN cia virut dad duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat. Tham khao, vi du,
Patent My sb 5889191, 5889190, 5866785, 5589367 va 5316931; duoc st dung ¢ day dé
tham chiéu.

Céc té bao da dugc bién nap c6 thé sinh trudng duge trong ciy trdng theo cach
thong thuong. Tham khao, vi du, McCormick va cic dong tac gia (1986) Plant Cell
Reports 5:81-84. C4c cdy trdng nay sau d6 c6 thé phat trién, duoc cho thu phin véi cling
dong da dugc bién nap hodc véi cac dong khac va con lai ¢6 biéu hién tiép theo cia cac
dic diém kiéu hinh mong mudn dugc x4c dinh. Hai hay nhidu thé hé c6 thé sinh truéng dé
dam bao rang viéc biéu hién dic diém kiéu hinh mong mudn duge duy tri 6n dinh va duoc
di truyén va sau d6 cac hat dugc thu hoach dé chic chin di thu duoc dic diém kiéu hinh
mong mudn. Theo cach nay, sang ché d& cap dén cac hat duge bién nap (sau day duoc goi
14 “hat bién d6i gen”) ¢6 cAu tric polynucleotit theo sang ché, vi du, catxet bidu hién theo
sang ché, dugc két hop 6n dinh trong bd gen ciia ching.

Sang ché nay ciing c¢6 thé duoc st dung dé bién ddi bat ky giéng ciy trng no,
bao gdm, nhung khéng han ché, ciy mot 14 mim va ciy hai 14 mam. Vi du v& c4c gidng
cdy trong mong mudbn, bao gdm, nhung khong gii han, cay bip hoic ciy ngd (Zea
mays), giéng cdy cai Brassica sp. (vi du, cai dau, cai be tréng, cai be xanh), ddc biét 1a cac
gibng cai dugc str dung dé 14y tinh diu, co linh ling (Medicago sativa), cay lua (Oryza
sativa), lia mach den (Secale cereale), ciy lta mién (Sorghum bicolor, Sorghum
vulgare), cay ké (vi du, cdy ké ngoc trai (Pennisetum glaucum), ké proso (Panicum
miliaceum), cdy k& duoi cdo (Setaria italica), cay ké ngoén tay (Eleusine coracana), ciy
hoa huéng duwong (Helianthus annuus), cdy rum (Carthamus tinctorius), cdy lGa mi
(Triticum aestivum, T. Turgidum ssp. durum), ciy dau nanh (Glycine max), ciy thudc 14
(Nicotiana tabacum), cdy khoai tay (Solarium tuberosum), cay lac (Arachis hypogaea),

cdy bong (Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum), cdy khoai lang (Ipomoea
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batatus), ciy san (Manihot esculenta), ciy ca phé (Coffea spp.), cay dira (Cocos nucifera),
cdy dua (Ananas comosus), cay thudc ho cam quit (Citrus spp.), cdy ca cao (Theobroma
cacao), ciy ché (Camellia sinensis), cdy chudi (Musa spp.), cdy 1& tau (Persea
americana), ciy va (Ficus casica), cdy 01 (Psidium guajava), ciy xoai (Mangifera
indica), cdy Oliu (Olea europaea), cdy du du (Carica papaya), cdy dao 1on hot
(Anacardium occidentale), mac-ca (Macadamia integrifolia), qua hanh (Prunus
amygdalus), cu cai dudng (Beta vulgaris), cdy mia dudng (Saccharum spp.), ciy yén
mach, cdy lia mach, cac loai rau, cdy canh, va cdy thudc ho thdng. Tét hon 13, céac cay
tréng theo sang ché nay 1a cac ciy mua vu (vi du, hoa huéng dwong, cac loai cay cdi, cay
bong, cu cai dudng, dau twong, dau phong, cdy co linh ling, cAy rum, cdy thudc 14, ciy
ngd, ciy la, ciy lua mi, lda mach den, yén mach, barley triticale, cy ltia mién, cay ke,
V.V.).

Céc cdy trong chiu thube diét co theo sang ché nay c6 thé duoc ung dung trong cac
phuong phép phong trir ¢ dai. Do vay, sang ché nay con d& cép dén phuong phap phong
trir ¢6 dai & céc ving 1an can cdy trdng chiu thude diét co theo sang ché. Phuong phap bao
gém viéc phun mét luong hiru hiéu thudc diét co 1én c6 dai va 1én cay tréng chiu thube
diét co, trong d6 kha ning chiu dung d6i véi it nhat mét loai thude diét cd, cu thé 13 thude
diét c6 imidazolinon hoic sulfonylurea ctia cdy tréng di dwogc ting cudng hon so v6i céc
cdy trong kiéu dai, trong phurong phap phong trir ¢o dai ndy, cdy trdng chiu thudc diét co
theo sang ché dwoc wu tién 12 cac cdy trong theo mua vy, bao gdm, nhung khong gidi han,
cy la, cdy hoa huéng duong, ciy cé linh ling, cic giéng cai, cdy dau tuong, cdy rum,
cay lac, cay thude 14, cdy ca chua, cdy khoai tdy, cdy lua mi, cdy ngo, cy laa mién, cay
lua mach den, yén mach, cay ké va cay lua mién.

Nho ¢6 céc loai cay tréng c6 kha nang chéng chiu thubc diét co duge tdng cuong,
dic biét 1a ddi véi cac loai thude diét co imidazolinon va sulfonylurea, nhiéu loai hop
phén c6 thé dugc sir dung dé bao vé cay trdng khoi sy tén cong cia cd dai dé thuc ddy cay
trong phét trién va giam sw canh tranh v& ngudn dinh dudng. Thudc diét co cb thé duge
phun truée khi ndy mam, sau khi ndy mam, trude khi gieo trdng va khi gieo tréng dé
phong trir ¢é dai & khu vuc xung quanh cic cdy trong nhu dwoc mé ta & diy hodc thude

diét c6 imidazolinon c6 thé duge sir dung bao gdm cac chét phu gia khac. Thudc diét co
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cling c6 thé dugce sir dung dé xir Iy hat gidng. Cac chét phu gia duoc tim thiy trong hop
ph?m thudc diét co imidazolinon hoic sulfonylurea chira cac thudc diét ¢ khac, thudc téy,
t4 dugc, chat 1am phan tan, chét két dinh, chét lam 6n dinh hodic twong ty. Hop phén thude
diét cé c6 thé 12 hop phan wét hoic kho va c6 thé chwa, nhung khéng gidi han, bot c6 thé
chay duoc, chit co dic nhii hoa va thé c6 dic long. Thubc diét cd va cac hop phin thude
diét co c6 thé duge sir dung theo cac phwong phap thong thudng, vi du, bing cach phun,
tudi, phun bui hodc tuong tu.

Sang ché dé xuat cac hat giéng khong duoc chuyén gen va hat gidng duoc chuyén
gen c6 kha ning chéng chiu cao ddi véi it nhat mot thude diét co, dic biét 1a thude diét co
e ché AHAS, dic biét hon nita 1a thudc diét cé imidazolinon. Céc hat giéng niy bao
gém, vi dy, cac hat ltia khong duoc chuyén gen c6 cac dic tinh chdng chiu véi thude diét
co clia cdy lda c6 s6 hiéu truy nhap 1a NCIMB 41262, va cac hat giéng c¢6 chira cac phan
tir axit nucleic theo sang ché ma hoéa protein IMI. Sang ché nay d& cap dén cac phuong
phép san xuit cic cdy trong chiu thudc diét co, bang con dudng sinh san hitu tinh thong
thuong. Phuong phap bao gdm viéc cho ciy thir nhit ¢6 kha ning chéng chiu thube diét
cd lai chéo vé6i cly thir hai khong c6 kha ning chdng chiu thudc diét co. Cay trdng thi
nhét c6 thé 1a cay tréng bét ky chiu thudc diét co theo sang ché, bao gém, vi du, thuc vat
chuyén gen c6 chira it nhat mét polynucleotit theo sang ché ma héa protein IMI chiu
thudc diét co va cay lua khong duge chuyén gen chira cac dic tinh chéng chiu véi thudce
diét c6 clia cdy ltia c6 ma s6 truy nhap NCIMB 1a NCDVIB 41262. Cay trdng thit hai ¢6
thé 13 cy trong bat ky c6 kha ning tao ra cac cdy trong thudc thé hé sau c6 thé tdn tai doc
1ap (nghia 14 cac hat) khi dugc lai chéo v6i cay trong thir nhat. Dién hinh 13, nhung khong
nhét thiét cdy trdng thir nhit va ciy trdng thtr hai phai cing thudc mot gidng. Cac phuong
phap theo sang ché c6 thé bao gom thém mét hodc nhidu thé hé cua cac ciy trdng sinh ra
sau khi lai chéo 1an dau v6i mot cdy trong thudc cting dong hozic kiéu di truyén cia ci cay
tréng tht nhét va cay tréng thtr hai. Theo mot sy lua chon khac, thé hé cdy con sau lan lai
chéo thir nhit hoic cia bit ky 1an lai chéo bd sung nao déu c6 thé lai chéo véi cdy trong
thit ba thuc mot dong khac hodc kiéu di truyén khac so véi cdy trong thir nhit va cy
trong thir hai. Cac phuong phap theo sang ché ciing c6 thé lién quan dén viéc Iya chon cdy

trong c6 cac dac tinh chong chiu vdi thuoc diét co cla cay trong thir nhat.
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Séang ché nay ciing dé cap dén phuong phép ting cudng kha ning chdng chiu thube
di¢t c6 cua cay tréng, dac biét 1a cay lua c6 kha ning chéng chiu thudc diét co, thong qua
phuong phép sinh san hiru tinh. Cac phuong phap bao gdm cho cay trdng thir nht c6 kha
ning chdng chiu thudc diét co lai chéo véi cdy trong thtr hai c6 thé ¢6 hodc khong c6 kha
ning chéng chiu thuéc diét c6 hodc c6 thé chiu duoc loai thudc diét cd hoic cac loai thudc
diét c6 khic so v&i cy tréng thir nhit. Cay trong tht nhét c6 thé 14 cdy trong chiu thudce
diét co bat ky theo sang ché nay, bao g?)m, vi du, thuc vat chuyén gen bao gém it nhit mot
trong cac axit nucleic IMI theo sdng ché mé hoéa protein DVII va céc cdy lta khong dugce
chuyén gen c6 chita cac dic tinh bdo hoa véi thude diét co cua cay laa c6 sd truy nhép
NCIMB 1a NCIMB 41262. Ciy trong thir hai c6 thé 13 cly trong bét ki c6 thé san xuét
duge cac ciy con c6 kha ning c6 thé tdn tai doc 13p (nghia 1a cac hat) khi dugc lai chéo
v6i cdy trong thir nhit. Dién hinh 13, nhung khong nhét thiét, cay trdng thi nhat va ciy
trong thir hai phai thudc cing mot gibng. Cay trdng thudc hé sau dwoc san xuit bang
phuong phép theo sdng ché nay c6 kha ning chiu dung ting cudng hon ddi véi thude diét
c6 khi so sdnh véi cdy tréng thir nhit hodc cay trong thi hai hodc ca hai. Khi cdy trong
thtr nhat va cay tréng thtt hai chiu duge cac thude diét co khac nhau, thé hé cay con lai s&
c6 ca hai dic tinh chiu thudc diét co cua ca cay tréng thr nhit va cay tréng thtr hai.
Phuong phép clia sang ché ciing lién quan dén mot hodc nhiéu thé hé ciy con lai sau lan
lai thir nhit véi cy trdng ciing dong hoic cung kiéu di truyén ciia ca cdy trdng thir nhat
hoic cdy trong thtr hai. Theo mot su lua chon khéc, ciy con sau l4n lai chéo thit nhét hoac
bat ky 1an lai chéo bd sung nao déu cé thé lai tao véi cdy trong thtr ba thudc dong khéc
hoic kiéu di truyén khac so v6i cdy trdng thir nhét va cdy trdng thtt hai. Cac phuong phap
theo sdng ché nay con lién quan dén viéc lua chon cac cdy tréng c6 chira dic tinh chéng
chiu véi thude diét cd cua cay trong thit nhit hodc cua ca cdy trong thir nhit va ciy trong
thtt hai. Céc cdy trong theo sang ché nay c6 thé 1a cdy chuyén gen hoic ciy khong dugc
chuyén gen. Vi du v& cy lua khong duge chuyén gen c¢6 kha ning chiu dung tdng cudng
d6i véi imidazolinon 1a cay lia (IMINTA 16) c6 ma s truy nhip NCIMB 12 NCDVIB
41262; hoic mét dan xuét dot bién, tai td hop hoic di duge bién nap gen cua cay tréng co
mi s6 truy nhp NCDVIB 12 NCDVIB 41262; hoic bt ky cdy trdng thude hé tiép theo
nio clia cdy trong c6 ma sb truy nhip NCDVIB 1a NCDVIB 41262; hoic cdy trong thudce
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thé hé tiép theo ctia bat ky loai nao trong sd cac cay tréng nay; hoic cay tréng c6 chira dic
tinh chdng chiu v&i thude diét c6 c6 ma sb truy nhap NCDVIB 12 NCDVIB 41262.

Sang ché nay cling d& cap dén cac cdy trong, bd phén ctia cdy trong, mé thuc vat,
té bao thuc vat, hat gidng va céc té bao chu khong phai ctia nguoi duge bién nap véi it
nhét mot phan tir polynucleotit, catxet biéu hién hoic vecto bién nap theo sang ché. Cac
cay tréng, bd phan cay tréng, mo thuc vat, t€ bao thuc vat, hat giéng hoic cac té bao chu
khong phai cua ngudi duge bién nap nay déu c6 kha ning chéng chiu hodc chiu dung tang
cuong dbi véi it nhit mot loai thude diét c6 & mot mirc do ma s& giét chét hoic e ché su
sinh truong cla cac cdy tréng, bd phan cay tréng, mo thuc vat, t€ bao thuc vat, hat giéng
chua dugc bién nap mét cach twong tg. Tt hon 13, cac cy trdng, bd phén cy trdng, mo
thue vat, té bao thuc vat, hat giéng theo sang ché nay thudc giéng Arabidopsis thaliana va
céc cdy trong theo mua vu. Sang ché nay dé cép dén cac phuong phap lién quan dén viée
sit dung it nhit mét loai thudc diét cé e ché AHAS tr nhém bao gdm thudc diét co
imidazolinon, thudc diét co sulfonylurea, thudc diét co triazolopyrimidin, thudc diét ¢6
pyrimidinyloxybenzoat, thudc diét co sulfonylamino-carbonyltriazolinon, va cac hdn hop
cta chiing. Trong cac phuong phép nay, thudc diét co trc ché AHAS ¢6 thé duge st dung
theo bit ky phwong phép ndo da duogc biét dén trong linh vuc k¥ thuat, bao gdm, nhung
khong han ché d6i v6i vige xtr Iy hat gidng, xir ly dat trong va xir Iy 14.

Truédce khi st dung, thube diét cd trc ché AHAS c6 thé duoc chuyén thanh céac dang
hop phén thong thudng, vi du cic dung dich, nhii twong, huyén phd, bui, bot, bdt nhdo va
cac hat. Hinh thtrc st dung phy thudc vao muc dich sir dung cu thé, trong moi trudong hop,
can phai dam bao phéan b déu cac hop chét theo sang ché.

Céc hop phén duoc didu ché theo cac cach da biét (tham khdo, vi du, tai liéu sang
ché US 3060084, EP-A 707 445 (hodc céc thé c6 dic 1ong), Browning, "Agglomeration",
Chemical Engineering, Dec. 4, 1967, 147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, tip
4., McGraw-Hill, New York, 1963, cac trang tir 8-57 va twong tw. WO 91/13546, US
4172714, US 4144050, US 3920442, US 5180587, US 5232701, US 5208030, GB
2095558, US 3299566, Klingman, Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc.,
New York, 1961, Hance va céc d@)ng tac gid, Weed Control Handbook, tip 8, Blackwell

Scientific Publications, Oxford, 1989 va Mollet, H., Grubemann, A., Formulation
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technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Germany), 2001, 2. D. A. Knowles,
Chemistry and Technology of Agrochemical Formulations, Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht, 1998 (ISBN 0-7514-0443-8), vi du bang cach pha loing cic hop chét hoat tinh
bing céc chat phu gia phit hop d6i v&i cac hop phan héa nong nhu 13 dung méi va/hodc
cac chit mang, néu mudn chat nhii héa, chit hoat dong bé mit, chit bao quan, chat chéng
tao bot, chat chdng déng, dbi v6i cac hop phan xir Iy hat gidng, tuy v, c6 thé con c6 chét
tao mau va/hodc chat két dinh va/hodc chét tao gel.

Vi du vé cac dung méi phit hop 1 nude, dung méi thom (vi du cic san phim
Solvesso, xylen), paraffin (vi du chiét diu khoéang), rugu (vi du ruou metanol, butanol,
pentanol, benzyl), keton (vi du xyclohexanon, gamma-butyrolacton), pyrolidon (NMP,
NOP), axetat (glycol diaxetat), glycol, dimetylamit cta axit béo, axit béo va cac este ciia
axit béo. Theo nguyén tic, hdn hop dung méi ciing c¢6 thé st dung duoc.

Vi du vé cac chit mang phi hop 13 chéat khodng tw nhién trong dét (vi dy, cao lanh,
dat sét, da talc, d4 phan) va chat khoang tong hop trong dat (nhu 1a silic dioxit phén tan
cao, silicat).

Céc chit nhii héa phit hop 13 cac chit nhii héa khéng ion va chit nhii hoa c6 chira
anion (vi du ete cta rugu béo polyoxyetylen, alkylsulfonat va arylsulfonat).

Vi du v& chit phan tan 12 phan nude thai chira lignin-sulfit va metylxenluloza.

Céac chit hoat dong bé mit phu hop la kim loai kiém, kim loai kiém thd va cac
mudi amoni cia axit lignosulfonic, axit naphtalensulfonic, axit phenolsulfonic, axit
dibutylnaphtalensulfonic, alkylarylsulfonat, alkyl sulfat, alkylsulfonat, c4c sulfat ctia rugu
béo, céac axit béo va céc ete glycol cia rugu béo duoc sulfat hda, hon nita céc thé co dic
ctia naphtalen duoc sulfat héa va cac dan XuAt naphtalen v6i formaldehyt, thé co dic cia
naphtalen hodc axit naphtalensulfonic v&i phenol va formaldehyt, ete cia polyoxyetylen
octylphenol, isooctylphenol dugc etoxy hda, octylphenol, nonylphenol, cac ete cua
alkylphenol polyglycol, c4c ete cta tributylphenyl polyglycol, cac ete cua tristearylphenyl
polyglycol, rwou alkylaryl polyete, rugu va thé ¢é dic oxit etylen rugu béo, diu thiu dau
dugc etoxy hoa, ete cia polyoxyetylen alkyl, polyoxypropylene dugc etoxy hoa, axetal
ete clia ruou lauryl, este sorbitol, nude thai lignosulfit va metylxenluloza. Cac chit phu

hop dé diéu ché dung dich phun truc tiép, nhii trong, bot nhio hoic thé phan tan trong
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dau 1a chiét diu khoang & nhiét d6 sbi tir trung binh dén cao, nhu 12 dAu diezel hodc diu
Itra, ngoai ra con dau than hic in, diu c6 nguén géc thuc vat hodc ddng vat, hydro cacbon
béo, vong va thom, vi du nhu toluen, xylen, parafin, tetrahydronaphtalen, naphtalen dugc
alkyl hoa hoic cac din xuét cia ching, metanol, etanol, propanol, butanol, xyclohexanol,
xyclohexanon, isophoron, hoic dung moéi phan cyc cao, vi du dimetyl sulfoxit, N-
metylpyrolidon hodc nudc.

Ngoai ra con cac chét chéng déng nhu glyxerin, etylen glycol, propylen glycol va
cac thube diét khuén ciing c6 thé duge cho thém vao hop phan.

Céc chat chdng tao bot nhw 14 cac chit chéng tao bot c6 thanh phﬁn 1a silicon hodc
magie stearat. Cic chit bao quan pht hop vi du nhu Ia diclorophen va
enzylalkoholhemiformal.

Cac hop phan xir Iy hat giéng cling ¢6 thé chira thém chét két dinh va tuy ¥ c6 thé
thém chét tao mau.

Céc chat két dinh c6 thé duge cho thém vao dé 1am tdng d¢ dinh ctia nguyén liéu
hoat tinh trén hat gidng sau khi xir . Cac chét két dinh phu hop 14 cac chit hoat dong bé
mit EO/PO copolyme khdi nhung ciing c6 thé 1a rwou polyvinyl, polyvinylpyrolidon,
polyacrylat, polymetacrylat, polybuten, polyisobutylen, polystyren, polyetylenamin,
polyetylenamit, polyetylenimin  (Lupasol®, Polymin®), polyete, polyuretan,
polyvinylaxetat, tyloza va cdc copolyme dugc phat sinh tir cic polyme nay. Tuy ¥, cac
chit tao mau cling c¢6 thé c6 mit trong hop phan. Cac chit tao mau hoic thudc nhudm phu
hop cho cac hop phan xir ly hat gidng 13 thudc nhuém dé Rhodamin B, C.I. 112, dung
mdi dé C.I 1, thudc nhudém mau xanh duong 15:4, thudc nhuém mau xanh duong 15:3,
thudc nhuém mau xanh duong 15:2, thudc nhudm mau xanh duong 15:1, thube nhudm
mau xanh dwong 80, thuéc nhudém mau vang 1, thudc nhuém mau vang 13, thudc nhudm
mau dé 112, thuéc nhuém mau d6 48:2, thudc nhudm mau do 48:1, thuc nhuém mau dé
57:1, thudc nhudém mau dé 53:1, thudc nhuém mau cam 43, thuéc nhudém mau cam 34,
thudc nhudém mau cam 5, thude nhuém mau xanh 14 ciy 36, thudc nhudm mau xanh 14
cay 7, thudc nhuém mau tréng 6, thudc nhuém mau nau 25, tim bazo 10, tim bazo 49, axit
do 51, axit d6 52, axit do6 14, axit xanh 9, axit vang 23, d6 bazo 10, dé bazo 108.

Vi du vé chét tao gel phi hop 1a carrageen (Satiagel®).
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Bot, vat liéu dé ric, cic san phidm c6 thé phun bui dugc didu ché bang céach tron
hodc nghién min cac chét hoat tinh v&i chét mang rén.

Cat hat, vi du cac hat dugc bao, cic hat duge thim hodc cac hat twong duong co
thé dugc diéu ché béng cach két dinh céac hop chét hoat tinh v&i cc chét mang ran. Vi du
vé céc chat mang rn 1 dat khoang nhu silica gel, silicat, d4 talc, cao lanh, dét sét tao, da
voi, voi, da phén, than cay, hoang thd, dit sét, dolomit, dat c6 nhidu tao cat, canxi sulfat,
magie sulfat, magie oxit, nguyén liéu d4t téng hop, phan bon nhu 13, vi du, amoni sulfat,
amoni photphat, amoni nitrat, uré, va cic san pham c6 ngudn géc thuc vét, nhu 12 bdt ngli
cbe, bot vo ciy, bot gb va bot vo hach, bt xenluloza va cac chit mang ran khéc.

Thong thudng, hop phan chira tir 0,01 dén 95% trong luong, tot hon 13 ndm trong
khoang tlr 0,1 dén 90% trong lwong chét diét c6 e ché AHAS. Trong truong hop nay, cac
chét diét co e ché AHAS dugc sir dung v6i do tinh khiét nim trong khoang tir 90% dén
100% trong lwong, tot hon 1 nim trong khoang tir 95% dén 100% trong lugng (theo phd
NMR). Bé xir Iy hat gidng, cac hop phin tuong Gng c6 thé dugc pha lodng tir 2 dén 10 lan
dén ndng d6 trong ché phdm da sin sang dé st dung 14 nim trong khoang tir 0,01 dén 6%
trong lugng chit hoat tinh, t5t hon 14 ndm trong khoang tir 0,1 dén 40% trong luong.
Thubc diét ¢6 e ché AHAS c6 thé dugce st dung du6i dang céc hop phan cia ching hodc
dang st dung dugc diéu ché tir do, vi du & dang dung dich phun truc tiép, bot, huyén phu
hodc thé phan tan, nhii tuong, dau phén tan, bt nhao, san phém c6 thé réc bui, nguyén
li¢u dé phan tan hoic hat bing cach phun, tdn nho, phun bui, phan tan hogic twéi. Cac dang
str dung phu thudc hoan toan vao muc dich sir dung; diéu nay dé dam bao phén tan dong
déu nhit dén murc ¢6 thé thude diét c6 trc ché AHAS theo mdi trudng hop theo mdi sang

7
A

che.

Céc hinh thtce st dung dang 1ong ¢ thé dugc diéu ché tir nhit twong c6 ddc, bot
nhdo hodc bot ¢6 thé thdm w6t (bot ¢ thé phun dwoc, dau phan tan) bing cach cho thém
nude. Pé didu ché nhii twong, bot nhio hoic thé phén tan dau, cac chit, hodc dugc pha
trong dau hoic trong dung méi c6 thé dugce ddng nhit bang thiét bi lam 4m, chét lam két
dinh, thé phan tan hodc chat nhii héa va, néu phi hop, dung mdi hodc dau va thé co dic

nhur vy 13 phi hop dé pha véi nuée.
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Nong d6 chat hoat tinh trong cac hop phin di sin sang dé st dung c6 thé duoc
thay dbi trong mot khoang rat rong. Thong thuong, nong do chit hoat tinh ndm trong
khoang tir 0,0001 dén 10%, t6t hon 14 nim trong khoang tir 0,01 dén 1% trong lugng.

Thube diét cé &rc ché AHAS ciing c¢6 thé dwoc sit dung thanh cong trong quy trinh
dung lwong cuc thip (ULV), cling ¢6 thé phun cac hop phﬁn chtra trén 95% trong lugng
hop chét hoat tinh, hoic thdm chi phun hop chit hoat tinh ma khong c6 chit phu gia.

Sau ddy 14 c4c vi du vé cac hop phin:

1. Cac san phadm dé pha long v6i nudc dé phun 1én 14. P8 xir Iy hat gidng, cac san
phdm nay c¢6 thé phun 1én hat khi pha loang hodc khong pa lodng.

A) Thé ¢6 dic c6 thé hoa tan trong nudce (SL, LS)

Mudi phin trong lugng thube diét ¢ te ché AHAS dwoc hoa tan véi 90 phan
trong lugng nude hodc dung méi hoa tan trong nuéc. Theo mot su lwa chon khéc, chét
lam w6t hodc cac phu gia khac ¢ thé duge cho thém vao. Thude diét cé tc ché AHAS
duge pha cho dén khi hoa tan véi nude, bang cach d6 thu duge hdn hop ¢6 ndng d6 10%
trong lwong thude diét ¢ e ché AHAS.

B) Thé ¢ dic c6 thé phan tan duge (DC)

Hai muoi phan trong luong thudc diét ¢6 (e ché AHAS duoc hoa tan véi 70 phan
trong lugng xyclohexanon thém véi 10 phan trong luwong chét 1am phén tan, vi du nhu
polyvinylpyrolidon. Pha véi nuéc, bang cach d6 thu duge hop phan chta 20% trong
lwong thude diét co e ché AHAS.

C) Thé cb dic c6 thé nhii hoa (EC)

Mudi 1im phan trong lvong thude diét c6 te ché AHAS duoc pha v6i 7 phan trong
lugng xylen thém canxi dodexylbenzenesulfonat va dau thdu dau dugc etoxy hoa (trong
mdi trudng hop 14 5 phéan trong lwong). Pha véi nude tao ra mdt nhil tuong, bang cach d6
thu dugc mét hop phén chira 15% trong luong thudc diét c6 rc ché AHAS.

D) Nhii twvong (EW, EO, ES)

Hai muoi phan trong Iugng thudc diét ¢6 Gc ché AHAS duogc hoa tan véi 35 phan
trong luong xylen cdng véi canxi dodexylbenzenesulfonat va dau thau diu etoxy hoa
(trong mdi tredng hop 12 5 phan trong lwong). Hon hop nay dwogc cho vao 30 phan trong

lugng nudc bang may tao nhii (vi du Ultraturrax) va sau d6 dugc dwa vao mot nhii tuong
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dong nhit. Pha v6i nuée thu duge mét nhii twong, bang cach d6 thu dugc hop phén chira
25% trong luong thubc diét co ac ché AHAS.

E) Huyén phu (SC, OD, FS)

Trong mdt may nghién hat khudy, 20 phin trong lwong thudc diét co e ché AHAS
duge tin nhé va thém mudi phin trong lwong chét phéan tan, chit 1am wét va 70 ph?ln
trong lwong nude hodc dung mdi hitu co, thu duge mot huyén phu diét c6 e ché AHAS
min. Pha v6i nuéce tao ra mot nhii twong 6n dinh cia thude diét c¢6 rc ché AHAS, bé‘mg
cach d6 thu dugc mot hop phﬁn chtra 20% trong lwong thude diét co e ché AHAS.

F) Hat phén tan trong nuéc va hat hoa tan trong nuée (WG, SG)

Nam muoi phﬁn trong lugng thudc diét co ac ché AHAS duoc nghién min, thém
vao 50 phan trong lugng chét phan tan va chit 1am w6t va duge tao thanh cac hat phén tan
trong nude hodc hoa tan trong nude bing cac thiét bi k§ thuét (vi du dun, phun thap, nén
hoa long). Hoa tan véi nude thu dwge mot chit phan tan én dinh hoic dung dich thudc
diét cé rc ché AHAS, bing cach d6 thu duoc hop phén chira 50% trong lwong thude diét
cd trc ché AHAS.

G) Bot phén tan trong nude va bot hoa tan trong nude (WP, SP, SS, WS).

Hai muoi ldm phan trong lwong thube diét c6 te ché AHAS duge nghién min trong
mdt may nghién roto tinh, thém vao 25 phan trong lwong chit phan tan, chit 1am w6t va
silica gel. Pha v6i nude thu duge mot chat phan tan 6n dinh va huyén phu 6n dinh hozic
dung dich thudc diét cé we ché AHAS, bing cach d6 thu duge hop phan chira 75% trong
lwong thude diét c6 e ché AHAS.

I) Hop phén gel (GF)

Trong mot méy nghién hat khudy, 20 phan trong lwong thude diét c6 e ché AHAS
duoc nghién nhd, thém 10 phﬁn trong luong chét phan tan, mot phﬁn trong lugng chét 1am
uét, chét tao gel va 70 phﬁn trong lugng nude hodc dung modi hitu co thu duge mot huyén
phu thudc diét co Gtc ché AHAS min. Pha véi nudce thu duge mot huyén phu én dinh cua
thudc diét co e ché AHAS, béng cach d6 thu dugc mot hop phﬁn chtra 20% trong luong
thude diét ¢ tc ché AHAS. Hop phén gel nay 6n dinh dé xt Iy hat gidng.

2. Céc san pham duoc str dung khong pha ding dé xt ly 14 cay. Pé xtt Iy hat gidng,

cac san pham nay c6 thé dwoc ap dung 1én céc hat dugc pha logng.
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A) Céc bdt phun bui duge (DP, DS)

Nam phﬁn trong lugng thudc diét cé te ché AHAS duoc nghién min va duge tron
k§ v6i 95 phéan trong lwong cao lanh dugc chia ddu. Qua do, thu duge mot san phim c6
thé phun bui dwgc chira 5% trong lwong thudc diét c6 e ché AHAS.

B) Céc hat (GR, FG, GG, MG)

Mot phan hai trong Iwong thudc diét ¢ (e ché AHAS duge nghién min va két hop
vai 95,5 phe‘“ln trong luong chét mang, béng cach do thu dugc mdt hop phﬁn chira 0,5%
thude diét co Gc ché AHAS. Cac phuong phép hién tai 13 dun, phun khé hogic nén hoéa
16ng. Qua d6, c6 thé thu duoc cac hat ding ngay khong can pha lodng dé phun trén 14.

Cac hop phan xir Iy hat gidng théng thudng bao gdm vi du thé ¢b dic FS co thé
chay duoc, dung dich LS, bot dé xu ly khé DS, bt phan tan dugc trong nude dé xur ly
bun WS, bot c6 thé hoa tan trong nuée SS va nhii tuong ES va EC va hop phan gel GF.
Cac hop phan nay c6 thé phun 1én hat giéng pha lodng hoic khong dugc pha lodng. Viéc
phun 1én hat c¢6 thé duogc tién hanh trude khi gieo, hoic ¢6 thé phun Ién truc tiép 1€n hat
gibng.

Theo mét phuong 4n duge wu tién, hop phan FS duge st dung dé xir 1y hat gidng.
Dién hinh 13, hop phan FS c6 thé bao gdm tir 1-800 g/1 thanh phan hoat tinh, 1-200 g/1
chét hoat dong bé mit, 0 dén 200 g/1 chét chéng dong, 0 dén 400 g/1 chét két dinh, 0 dén
200 g/1 thuée nhudém va dén 1 lit dung moéi, tt hon 14 nude.

Sang ché nay d& cap dén cac hat giéng khong duogc chuyén gen va cic hat giéng
duge chuyén gen cua cdy trong chiu thude diét ¢ theo sang ché. Cac hat gidng nay bao
gdm, vi du, cic hat gidng khéng duge chuyén gen c6 chira cac dic tinh chdng chiu vé6i
thudc diét co ciia cdy tréng c6 s6 truy nhap NCBVIB 1a NCIMB 41262, va cac hat giéng
duge chuyén gen c6 chira phén tir polynucleotit theo sang ché ma héa protein IMI.

Dé xtr ly hat gidng, cac hat giéng cta ciy tréng chiu thude diét c6 theo sang ché
nay duogc xu ly béng thube diét co, tot hon 1a cac thude diét co dugc chon tir nhém bao
gém thude diét co e ché AHAS nhu 1a amidosulfuron, azimsulfuron, bensulfuron,
clorimuron, clorsulfuron, xinosulfuron, xyclosulfamuron, etametsulfuron, etoxysulfuron,
flazasulfuron, flupyrsulfuron, foramsulfuron, halosulfuron, imazosulfuron, iodosulfuron,

mesosulfuron, metsulfuron, nicosulfuron, oxasulfuron, primisulfuron, prosulfuron,
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pyrazosulfuron, rimsulfuron, sulfometuron, sulfosulfuron, thifensulfuron, triasulfuron,
tribenuron, trifloxysulfuron, triflusulfuron, tritosulfuron, imazametabenz, imazamox,
imazapic, imazapyr, imazaquin, imazethapyr, cloransulam, diclosulam, florasulam,
flumetsulam, metosulam, penoxsulam, bispyribac, pyriminobac, propoxycarbazon,
flucarbazon, pyribenzoxim, pyriftalit, pyrithiobac, va c4c hdn hop cta ching hodc véi
mét hop phan c6 chira thude diét cé irc ché AHAS.

Thuét ngit xir Iy hat giéng bao gém tit ca cac k¥ thuat xi 1y hat giéng phi hop da
duoc biét dén trong linh vuc k¥ thuat, nhu 1a bao hat, boc hat, phun bui 1én hat, ngdm hat
va vé hat. Theo mot phurong 4n clia sdng ché ndy, sang ché nay dé cap dén phwong phap
xir ly dét trdng bang cach st dung, cu thé 13 15 gieo hat: bing hop phin hat ¢6 chira thude
diét co trc ché AHAS nhu ché pham/hop phin (vi du, hop phan hat, theo lwa chon gdm
mot hodc nhidu chat mang chép nhén trong ndéng nghiép rén hoic long, va/hodc theo Iwa
chon gdbm mét hodc nhidu chat hoat dong bé mit chip nhén trong ndng nghiép). Cac k§
thudt nay rat thuan tién khi st dung, vi du, dbi voi nén dat gieo hat cho ngii cdc, ngo,
bong va hoa hudéng duong.

Sang ché nay ciing dé cip dén cac hat duge bao v6i hodc chira hop phan xir Iy hat
giéng bao gom it nhit mét thubc diét c6 e ché AHAS tir nhém bao gdém amidosulfuron,
azimsulfuron, bensulfuron, clorimuron, clorsulfuron, xinosulfuron, xyclosulfamuron,
ethametsulfuron,  etoxysulfuron, flazasulfuron, flupyrsulfuron, foramsulfuron,
halosulfuron, imazosulfuron, iodosulfuron, mesosulfuron, metsulfuron, nicosulfuron,
oxasulfuron, primisulfuron, prosulfuron, pyrazosulfuron, rimsulfuron, sulfometuron,
sulfosulfuron, thifensulfuron, triasulfuron, tribenuron, trifloxysulfuron, triflusulfuron,
tritosulfuron, imazamethabenz, imazamox, imazapic, imazapyr, imazaquin, imazethapyr,
cloransulam, diclosulam, florasulam, flumetsulam, metosulam, penoxsulam, bispyribac,
pyriminobac, propoxycarbazon, flucarbazon, pyribenzoxim, pyriftalit va pyrithiobac.
Thuat ngit hat gidng bao gdm cac hat gidng va cdy non cia tit ca cic loai nhung khong
han ché dbi v6i hat thuc, manh hat, chdi, than cd, ct, qua, hat cing, canh gidm, cét chdi
non va tuong tu va céc vat li€u trong phuong &n wu tién la hat thuc.

Thuét ngit “duge bao véi va/hoic bao gdbm" thudng bidu thi cac thanh phin hoat

tinh cho hau hét cdc phan trén bé mat cia san pham dwgc nhan giong tai thoi di€ém s

58



44553 59/102

dung, mic du phan 16n hon hodc it hon cta thanh phan c6 thé thim qua san phém dugc
nhén gidng, tuy thudc vao phuong phap sir dung. Khi san phdm nhan gidng duge trong,
n6 ¢6 thé hip thu thanh phan hoat tinh.

Viée phun xir 1y hat gidng bang thudc diét c6 rc ché AHAS hoic bing hop phén
chira thude diét c¢6 tc ché AHAS dugc thuc hién bﬁng cach phun, phun bui [én hat truée
khi trong cdy va trude khi ciy nay mam.

Khi xtr 1y hat gidng, cac hop phan twong tng dwoc phun 18n hat gibng véi mot
lwong thudc diét co e ché AHAS hodc mot lugng hop phan chira thude diét co e ché
AHAS hitu hiéu. O diy, mirc d st dung thuong nim trong khoang tir 0,1g dén 10kg a.i
(hodc hdn hop a.i hodc hop phan) trén 100kg hat gidng, tot hon 1a tir 1kg dén Skg trén
100kg hat gidng, dic biét 13 ndm trong khoang tir 1g dén 2,5kg trén 100kg hat gidng. Pbi
v6i mot s loai cAy ngin ngay nhu 14 cdy rau diép, lidu luong st dung c6 thé 13 cao hon.

Sang ché nay d& cap dén phwong phap phong trir cic loai rau khong mong mudn
hodc phong trir co dai bang cach phun 1én hat giéng cta cdy trdng chiu thude diét co theo
sang ché nay trudc khi gieo hat va/hodc sau khi hat nay maim v&i mot luong thubc diét co
trc ché AHAS. Phuong phap nay con bao gdm viée gieo hat gidng, vi du, 1én dét trdng &
mdt viing hoic trong céc lo trdng cdy trong nha kinh. Phuong phap nay c6 thé ung dung
dé diét trir cac loai rau khong mong mudn hoic diét trir ¢é dai trong céc viung lan cén
trung gian cta hat gidng.

Viéc phong trir cac loai rau khéng mong muén duge hibu 1a viéc diét cac loai co
dai va/hodc kim hdm hodc tc ché qué trinh sinh truong binh thuong cia c6 dai. Co dai,
theo nghia rong nhét, duoc hiéu 13 tit ca cac loai thuc vat moc & nhing noi ma ching
khong dwge mong mudn.

Cé dai theo sang ché niy bao gém, vi dy, cac loai c6 dai hai 14 mam va mot 14
mam. C6 dai hai 14 mam bao gdm, nhung khong han ché, cac loai co dai thudc gidng:
Sinapis, Lepidium, Galium, Stellaria, Matricaria, Anthemis, Galinsoga, Chenopodium,
Urtica, Senecio, Amaranthus, Portulaca, Xanthium, Convolvulus, Ipomoea, Polygonum,
Sesbania, Ambrosia, Cirsium, Carduus, Sonchus, Solanum, Rorippa, Rotala, Lindernia,
Lamium, Veronica, Abutilon, Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea,

Trifolium, Ranunculus, va Taraxacum. Cé dai mdt mam bao gdm, nhung khong han ché,
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cac loai co dai thudc cac giéng: Echinochloa, Setaria, Panicum, Digitaria, Phleum, Poa,
Festuca, Eleusine, Brachiaria, Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorghum, Agropyron,
Cynodon, Monochoria, Fimbristyslis, Sagittaria, Eleocharis, Scirpus, Paspalum,
Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecurus, va Apera.

Thém vao do, cé dai theo sang ché nay co thé bao gém, vi du, céc cay tréng theo
mua vy moc & nhitng noi ma chiing khong duge mong mudn, Vi du, ngd moc hoang &
nhitng noi trong dau tuong 13 chi yéu ¢6 thé duoc coi 1a ¢ dai néu nhur ciy ngd khong
dwoc mong mudn & nhiing noi trdng dau twong.

Don vi tir “m6t” ding dé chi mot hogc nhiéu (vi du, it nhit 13 mét) vi ngit cta dbi
twong duoc chi. Vi du, “m6t nhan t5” nghia 14 mot hodc nhiéu nhan t5. Nhu dugce st dung
¢ day, thuat ngir “bao gém” hoic céc bién thé cia n6 nhu “gém” hoidc “chtra” dugc hiéu
12 4m chi sy bao ham nhén t8, don vi hodc buéde ho#ic nhém céc nhan t6, cac don vi hoac
céc budc duge néu nhung khong loai trir bat ky nhan td, don vi hoac budc, hodc nhom cac
nhan t6, cac don vi hodc cac budce khac.

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau day dung d& minh hoa nhung khong nhdm muc dich han ché pham vi
boc 16 ciia sang ché.

Vi du 1: Viéc san xuit dong cay lua chéng chiu thudc diét ¢6 imidazolinon:

AHASL 1a nhin ma héa enzym va gen cua né, trong cac giéng khac, di duoc sip
xép trong dang hoang dai hodc cac dang khéc biéu thi phan dot bién lam phat sinh kha
ning chiu dugc cac thude diét c6 sulfonylurea va imidazolion. D& san xuit cac cay lua véi
enzym AHAS chiu thudc diét c6, cac hat giéng lta gao dugce xur ly béng cac dot bién gen
héa hoc nhim dé tao ra céc thay ddi nho trong phin hoat tinh tuwong tac véi thube diét co
nhim dé chéng lai su trc ché. Cac gidng Ita gao hang diu va céac dong lda gao wu tu duoc
Iwa chon dé tao ra cac dot bién méi c'lé kha ning chiu dugc hau hét cac imidazolion hoat
tinh trong sinh chit phéi tt. Strc ép Iya chon phu thudc vao kha ning chéng choi ciia cy
trong & giai doan bén 14 ddi v6i hai trong s6 hau hét cac thude diét c6 imidazolion duogc
phun cting lic d6i v6i vai thé hé cho dén khi thu duge dong ddng hop tir ¢6 kha ning chiu
dung ting cudng. Céac dong lda gao chiu thudc diét cé imidazolion duge sin xuét nhu

dugc mo ta dudi day:
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Vao vu cubi mia xuan clia mia sinh truéng sé 1, hai miu hat gibng (mdi miu
600g) ctia cdy lua dong IRGA 417 dugc xir Iy bang dung dich l6ng 0,001 M natri azit &
do pH 3 (dém phosphat 0,067M). Viéc xt ly nay duoc thuc hién bing cach ngim mbi
mau hat giéng vao hai lit natri azit, khudy én dinh trong vong 18 gio, ¢ nhiét dd trong
phong. Sau khi xur ly, cac hat gidng dwoc gifi qua trong thung nudc va, sau dd, ching
duoc quat kho mot phan trén cac to gidy thAm dé hat hoi Am tir bé mit hat gidng. Sau do,
cac hat di dugc xtr ly duge gieo truc tiép trong khu vue vudon wom & Concepcion del
Uruguay, E.R., Argentina.

Céc hat gidng da duoc xir ly (M) va céc hat gibng d6i chimg chwa duoc xir ly cia
cay lua giéng IRGA 417 duogc gieo tréng trong khu vie vuon wom véi mat do 50 cay trén
mdt mét vudng. Cic ciy trdng sau d6 dugc sinh trudng trong didu kién ngdp nuée cho
dén khi truéng thanh (46 4m ciia hat Ida 1a 26%) va cac khéi dugc thu hoach. Céc hat
(Ma) clia cy trong duge thu gom lai va duge siy kho trong ma sy déi luu trong vong 14
gio ¢ nhiét do 45°C. Ching duoc bio quan trong thung kin cho dén vy mua tiép theo.

Vio vu cubi xuan clia mia gieo tréng s6 2, cac hat gidng M, duoc trong bang may
gieo hat thi nghiém ¢ trén cac khu vyc rong 16n véi mie d6 1a 50 kg/ha trong khu vuc
vuon vom ¢ Concepcion del Uruguay, E.R., Argentina. Mot khu vue 3ha duogc thiét lap
v6i 86 lwong cay xap xi 6 x 108 cdy Mz. IRGA 417 (loai hoang dai) ciing d dugc trong dé
lam dbi chirng. Toan bg khu vuc nay c6 stc ép lwa chon véi mdt hon hop cuia hai loai
thude diét cé imidazolinon. Ba dot phun tach bi¢t da duoc thuc hién véi may phun thuong
mai theo cac hudng khac nhau dé tranh céc khoang tréng va thu dugc viée xir ly 3X. Mot
luong tong 222 L/ha dugce phun & 50 psi, bang Teejets 8002 voi trong mdi lan phun. Mtc
d6 xtt ly IX 1a mot hon hop cta Arsenal® (Imazapir 75 cc a.i/ha) va Cadre® (Imazapic
24.85 cc a.i/ha) trong mdt dung dich nuéc véi chit hoat dong bé miit khong ion (Citowett)
6 mirc 0,25%. Viéc phun duoc thyc hién trén cdy lta & giai doan 4 14. Trong 7 ngay sau
khi xt ly khong c6 mua.

Viéc quan sat duogc thuc hién thuong xuyén dé kiém tra toan bd khu vuc duoc xur
Iy bang thudc trir sau. 90 ngdy sau khi xtt Iy bang thudc trir siu, céc c4 thé kiém tra dugc
danh déu va duoc chuyén vao tréng trong nha kinh dé nhan gidng v tinh va dé san xut

hat gidng. Tong s6 10 cé thé cay tréng dwoc dé sinh trudng va hat giéng duoc thu hodc va
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duoc siy khd & trong 16 hép trong vong 7 ngdy & nhiét d§ 50°C. Dung nhu dy doan,
khéng ciy trong ddi chitng nao (IRGA 417) sbng s6t duge sau khi xt Iy bang thubc diét
co.

Céc hat gidng (M) tir cac ciy trdng duoc lwa chon M, duge trdng & trong binh dat
trong didu kién nha kinh & Concepcion del Uruguay, E.R., Argentina trong su6t miia dong
ngay sau mua gieo trong tht hai. Viéc xit Iy 2X duoc thuc hién bing loai binh phun deo
lung duge chia thanh hai lan phun & mc IX clia Arsenal® (Imazapir 75 cc a.i/ha) va
Cadre® (Imazapic 24.85 cc a.i/ha) trong dung dich nu6c vé6i chat hoat dong bé mit khong
ion (Citowet) & muac 0,25%.

Céc chdi r8 tir nhiing ciy trdng chéng chiu véi thude diét ¢6 (vi du, ciy trong sdng
s6t sau khi phun thude diét c6) duoc dé sinh trudng cho dén khi truong thanh (46 4m cia
hat 12 26%) va dugc thu hoach bing tay. Céac hat gidng thu hoach duoc (Ma) dé tu do
khong xit Iy trong vong 7 ngay ¢ nhiét do 50°C va duge chuan bi cho mua gieo trdng tiép
theo. Cac hat tr hai loai cay tréng chiu thubc diét c6 duge bao quan riéng biét. Cac hat
duoc chuan bi cho viée gieo trdng bén ngoai vao cubi mua gieo trdng & Concepcion del
Uruguay, E.R., Argentina. Vao mua hé ctia mua gieo trong sd 3, cac hat gibng M cua cly
tréng chdng chiu voi thube digt c6 Ms duge néu trong IMINTA 16 dugc gieo trong véi
mat do 50 kg/ha. Viéc xir ly 2X cuia thude diét c6 imidazolion dugc thyue hién trén cay lta
& giai doan tir bén dén nim 14 v6i hai 1an phun & mirc IX cta Arsenal® (Imazapir 75 cc
a.i/ha) va Cadre® (Imazapic 24.85 cc a.i/ha) trong dung dich nuéc véi chit hoat dong bé
mét khong ion (Citowet) & mirc 0,25%. Khong c6 triéu chiing nhiém ddc nao duwoc phat
hién & cac cay trong thudc dong IMINTA 16. Khong mét loai cay trong c6 khac biét gen
kiéu dai (nghia 1a khéng chéng chiu véi thude diét c6) dugce quan sét va cic cay dong hop
ttr cao trong ndng nghiép va dong chiu thudc diét cé6 duge san xuit. Céc ca thé cdy trong
IMINTA 6 duoc chuyén sang trong trong nha kinh dé san xut hat gidng va cac hat gidng
(Ms) dugce thu hoach chdm hon mot nam.

Vi du: Céac dong cay lua chéng chiu thudc diét c6 imidazolion véi mot dot bién &
gen AHASLI

Gen ADN dugc phan 1ap riéng biét tir cac 14 ciia cic cdy trdng sinh trudng trong

nha kinh cta cdc cdy dong IMINTA 16 duoc md ta trong Vi du 1 trén ddy va gen
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AHASL1 dugc khuéch dai bang phuong phép phan irng mach polymeraza (PCR) sit dung
cac doan mdi nhu duoc md ta dudi day. San phdm thu duge cau viée khuéch dai PCR ca
thé duge sip xép bing cac phuong phap thong thuong.

Céc doan mdi dugc st dung dé PCR va giai trinh tw dugc thé hién trén Bang 1.
Céac doan mdi duge lwa chon thu cong thong qua viéc khédo sat cac trinh ty cia ciy lia d3
dwoc cong bd rong rdi d6i v6i Oryza sativa 'Kinmaze!, Oryza sativa japonica va Oryza
sativa indica. Cac doan mdi dugc léng xap xi 12 cir mdi 400-500bp doc theo xAap xi
2000bp cua gen AHAS. Mot vai doan mdi duge thiét ké cho mdi doan c6 d9 dai 500bp dé
tdi da hoa kha ning thanh coéng cua viéc khuéch dai. Khéng mét trong lwgng nao dugce dit
ra d6i véi cac ving bao thu khi lya chon cic doan mdi. Cac trinh ty mdi duge kiém tra
cho cic cdu tric kep téc va cac dime thong qua trang web
www.rnature.com/oligonucleotide.html. Do khong c6 intron ndo xuét hién trong gen
AHASLI, toan bo gen thé hién trinh ty ma hoa va do d6 duoc bao toan. Cac doan mdi
duoc thiét ké dé c6 lvong GC gan bang 50% va twong dwong vé&i nhiét dd néng chay, x4p
xi tir 54-58°C. Céc doan mdi dugc liét ké trong Bang 1 phan anh vi tri bazo bit dau chinh
xac theo céc trinh tu nucleotit AHASL1 di dugc cong b6 dbi v6i ciy laa (vi du, sb hidu
truy nhdp GenBank 1a AB049822). U1 36851 d& cap dén ving ndm nguge dong cta codon
khéi dau trong gen AHAS va duge thiét ké tir dong BAC (OSINBa0053B21), sb hiéu truy
nhép la AL731599.

Bang 1

Céc doan mdi dé khuéch dai PCR va giai trinh tw ADN ciia gen AHASL1 & gibng
lta IMINTA 16.

Tén Trinh tu tir 5° dén 3° Nhiét d6 | Luwong
doan noéng chay GC
mdi (°C) (%)
Cap 1
U136851 | GACATATGGGGCCCACTGT (SEQ ID sé: 4) 58,8 58
L1789 GTAGATTCATCGAGGTGTC (SEQ ID s8: 5) 54,5 47,4
Cap 2
U642* GTCCTTGATGTGGAGGACAT (SEQ ID sb: 6) 57,3 50
L1369 CATATTGCGGGTGGGATCTCT (SEQID s0: 7 57,3 50
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Céap 3
U1229 | GGGCTTGAATGCTCTGCTAC (SEQ ID sé: 8) 59,4 55
L1742 | CGGGTTGCCCAAGTATGTAT (SEQIDsb:9) | 57,3 50
Cap 4
U1633 | ACCTCCCTGTGAAGGTGATG (SEQIDsd: 10) | 59,4 55
1.2155% | AGGATTACCATGCCAAGCAC (SEQIDs4: 11) 57,3 50
Céc doan moi PCR va céc doan moi giai trinh tu khac
U037 CACCACCCACCATGGCTA (SEQ ID s: 12) 58,2 61,1
Ull4 GTAAGAACCACCAGCGAC (SEQ ID sé: 13) 56 55,6
U1109 | GTGGATAAGGCTGACCTGT (SEQ ID sb: 14) 56,7 52,6
U1166 | GGGAAAATTGAGGCTTTTGCA (SEQ ID sb: | 55,9 42,9
15)
L1299 | CTCATTGTGCCATGCACTAA (SEQID sb: 16) 55,3 45
U1721 | GCATACATACTTGGGAAC (SEQ ID s8: 17) 54 47
12054 | CATACCACTCTTTATGGGTC (SEQ ID sé: 18) 52 45

*U642 va L2155 ciing duge st dung nhu 1a mot cap PCR.

Khi ADN hé gen dugc khuéch dai PCR tir céc cdy con cua giéng lua IMINTA 16
duoc kiém tra, su thay d6i & mot bazo don (vi dy, viéc bién ddi tir C dén T) da dugc phat
hién & ving ma héa clia gen tao ra viéc thé axit amin & protein AHASLI & vi tri axit amin
179 tir Ala trong dong kiéu dai thanh Val trong dong IMINTA 16. Vi tri cla viéc thé nay
twong Gmg v&i vi tri 205 & protein AHASL cuia gidng cay cai xoong Arabidopsis thaliana
(xem bang 2 dudi ddy). Viéc thé Ala205Val & protein AHASL] & gidng cdy trdng
Arabidopsis thaliana d3 dugc biét 14 gitp cdy trdng biéu hién protein nay dé chdng chiu
vé6i cac thude diét co imidazolion.

Vi du 3: Céc protein AHASL1 chiu thudc diét ¢6 & cay laa

Sang ché nay d& cdp dén ca hai trinh tu nucleotit va axit amin cia cac polypeptit
AHASLI chiu thudc diét co6 & ciy la. Cay trdng chira cac polypeptit AHASL1 chiu
thube diét co da dwoc xac dinh tir trude, va mot sb luong vung bao thu cua cac polypeptit
AHASLI1 14 cic diém thé axit amin sinh ra kha ning chdng chiu thube diét cé nhuw da

dugc mo ta. Tham khdo, Devine va Eberlein (1997) "Physiological, biochemical and
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molecular aspects of herbicide resistance based on altered target sites". trong: Herbicide
Activity: Toxicology, Biochemistry and Molecular Biology, Roe va cac ddng tac gia.
(eds.), pp. 159-185, I0S Press, Amsterdam; va Devine va Shukla, (2000) Crop Protection
19:881-889.

Viéc sir dung céc phan tir polynucleotit AHASLI theo sang ché va cic phwong
phép @3 dugc nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat biét dén, mot khi c6
thé san xuét cc phan t polynucleotit m& hoéa céc polypeptit AHASLI chiu thudc diét cé
¢6 mot, hai, ba hodc nhiu viéc thé axit amin & cac diém duoc xac dinh trong céc ving
bao thu. Bang 2 thé hién cac ving dugc bao quan cua cac protein AHASL1, viéc thé axit
amin d& dugc biét dén 1a sinh ra kha ning chéng chiu thudc diét co trong cac vung bao
thu ndy va cdc axit amin twong tmg trong protein AHASL1 & ciy laa duge néu trong SEQ
ID s6: 2.

Béng 2
Viéc thé axit amin & trong cac vung bao thu cia cac polypeptit AHASL d3 dugc
biét dén 12 sinh ra kha niing chdng chiu thudc diét c6 va céc vi tri tuong duong ctia chiing

O cac polypeptit AHASLI cta cay lua.

Vung bao thu! Dot bién? Tham khao Vi tri axit amin
& céy lua
VFAUPGGASMEIHQALTRS® | Alaj, thanh Thr Bernasconi va Alags

cac dong tac gia’

Proi97 thanh Ala | Boutsalis va cac

dong tac gia’

Proi97 thanh Thr Guttieri va cac

dong tac gia®

Proi97 thanh His Guttieri va cac
AITGQVPRRMIGT? Proin!'?

dong tac gia’

Proi97 thanh Leu Guttieri va cac

dong tac gia®

Proig7; thanh Arg | Guttieri va cac

dong tac gias
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Proi97 thanh Ile

Guttieri va cac

dong tac gial

Proi97 thanh Gln

Guttieri va cac

dong tac gias

Proi97 thanh Ser

Guttieri va cac

dong tac gial

AFQETP?

Alazos thanh Asp

Hartnett va cac

dong tac gia®

Alayos thanh Valll

Simpson’

Alairg

QWED?

Trps74 thanh Leu

Bruniard!?

Boutsalis va cac

dong tc gia

Trpsas

IPSGG?

Sergss thanh Asn

Chang &
Duggleby!?

Sersss thanh Thr

Sersss thanh Phe

Lee va cac dong

tac gial’

Sere7

Cac vung bao thu tr Devine va Eberlein (1997) "Physiological, biochemical and

molecular aspects of herbicide resistance based on altered target sites". Trong: Herbicide

Activity: Toxicology, Biochemistry and Molecular Biology, Roe va cic dong tic gia

(eds.), pp. 159-185, 10S Press, Amsterdam va Devine va Shukla, (2000) Crop Protection

19:881-889.

?Céc axit amin twong Ung véi trinh tu axit amin cla polypeptit AHASL & gidng

cdy Arabidopsis thaliana AHASL.
3Protein AHASLI theo sang ché (SEQ ID s6: 2) ¢6 cing vung bdo tha.

“Bernasconi va cdc dong tac gia (1995) J Biol. Chem. 270(29):17381-17385.
SBoutsalis va cac dong tac 214 (1999) Pestic. ScL 55:507-516.

SGuttieri va cac ddng tac gia (1995) Weed Sci. 43:143-178.

"Guttieri va cac dong tac gia (1992) Weed Sci. 40:670-678.
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$Hartnett va cac dong tac gia (1990) "Herbicide-resistant plants carrying mutated
acetolactate synthase genes," hi: Managing Resistance to Agrochemicals: Fundamental
Research to Practical Strategies, Green va cic dong tac gia (eds.), American Chemical
Soc. Symp., Series No. 421, Washington, DC, USA

?Simpson (1998) Down to Earth 53(1):26-35.

%Bruniard (2001) Inheritance of imidazolinone resistance, characterization of
cross-resistance pattern, and identification of molecular markers in sunflower (Helianthus
annuus L.). Ph.D. Thesis, North Dakota State University, Fargo, ND, USA, pp 1-78.

Sang ché nay d& cap dén trinh tu axit amin cta protein AHASL1 chiu thudc diét
6 & cay lta duogc thé tir Alaize thanh Val (SEQ ID s6: 2) va trinh tu polynucleotit mi héa
AHASLI (SEQ ID s6: 1 va 3).

"?Chang va Duggleby (1998) Biochem J. 333:765-777. BLee va céc dong tac gia
(1999) FEBS Lett. 452:341-345.

Tat ca céc tai liéu cong bd va don yéu ciu cip biang doc quyén sang ché duoc @&
cap dén trong ban mo ta ndy da duoc boc 16 dén mirc nhing nguoi ¢o trinh d trung binh
trong linh vuc k¥ thuat c6 thé hiéu dugc va sang ché ndy vién dan dén. Cc tai licu cong
bé don va cac don yéu ciu cap bang doc quyén sang ché cta Australia cling da dugc su
dung dé tham khao va c6 mtrc d6 boc 16 twong tw va mdi mot tai liéu cong bé don va don
yéu cau cap bing doc quyén sang ché da duoc dé cap dén & day dé tham khao.

Mic du sang ché da duge mo ta cu thé bang cac minh hoa va vi du nhim muc dich
1am rd hon, nhung vin c6 thé c6 nhirng stra ddi nhit dinh nhung van thudc pham vi yéu

ciu bdo ho kem theo sang ché nay.
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YEU CAU BAO HQ

1. Polynucleotit ma ho4 tiéu phan 16n ciia axetohydroxyaxit synthaza (AHASL1) duogc
phan 1ap tir cdy laa bao gdm trinh tu nucleotit md héa protein AHASLI chéng chiu
thudc diét cd imidazolinon, protein AHASL1 chéng chiu thudc diét c6 imidazolinon nay
bao gém valin & vi tri axit amin 179 ctia SEQ ID sé: 2 hodc vi tri tuong duong, hodc

trinh ty b6 sung ddy du cua né.

2. Polynucleotit dwgc phéan 1ap theo diém 1, trong d6 protein AHASL1 chiu thudc diét ¢

imidazolinon bao gdm trinh tw axit amin nhu duoc néu trong SEQ ID sé: 2.

3. Polynucletotit dugc phan lap theo diém 1 hodc 2, trong d6 trinh ty nucleotit nay dugc
néu trong SEQ ID s6: 1 hoic 3.

4. Polynucletotit dugc phan 14p theo diém 1, trong d6 protein AHASL1 chiu thudc diét c6
imidazolinon con bao gom:

(i) threonin & vi tri axit amin 96 hoic vi tri twong dwong, mdi vi tri nay twong
g véi trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID sé: 2;

(i1) alanin, threonin, histidin, leuxin, arginin, isoleuxin, glutamin, ho#c serin & vi
tri axit amin 171 hoic vi tri twong duong, mdi vi tri ndy twong Gmg véi trinh ty axit amin
duge néu trong SEQ ID sé: 2;

(iii) leuxin & vi tri axit amin 548 hodc vi tri twong duwong, mbi vi trf nay tuong
ting v6i trinh ti axit amin duoc néu trong SEQ ID sb: 2; hoic

(iv) asparagin, threonin, hodc phenylalanin & vi tri axit amin 627 hodc vi tri
tuong dwong, mdi vi tri nay twong ting véi trinh tw axit amin dwgc néu trong SEQ ID sé:

2.
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5. Catxet biéu hién chira mét promoto lién két c6 thé diéu khién duoc véi polynucleotit

theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

6. Catxet biéu hién theo diém 3, trong d6 promoto nay c6 kha ning didu khién biéu hién

gen ¢ vi khuan, t€ bao nam, té bao déng vat hoic té bao thuc vét.

7. Té bao chii khéng phai cua ngudi dugce bién nap catxet biéu hién theo diém 5 hoic

diém 6.

8. Té bao chu theo diém 7, trong d6 t€ bao chu nay duogc chon tir nhom bao gém vi khuén,

t€ bao nim, té bao dong vat va té bao thuc vét.
9. Vecto bién nap chira gen quan tAm va gen danh d4u ¢ thé chon loc duoc, gen danh diu
c¢6 thé chon loc duge niy bao gdm promoto lién két c6 thé didu khién duge véi

polynucleotit theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

10. Vecto bién nap theo diém 9, trong d6 promoto nay c6 thé biéu hién duoc & té bao thuc

vat.

11. Vecto bién nap theo diém 9 hozc 10, trong d6 promoto nay 14 promoto ciu tao.

12. Vecto bién nap theo diém bét ky trong sé cac diém tir 9 dén 11, trong d6 gen danh diu
c6 thé chon loc dwgc con bao gém trinh tu huéng dich luc lap lién két c6 thé didu khién

duge.

13. Vecto bién nap theo diém 9, trong d6 promoto nay c6 thé biéu hién dwgc & vi khudn

hodc nam men.

14. Té bao cha khong phai clia ngudi chira vecto bién nap theo didm bat ki trong sb cac
diém tir 9 dén 13.
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15. Té bao thyc vat duge bién nap bao gdm 6n dinh cu triic polynucleotit trong bd gen
ctia né ma bao gdm polynucleotit theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4 lien két
c6 thé diéu khién duoc v6i promoto didu khién biéu hién ¢ t& bao thuc vat nay, trong d6
té bao thuc vat ndy c6 kha ning chdng chiu thude diét cé imidazolinon duoc ting cudng

so Vi te bao thuc vat khong dugc bien nap.

16. Té bao thuc vat duge bién nap theo diém 15, trong d6 promoto nay dugc chon tir

nhém bao gom promoto cau tao va promoto ai mo.

17. Té bao thuc vat duge bién nap theo diém 15 hodc 16, trong d6 céu trac polynucleotit

nay con bao gdm trinh tyr hudng dich luc lap lién két c6 thé didu khién duge.

18. Té bao thuc vat duoc bién nap theo diém bAt ky trong s6 cac diém tr 15 dén 17,
trong d6 thude diét c6 imidazolinon duge chon tir nhém bao gdm: axit 2-(4-isopropyl-4-
metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic, axit 2-(4-1sopropyl-4-metyl-5-0x0-2-
imidazolin-2- yl)-3-quinolincarboxylic, axit 5-etyl-2-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-
imidazolin-2-yl)- nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-5-
(metoxymetyl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-imidazolin-2-yl)-5-
metylnicotinic, hdn hop gém metyl 6-(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-imidazolin-2-yl)-m-
toluat va metyl 2-(4-isopropyl-4-metyl- 5-oxo-2-imidazolin-2-yl)-p-toluat, va cac td hop

cda ching.

19. Céy tréng chira té bao thuc vét theo diém bat ky trong sb cac diém tir 15 dén 18, trong
d6 cay trong nay cé kha nang chdng chiu thudc diét cé imidazolinon duge ting cudng so
v6i giéng kiéu dai cta ciy tréng nay.

20. Cay trong theo diém 19, trong d6 ciy trdng niy 13 cy hai 14 mim hodc cdy mot 14

mam.
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21. Cay trdng theo diém 20, trong d6 cdy trdng hai 14 mam nay dwge chon tir nhém bao
gdm cAy hoa huéng duong, ciy ddu twong, ciy bong, ciy thudc loai Brassica spp., cdy

thudc 14, cay khoai tay, cay cu cai dudng, cdy co linh ling, cdy rum va cay lac.

22. Cay trong theo diém 20, trong d6 cAy mét 14 mam nay duoc chon tir nhém bao gbm
cdy lda mi, ciy lGa, cdy ngd, cdy lia mach, cdy lia mach den, cdy yén mach, cdy lia

mach den lai, cdy ké va cay lua mién.

23. Hat gidng cua ciy trong theo diém bt ky trong s cac diém tir 15 dén 22, hat gibng
nay bao gém polynucleotit AHASL].

24. Hat gibng theo diém 23, trong d6 hat gibng nay duogc xir ly thubc diét co
imidazolinon, hodc hdn hop thubc diét cé imidazolinon, thubc diét co sulfonylure,

va/hoic thube diét co triazolopyrimidin.

25. Hat gidng theo diém 24, trong d6 thudc diét cé imidazolinon dugc choh tr nhém bao
gdm: axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-
4-  metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-3-quinolincarboxylic, axit 5-etyl-2-(4-isopropyl-4-
metyl-5-  oxo-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic,  axit = 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-ox0-2-
imidazolin-2-yl)-5- (metoxymetyl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-
imidazolin-2-yl)-5-metylnicotinic, hdn hgp gdm metyl 6-(4-isopropyl-4-metyl-5-ox0-2-
imidazolin-2-yl)-m- toluat va metyl 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-p-

toluat, va céc to hop ciia chung,

26. Hat giéng theo diém 24, trong 6 thube diét co sulfonylure dugc chon tir nhém bao
gém: closulfuron, metsulfuron metyl, sulfometuron metyl, cloimuron etyl, thifensulfuron
metyl, tribenuron metyl, bensulfuron metyl, nicosulfuron, etametsulfuron metyl,
rimsulfuron, triflusulfuron metyl, triasulfuron, primisulfuron metyl, xinosulfuron,
amidosulfuron, flazasulfuron, imazosulfuron, pyrazosulfuron etyl, halosulfuron, va hén

hop cua ching.
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27. Phuong phép kiém soat ¢4 dai trén canh ddng bao gbm bude:

(a) trong trén canh dong cdy trong theo diém bét ky trong s6 cac diém tix 19
dén 22; va

(b)  cho cdy tréng va co dai trén canh ddng tiép xtic v6i luong hitu hidu thude
diét co imidazolinon, hoic hdn h@p thue diét co imidazolinon, thudc diét co
sulfonylure, va/hodc thude diét co triazolopyrimidin, ma cdy trong nay chiu dugc va s&
Gic ché su phat trién cua gidng cay trong kiéu dai khong duoc bién nap cua ciy trong

nay, nho d6 kiém soat dugc co dai.

28. Phuong phip theo diém 27, trong d6 cdy tréng nay duge phun thude diét cé
imidazolinon dugc chon tir nhém bao gdm: axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-
imidazolin-  2-yl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo-2-imidazolin-2-yl)-3-
quinolincarboxylic, axit 5-etyl-2-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic,
axit 2-(4-isopropyl-4- metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-5-(metoxymetyl)-nicotinic, axit 2-
(4-isopropyl-4-metyl-5- oxo-2-imidazolin-2-yl)-5-metylnicotinic, hdn hop gdm metyl 6-
(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo- 2-imidazolin-2-yl)-m-toluat va metyl 2-(4-isopropyl-4-

metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)-p- toluat, va céc t6 hop cuia ching.

29. Phuong phap theo diém 27, trong d6 cdy trong nay duge phun thudc diét cé
sulfonylure duoc chon tir nhom bao gém: closulfuron, metsulfuron metyl, sulfometuron
metyl, clorimuron etyl, thifensulfuron metyl, tribenuron metyl, bensulfuron metyl,
nicosulfuron, ethametsulfuron metyl, rimsulfuron, triflusulfuron metyl, triasulfuron,
primisulfuron metyl, cinosulfuron, amidosulfuron, fluzasulfuron, imazosulfuron,

pyrazosulfuron etyl, halosulfuron, va hdn hop ctia ching.

30. Phuong phép san xuat cy trong chiu thudc diét ¢6 bao gbm budc:
(a) bién nap vao t& bao thuc vat ciu tric polynucleotit chira polynucleotit theo
diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4 duoc lién két c6 thé didu khién dugc véi

promoto diéu khién su biéu hién cua t€ bao thuc vat nay; va
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(b) tao ra cdy trong tir t€ bao thuc vat néu trén, trong d6 ciy trong ndy c6 kha
nang chiu dung doi véi thudc diét cé imidazolinon dugc ting cudng so véi giong kiu

dai khong dugc bién nap cia cdy trong nay.

31. Phwong phép theo diém 30, trong d6 promoto dugce chon tir nhém bao gdm promoto

ciu tao va promoto ai mo.

32. Phuong phap theo diém 30 hodc diém 31, trong d6 céu triic polynucleotit ndy con bao

gdm trinh ty hudng dich luc lap lién két ¢6 thé didu khién duoe.

33. Phuong phép theo diém 30, trong d6 thudc diét ¢6 imidazolinon dugc chon tir nhém
bao gdm: axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic, axit 2-(4-
isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-imidazolin-2-yl)-3-quinolincarboxylic, ~ axit  5-etyl-2-(4-
isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-imidazolin-2-yl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-
0x0-2-imidazolin-2-yl)-5-(metoxymetyl)-nicotinic, axit 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-oxo0-2-
imidazolin-2-yl)-5-metylnicotinic, hén hop cua metyl 6-(4-isopropyl-4-metyl-5-0x0-2-
imidazolin-2-yl)-m-toluat va metyl 2-(4-isopropyl-4-metyl-5-ox0-2-imidazolin-2-yl)-p-

toluat, va cic to hop ciia ching.

34. Phuong phép theo diém bét ky trong sé cac didm tir 30 dén 33, trong d6 cy trong nay

14 cdy hai 14 mam hodc cay mdt 14 mam.

35. Phwong phép theo diém 34, trong d6 cAy hai 14 mam duoc chon tr nhém bao g0m ciy
hoa hudng dwong, cay du nanh, ciy thudc loai Brassica spp., cdy thudc 14, ciy khoai tay,

cdy cu cai duong, cay co linh lang, cdy rum va cay lac.
36. Phuong phap theo diém 34, trong d6 ciy mot 14 mim dwogc chon tr nhém bao gdm

cdy lua my, ciy lua, cly ngo, cdy lia mach, cdy lia mach den, cdy yén mach, ciy laa

mach den lai, cdy ké va cdy lda mién.
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37. Phuong phép theo diém bét ky trong sé cac diém tir 30 dén 36, trong d6 t& bao thyuc

vét ¢6 kha ning chong chiu it nhat mdt loai thuoc diét cd, trude bude bién nap néu trén.

38. Phwong phap chon loc té bao thuc vét dwgc bién nap bao gdm budc:

(a) bién nap vecto bién nap thuc vét vao té bao thuc vat;

(b) cho té bao thuc vat dwoc bién nap tiép xuc truc tiép vé6i it nhat mot loai
thudc diét c6 véi néng d6 1am tc ché su sinh trudng cia té bao thuc vat khong duoc bién
nap; va

(c) phat hién té bao thuc vat dugc bién nap qua kha ning sinh truéng cia né khi
c6 mit cta it nhat mot loai thude diét co néu trén;
trong d6 vecto bién nap thuc vat bao gém gen danh diu c6 thé chon loc duoc chtra
promoto va polunucleotit lién két c¢6 thé diéu khién dwogc, promoto niy didu khién su
biéu hién & té bao thuc vat, va polynucleotit ndy 14 polynucleotit theo diém bAt ky trong

s cac diém tir 1 dén 4.

39. Phuong phap theo diém 38, trong d6 it nhat mét loai thude diét co da néu 1a thude diét
¢ imidazolinon, thube diét co sulfonylure, thube diét co triazolopyrimidin, thudc diét co
pyrimidinyloxybenzoat, va thudc diét co sulfonylamino- carbonyltriazolinon, hodc hdn

hop cua ching.

40. Phuong phap theo diém 38 hozic diém 39, trong d6 vecto bién nap thuc vét nay con

bao gdm it nhit mdt gen quan tAm.

41. Phuong phap theo diém bt ky trong sé cac diém tir 38 dén 40, trong d6 phuong phap

nay con bao gém budec tai tao cay trong tur t€ bao thyc vat dugce bién nap néu trén.

42. Polypeptit duogc phin ldp dugc md hda bdi trinh tw nucleotit ciia polynucleotit
AHASLI theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4.

43. Polypeptit duoc phan 1ap theo diém 42, trong d6 polypeptit ndy chira trinh tu axit

74



44553 75/102

amin nhu dwge néu trong SEQ ID sé: 2.

44. Phuong phap diét trr céc loai thuc vat khéng mong mubn bao gdm bude cho hat
giéng theo diém 23 tiép xuc véi thude diét co tc ché AHAS trude khi gieo trong va/hodic

sau khi hat nady mam.

45. Phuong phap theo diém 44, trong d6 thubc diét co e ché AHAS 13 thube diét co
imidazolinon, thudc diét cd sulfonylure, thube diét co triazolopyrimidin, thube diét co
pyrimidinyloxybenzoat, thubc diét co sulfonylamino-carbonyltriazolinon, hoic hén hop

cta ching.

46. Cay Ita bao gom polynucleotit tiéu phan 16n axetohydroxyaxit synthaza 1 (AHASLI)
khéng tai t6 hop ma hoa protein AHASLA1 chéng chiu thudc diét cd, protein AHASLI1
chdng chiu thudc diét co nay bao gdm viée thay thé valin & vi tri axit amin 179 cua SEQ
ID sé: 2, trong d6 cay laa nay c6 kha niang chéng chiu déi véi it nhét mot loai thude diét
¢ dugc ting cudng so véi ciy lda kidu dai, va trong d6 viéc thay thé & vi tri axit amin
twong Gmg v6i vi trf 179 cua SEQ ID sé: 2 nay 14 két qua cia viée x Iy hat gidng bang

natri azit.

47. Cay laa theo diém 46, trong d6 viée xtt 1y hat gidng da néu 12 v6i dung dich nudc natri
azit 0,001M & pH 3.

48. Cay lua theo diém 46 hoic 47, trong d6 protein AHASL1 chéng chiu thubc diét co

néu trén chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID sb: 2.

49. Cay laa theo diém bét ky trong sé cac diém tir 46 dén 48, trong d6 polynucleotit
AHASLI chira trinh tw nucleotit duge néu trong SEQ ID sé: 1 hoic 3.

50. Cay lia theo diém 46 hoic 47, tfong d6 protein AHASLI chéng chiu thudc diét co

nay con bao gom viéc thay the axit amin dugc chon tir nhém gém:
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(a) thay thé béng threonin & vi tri axit amin 96 hodc vi tri twong duong;

(b) thay thé béng alanin, threonin, histidin, leuxin, arginin, isoleucin,
glutamin, hodc serin & vi tri axit amin 171 hogc vi tri trong duong;

(c) thay thé béng leuxin ¢ vi tri axit amin 548 hodc vi tri twong dwong, va

(d) thay thé bing asparagin, threonin, hodc phenylalanin & vi tri axit amin 627

hodc vi tri twong duong.

51. Cay lta theo diém bat ky trong sb cac diém tir 46 dén 50, trong d6 cay lua nay la:
(a) thé hé tiép theo cua cay tréng thudc dong IMINTA 16, miu hat gidng dién
hinh cua dong nay duge ndp lwu vé6i s6 truy nhap NCIMB 1a NCIMB 41262;
(b) thé dot bién, tai td hop hoidc duoc cai bién di truyén cia ciy trong cla dong
IMINTA 16; hoac
(c) thé hé tiép theo ciia cay trong bat ky trong s6 cac cay trdng (a) hodc (b).

52. Cay lda theo diém bat ky trong s6 cac didm tir 46 dén 51, trong d6 cay lta nay c6 kha
ndng chiu dung véi it nhat mot loai thudc diét co dugc chon tir nhom bao gém thudc diét
¢6 imidazolinon, thudc diét co sulfonylurea, thudc diét ¢ triazolopirimidin, thudc diét co
pyrimidinyloxybenzoat, va thubc diét cé sulfonylamino-cacbonyltriazolinon dugc ting

cuong.

53. Cay Ita theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 46 dén 52, trong d6 protein AHASL1
chiu thudc diét cé lam ting stc chiu dung cla cdy trong 1én 75 cm® ai/ha dbi véi

imazapyr va 24,85cm? a.i./ha doi vé6i imazapic.

54. Polynucleotit dugc phén 18p tir cly IGa theo diém 46 bao gdm trinh tu nucleotit ciia
cdy laa, trong d6 trinh ty nay 14 trinh ty dwge chon tir nhém bao gdm:

(a) trinh tw nucleotit néu trong SEQ ID sé: 1 hoic 3;

(b) trinh ty nucleotit ma héa trinh ty axit amin néu trong SEQ ID sé: 2;

(c) trinh tu nucleotit ma héa protein bién thé bao gdm hoat tinh AHAS chiu

thude diét o, protein bién thé niy con bao gdm trinh tu axit amin SEQ ID s6: 2 véi it
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nhit mot su thay thé axit amin dugc-chon tir (1) alanin & vi tri axit amin 96 hodc vi tri
tuong dwong dugc thay thé bang threonin, (ii) prolin & vi tri axit amin 171 hodc vi tri
twong duong dugc thay thé béng alanin, threonin, histidin, leucin, arginin, isoleucin,
glutamin, hodc serin, (iii) trytophan & vi tri axit amin 548 hodc vi tri twong dwong duge
thay thé bdi asparagin, threonin, hoiic phenylalanin;

(d) manh trinh tu nucleotit cta trinh tu nucleotit bat ky dugc chon tir nhém gém
(a) dén (c), trong &6 manh niy ma hoa polypeptit, bao gdm thay thé boi valin & vi tri axit
amin 179 hodc vi tri tuong duong va hoat tinh AHAS chiu thube diét co; hodc

(e) trinh tr nucleotit bd sung day dil v6i it nhat mét trinh ty nucleotit duwoc chon

tir cac trinh tw nucleotit néu trong muc tir (a) dén (d).
55. Té bao chil khong phai clia ngudi duoc bién nap polynucleotit theo diém 54.

56. Cay trong duoc bién nap polynucleotit theo diém 54, trong d6 tinh chéng chiu cia ciy
trdng nay véi it nhat mét loai thude diét cé duoc gia ting khi so sanh v6i ciy trdng khong

duoc bién nap.
57. Cay trong theo diém 56, trong d6 thude diét co nay 1a thude diét cé imidazolinon.

58. Cay trong theo diém 56, trong d6 ciy trong nay dugc chon tir ciy hudng duwong, ddu
tuong, bong, cay thudc ho cai, thudc 14, khoai tay, cu cai duong, co linh ling, cay rum,
dau phong, cay lua mi, lua gao, ngd, lta mach, lta mach den, yén mach, cay lai lda mi va

lia mach den, ké, va cay lta mién.

59. Phuong phép chon loc té bao thuc vat duge bién nap bao gdm cac budc:

bién nap vecto bao gém polynucleotit theo diém 54 vao té bao thuc vat;

cho té bao thuc vat duoc bién nap nay tiép xuc véi it nhit mot thube diét co &
ndéng do e ché sy tdng trudng cla té bao thuc vat khong bién nap; va

xé4c dinh té bao thyc vat duoc bién nap nay boi kha ning ting trudng cta né khi

c6 mat thuoc diét cd.
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60. Phuong phap theo diém 59, trong d6 vecto nay bao gom thém it nhat mot gen mong

muon.

61. Phuong phap trong cay trong theo mot trong sb cac diém tir 46-53 va 56-58, hodc cay
trong thudc dong IMINTA 16, miu hat gidng dién hinh cia dong ndy duogc ndp luu véi
ma s6 truy nhip NCIMB s6 NCIMB 41262, con bao gdm budc dung lugng ¢6 hidu qua
thudc diét c6 imidazolinon, thudc diét cd sulfonylurea, thudc diét co triazolopyrimidin,
thubc diét cé pyrimidinyloxybenzoat, thubc diét c6 sulfonylamino-cacbonyltriazolinon,

hodc hon hop ciia ching Ién cdy trong va vung lan cén véi cay trong.

62. Phuong phap theo diém 61, trong d6 thubc diét c6 imidazolinon dwoc chon tir:

imazethapyr, imazapic, imazamox, imazaquin, imazethabenz, va hon hgp cta ching.

63. Phuwong phép theo diém 61, trong d6 thubc diét co sulfonylurea dugce chon tir:
closulfuron, metsulfuron metyl, sulfometuron metyl, clorimuron etyl, thifensulfuron
metyl, tribenuron metyl, bensulfuron metyl, nicosulfuron, etanmetsulfuron metyl,
rimsulfuron, ftriflusulfuron metyl, triasulfuron, primisulfuron metyl, cinosulfuron,
amidosulfivon, fluzasulfuron, imazosulfuron, pyrazosulfuron etyl, halosulfuron, va hdn

hop cua ching.
64. Polypeptit duge phan 1ap ma duge ma héa boi polynucleotit theo diém 54.

65. Hat gidng clia cdy trong theo diém bat ky trong sb cac diém tir 46-53 va 56-58, trong
d6 hat gidng nay bao gdm polynucleotit AHASL] theo diém 1.

66. Hat giéng theo diém 65, trong d6 hat giéng niy dwoc xt 1y véi thude diét ¢ e ché
AHAS.

67. Hat gidng theo diém 66, trong d6 thudc diét co (e ché AHAS nay 14 thudc diét co
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imidazolinon, thudc diét co sulfonylurea, thudc diét cé triazolopyrimidin, thudc diét co
pyrimidinyloxy-benzoat, thudc diét co sulfonylamino-cacbonyltriazolinon, hosic hén hop

cta ching.
68. Phuong phap xir 1y hat gidng bao gom budc cho hat gidng theo diém bét ky trong sb

cac di€ém tr 65-67 trude khi gieo hat va/hodc sau khi chuan bi ndy mam tiép xdc vai thudc

diét c6 trc ché AHAS.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<400>
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DANH MUC TRINH TU

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

Livore, Blas

Prina, Alberto Raul

Singh, Bijay

Ascenzi, Robert

Whitt, Sherry

Polynucleotit
dugc phén 1lép

R.

ma
tu

hod tidu phan 16n cta axetohydroaxit synthaza (AHASL1)
cay lua va catxet biédu hién chta polynucleotit nay

FastSEQ cho Windows phién ban 4.0

038867/306618
60/657,968
2005-03-02
18

1

1961

ADN

Oryza sativa
CDS
(7)...(1938)
1

cccacc atg gct acg acc gcc gcg gcc gcg gcc gcc acc ttg tcce gcec
Met Ala Thr Thr Ala Ala Ala Ala Ala Ala Thr Leu Ser Ala

1

gcc gcg acg gcc aag
Ala Ala Thr Ala Lys

15

ttt ccc gct cga ggce
Phe Pro Ala Arg Gly

35

gtg tcc ccg gtc acc
Val Ser Pro Val Thr

50

Ccgg ccg tgg ggg ccg
Arg Pro Trp Gly Pro

gag gcg ctg gag cgg
Glu Ala Leu Glu Arg

80

ggc gcg tcc atg gag

acc
Thr
20

Ccgg
Arg

ccg
Pro

gcc
Ala

tgc
Cys

atc

5
ggc
Gly

gtg
Val

ccg
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
85

cac

cgt
Arg

999
Gly

tcc
Ser

ccc
Pro
70

gtc
Val

cag

aag
Lys

gcg
Ala

ccg
Pro
55

cgce
Arg

agc
Ser

gcg

aac
Asn

gcg
Ala
40

gcg
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ctg

cac
His
25

gcg
Ala

ccg
Pro

ggc
Gly

gtg
Val

acg

10
cag

Gln

gtc
Val

ccg
Pro

gcg
Ala

ttc
Phe
90

cgc

cga
Arg

agg
Arg

gcc
Ala

gac
Asp
75

gcc
Ala

tcc

cac cac
His His

tgc tcg
Cys Ser
45

acg ccg

Thr Pro
60

atc ctc

Ile Leu

tac ccg
Tyr Pro

ccg gtc

gtc
Val
30

gcg
Ala

ctc
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

atc

96

144

192

240

288

336
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Gly Ala Ser Met Glu Ile His Gln Ala Leu Thr Arg Ser Pro Val Ile
95 100 105 110

acc aac cac ctc ttc cgc cac gag cag ggc gag gcg ttc gcg gcg tcc 384
Thr Asn His Leu Phe Arg His Glu Gln Gly Glu Ala Phe Ala Ala Ser
115 120 125

ggg tac gcg cgc gcg tcc gge cgec gtc ggg gtc tgc gtc gcc acc tcc 432
Gly Tyr Ala Arg Ala Ser Gly Arg Val Gly Val Cys Val Ala Thr Ser
130 135 140

ggc ccc ggg gca acc aac ctc gtg tcc gcg ctc geec gac gcg ctg ctc 480
Gly Pro Gly Ala Thr Asn Leu Val Ser Ala Leu Ala Asp Ala Leu Leu
145 150 155

gac tcc gtc ccg atg gtc gcc atc acg ggc cag gtc ccc cgc cgc atg 528
Asp Ser Val Pro Met Val Ala Ile Thr Gly Gln Val Pro Arg Arg Met
160 165 170

atc ggc acc gac gtc ttc cag gag acg ccc ata gtc gag gtc acc cgc 576
Ile Gly Thr Asp Val Phe Gln Glu Thr Pro Ile Val Glu Val Thr Arg
175 180 185 190

tcc atc acc aag cac aat tac ctt gtc ctt gat gtg gag gac atc ccc 624
Ser Ile Thr Lys His Asn Tyr Leu Val Leu Asp Val Glu Asp Ile Pro
195 200 205

cgc gtc ata cag gaa gcc ttc ttc ctc gcg tce tecg gge cgt cct gge 672
Arg Val Ile Gln Glu Ala Phe Phe Leu Ala Ser Ser Gly Arg Pro Gly
210 215 220

ccg gtg ctg gtc gac atc ccc aag gac atc cag cag cag atg gct gtg 720
Pro Val Leu Val Asp Ile Pro Lys Asp Ile Gln Gln Gln Met Ala Val
225 230 235

cca gtc tgg gac acc tcg atg aat cta ccg ggg tac att gca cgc ctg 768
Pro Val Trp Asp Thr Ser Met Asn Leu Pro Gly Tyr Ile Ala Arg Leu
240 245 250

CCC aag cCa ccC gcg aca gaa ttg ctt gag cag gtc ttg cgt ctg gtt 816
Pro Lys Pro Pro Ala Thr Glu Leu Leu Glu Gln Val Leu Arg Leu Val
255 260 265 270

ggc gag tca cgg cgc ccg att ctc tat gtc ggt ggt ggc tgc tct gca 864
Gly Glu Ser Arg Arg Pro Ile Leu Tyr Val Gly Gly Gly Cys Ser Ala
275 280 285

tct ggt gat gaa ttg cgc cgg ttt gtt gag ctg acc ggc atc cca gtt 912
Ser Gly Asp Glu Leu Arg Arg Phe Val Glu Leu Thr Gly Ile Pro Val
290 295 300

aca acc act ctg atg ggc ctc ggc aat ttc ccc agt gat gat ccg ttg 960
Thr Thr Thr Leu Met Gly Leu Gly Asn Phe Pro Ser Asp Asp Pro Leu
305 310 315

tcc ctg cge atg ctt ggg atg cat ggc acg gtg tac gca aat tat gcg 1008
Ser Leu Arg Met Leu Gly Met His Gly Thr Val Tyr Ala Asn Tyr Ala



gtg
Val
335

cgt
Arg

cac
His

gtg
Val

ctg
Leu

cac
His
415

act
Thr

gag
Glu

cag
Gln

ctg
Leu

gct
Ala
495

999
Gly

att
Ile

ggt
Gly

320

gat
Asp

gtg
Val

att
Ile

tca
Ser

cta
Leu
400

aat
Asn

ttt
Phe

ctg
Leu

atg
Met

tct
Ser
480

ggt
Gly

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met

aag
Lys

aca
Thr

gac
Asp

att
Ile
385

gac
Asp

gag
Glu

ggt
Gly

acg
Thr

tgg
Trp
465

tcg
Ser

gct
Ala

ggt
Gly

aac
Asn

gtt
Val
545

gct
Ala

999
Gly

att
Ile
370

tgc
Cys

cag
Gln

ttg
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys
450

gcg
Ala

gct
Ala

tct
Ser

agc
Ser

ctc
Leu
530

gtg
Val

gac
Asp

aaa
Lys
355

gat
Asp

gca
Ala

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu
435

g99
Gly

gca
Ala

ggt
Gly

gtg
Val

ttc
Phe
515

ccg
Pro

caa
Gln

ctg
Leu
340

att
Ile

cca
Pro

gat
Asp

aca
Thr

cag
Gln
420

atc
Ile

gag
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

gct
Ala
500

ctc

Leu

gtg
val

tgg
Trp

325

ttg
Leu

gag
Glu

gcg
Ala

gtt
Val

aca
Thr
405

cag
Gln

cca
Pro

gca
Ala

tat
Tyr

ggc
Gly
485

aac

Asn

atg
Met

aag
Lys

gag
Glu

ctt
Leu

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys
390

aag
Lys

aag
Lys

ccqg
Pro

atc
Ile

tac
Tyr
470

gca
Ala

cca
Pro

aac
Asn

gtg
Val

gat
Asp
550

gca
Ala

ttt
Phe

att
Ile
375

ctt
Leu

aca
Thr

agg
Arg

caa
Gln

atc
Ile
455

acc
Thr

atg
Met

ggt
Gly

att
Ile

atg
Met
535

agg
Arg
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ttt
Phe

gca
Ala
360

gga
Gly

gct
Ala

agt
Ser

gag
Glu

tat
Tyr
440

gct
Ala

tac
Tyr

gga
Gly

gtc
Val

cag
Gln
520

gtg
Val

ttt
Phe

ggc
Gly
345

agc
Ser

aag
Lys

tta
Leu

tct
Ser

ttt
Phe
425

gct
Ala

act
Thr

aag
Lys

ttt
Phe

aca
Thr
505

gag
Glu

ttg
Leu

tac
Tyr

330

gtg
Val

agg
Arg

aac
Asn

cag
Gln

gat
Asp
410

cct
Pro

att
Ile

ggt
Gly

cgg
Arg

999
Gly
490

gtt
Val

ttg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

cgg
Arg

gcc
Ala

aag
Lys

ggc
Gly
395

ttt
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

gtt
Val

cca
Pro
475

ctg
Leu

gtt
Val

gca
Ala

aac
Asn

gca
Ala
555

ttt
Phe

aag
Lys

caa
Gln
380

ttg
Leu

agt
Ser

999
Gly

gtg
Val

gga
Gly
460

cgg
Arg

cct
Pro

gat
Asp

ttg
Leu

caa
Gln
540

aat
Asn

gat
Asp

att
Ile
365

cca
Pro

aat
Asn

gcg
Ala

tac
Tyr

ctg
Leu
445

cag
Gln

cag
Gln

gct
Ala

att
Ile

atc
Ile
525

cat

His

agg
Arg

gat
Asp
350

gtg
Val

cat
His

gct
Ala

tgg
Trp

aag
Lys
430

gat
Asp

cac
His

tgg
Trp

gca
Ala

gat
Asp
510

cgc

Arg

ttg
Leu

gcg
Ala

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680
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cat
His

ttt
Phe
575

aag

Lys

999
Gly

cct
Pro

gat
Asp

aca
Thr
560

gtg
Val

aag
Lys

cca
Pro

atg
Met

ggc
Gly
640

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2
Met Ala Thr

1
Thr

Ala
Pro
Trp
65

Leu
Ser
His
Ala
Gly
145
Val

Thr

Thr

Ala
Arg
Val
50

Gly
Glu
Met
Leu
Arg
130
Ala
Pro

Asp

Lys

tac
Tyr

act
Thr

agt
Ser

tac
Tyr

atc
Ile
625

agg
Arg

644
PRT
Oryza

Lys
Gly
35

Thr
Pro
Arg
Glu
Phe
115
Ala
Thr
Met

Val

His

ttg
Leu

att
Ile

gaa
Glu

ttg
Leu
610

cca
Pro

act
Thr

ggc
Gly

gct
Ala

gtc
Val
595

ttg

Leu

agt
Ser

gtg
Val

sativa

Thr
Thr
20

Arg
Pro
Ala
Cys
Ile
100
Arg
Ser
Asn
Val
Phe

180
Asn

Ala
Gly
Val
Pro
Glu
Gly
His
His
Gly
Leu
Ala
165

Gln

Tyr

aac
Asn

aaa
Lys
580
cgt
Arg

gat
Asp

g99
Gly

tat
Tyr

Ala
Arg
Gly
Ser
Pro
70

Val
Gln
Glu
Arg
Val
150
Ile

Glu

Leu

cca
Pro
565

999
Gly

gcc
Ala

atc
Ile

ggc
Gly

gaa
Glu

ttc
Phe

gcc
Ala

atc
Ile

gca
Ala
630

tgt
Cys

aat
Asn

atc
Ile

gtc
Val
615

ttc
Phe

44553

gag
Glu

att
Ile

aag
Lys
600

cca
Pro

aag
Lys

agt
Ser

cct
Pro
585

aag

Lys

cac
His

gac
Asp

gag
Glu
570

gca

Ala

atg
Met

cag
Gln

atg
Met

ata
Ile

gtc
Val

ctc
Leu

gag
Glu

atc
Ile
635

taatctataa tctgtatgtt ggc

Ala
Lys
Ala
Pro
55

Arg
Ser
Ala
Gln
Val
135
Ser
Thr

Thr

Val

Ala
Asn
Ala
40

Ala
Lys
Asp
Leu
Gly
120
Gly
Ala
Gly

Pro

Leu

Ala
His
25

Ala
Pro
Gly
Val
Thr
105
Glu
Val
Leu
Gln
Ile

185
Asp

Ala
10

Gln
Val
Pro
Ala
Phe
90

Arg
Ala
Cys
Ala
Val
170
Val

Val

Thr
Arg
Arg
Ala
Asp
75

Ala
Ser
Phe
Val
Asp
155
Pro

Glu

Glu

Leu
His
Cys
Thr
60

Ile
Tyr
Pro
Ala
Ala
140
Ala
Arg

Val

Asp

Ser
His
Ser
45

Pro
Leu
Pro
Val
Ala
125
Thr
Leu
Arg

Thr

Ile

tat
Tyr

cgt
Arg

gat
Asp

cat
His
620

ctg
Leu

Ala
Val
30

Ala
Leu
Val
Gly
Ile
110
Ser
Ser
Leu
Met
Arg

190
Pro

cca
Pro

gta
Val

acc
Thr
605

gtg
Val

gat
Asp

Ala
15

Phe
Val
Arg
Glu
Gly
95

Thr
Gly
Gly
Asp
Ile
175

Ser

Arg

gat
Asp

aca
Thr
590
cca
Pro

ctg
Leu

ggt
Gly

Ala
Pro
Ser
Pro
Ala
80

Ala
Asn
Tyr
Pro
Ser
160
Gly

Ile

Val

1728

1776

1824

1872

1920

1961
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195 200 205
Ile Gln Glu Ala Phe Phe Leu Ala Ser Ser Gly Arg Pro Gly Pro Val
210 215 220
Leu Val Asp Ile Pro Lys Asp Ile Gln Gln Gln Met Ala Val Pro Val
225 230 235 240
Trp Asp Thr Ser Met Asn Leu Pro Gly Tyr Ile Ala Arg Leu Pro Lys
245 250 255
Pro Pro Ala Thr Glu Leu Leu Glu Gln Val Leu Arg Leu Val Gly Glu
260 265 270
Ser Arg Arg Pro Ile Leu Tyr Val Gly Gly Gly Cys Ser Ala Ser Gly
275 280 285
Asp Glu Leu Arg Arg Phe Val Glu Leu Thr Gly Ile Pro Val Thr Thr
290 295 300
Thr Leu Met Gly Leu Gly Asn Phe Pro Ser Asp Asp Pro Leu Ser Leu
305 310 315 320
Arg Met Leu Gly Met His Gly Thr Val Tyr Ala Asn Tyr Ala Val Asp
325 330 335
Lys Ala Asp Leu Leu Leu Ala Phe Gly Val Arg Phe Asp Asp Arg Val
340 345 350
Thr Gly Lys Ile Glu Ala Phe Ala Ser Arg Ala Lys Ile Val His Ile
355 360 365
Asp Ile Asp Pro Ala Glu Ile Gly Lys Asn Lys Gln Pro His Val Ser
370 375 380
Ile Cys Ala Asp Val Lys Leu Ala Leu Gln Gly Leu Asn Ala Leu Leu
385 390 395 400
Asp Gln Ser Thr Thr Lys Thr Ser Ser Asp Phe Ser Ala Trp His Asn
405 410 415
Glu Leu Asp Gln Gln Lys Arg Glu Phe Pro Leu Gly Tyr Lys Thr Phe
420 425 430
Gly Glu Glu Ile Pro Pro Gln Tyr Ala Ile Gln Val Leu Asp Glu Leu
435 440 445
Thr Lys Gly Glu Ala Ile Ile Ala Thr Gly Val Gly Gln His Gln Met
450 455 460
Trp Ala Ala Gln Tyr Tyr Thr Tyr Lys Arg Pro Arg Gln Trp Leu Ser
465 470 475 480
Ser Ala Gly Leu Gly Ala Met Gly Phe Gly Leu Pro Ala Ala Ala Gly
485 490 495
Ala Ser Val Ala Asn Pro Gly Val Thr Val Val Asp Ile Asp Gly Asp
500 505 510
Gly Ser Phe Leu Met Asn Ile Gln Glu Leu Ala Leu Ile Arg Ile Glu
515 520 525
Asn Leu Pro Val Lys Val Met Val Leu Asn Asn Gln His Leu Gly Met
530 535 540
Val Val Gln Trp Glu Asp Arg Phe Tyr Lys Ala Asn Arg Ala His Thr
545 550 555 560
Tyr Leu Gly Asn Pro Glu Cys Glu Ser Glu Ile Tyr Pro Asp Phe Val
565 570 575
Thr Ile Ala Lys Gly Phe Asn Ile Pro Ala Val Arg Val Thr Lys Lys
580 585 590
Ser Glu Val Arg Ala Ala Ile Lys Lys Met Leu Asp Thr Pro Gly Pro
595 600 605
Tyr Leu Leu Asp Ile Ile Val Pro His Gln Glu His Val Leu Pro Met
610 615 620
Ile Pro Ser Gly Gly Ala Phe Lys Asp Met Ile Leu Asp Gly Asp Gly
625 630 635 640
Arg Thr Val Tyr



<210> 3
<211> 1932
<212> ADN

<213> Oryza sativa

<400> 3

atggctacga
ggccgtaaga
gcggtcaggt
ccgctcecgge
ctggagcggt
caccaggcgce
gaggcgttcg
acctccggcec
gtcccgatgg
caggagacgc
gatgtggagg
cctggcccgg
tgggacacct
gaattgcttg
ggtggtggct
ccagttacaa
cgcatgcttg
ttgcttgcat
agcagggcca
ccacatgtgt
gaccagagca
cagaagaggg
gctattcagg
cagcaccaga
tcggctggtce
aacccaggtg
gagttggcat
catttgggta
tacttgggca
gggttcaata
aagatgctcg
gtgctgccta
aggactgtgt

<210> 4
<211> 19
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 4
gacatatggg

<210> 5
<211> 19
<212> ADN

ccgecgcegge
accaccagcg
gctcggeggt
cgtgggggcce
gcggcgtcag
tgacgcgctc
cggcgtccgg
ccggggcaac
tcgccatcac
ccatagtcga
acatcccceccg
tgctggtcga
cgatgaatct
agcaggtctt
gctctgcatc
ccactctgat
ggatgcatgg
ttggcgtgeg
agattgtgca
caatttgcgce
caacaaagac
agtttcctct
tgctggatga
tgtgggcgge
tgggcgcaat
tcacagttgt
tgatccgcat
tggttgtgca
acccagaatg
ttcctgcagt
ataccccagg
tgatcccaag
at

gcccactgt

cgcggccgcece
acaccacgtc
gtcccecggte
ggccgagccc
cgacgtgttc
cccggtcatce
gtacgcgcgce
caacctcgtg
gggccaggtc
ggtcacccgce
cgtcatacag
catccccaag
accggggtac
gcgtctggtt
tggtgatgaa
gggcctcgge
cacggtgtac
gtttgatgat
cattgacatt
agatgttaag
aagttctgat
ggggtacaag
gctgacgaaa
acaatattac
gggatttggg
tgatattgat
tgagaacctc
atgggaggat
tgagagtgag
ccgtgtaaca
gccatacttg

tgggggcgca

Trinh ty nhan tao

<213> Trinh tu nhan tao

44553

accttgtccg
tttcccgetce
accccgcecgt
cgcaagggcg
gcctacccgg
accaaccacc
gcgtccggee
tccgegeteg
ccccgcecgea
tccatcacca
gaagccttct
gacatccagc
attgcacgcc
ggcgagtcac
ttgcgccggt
aatttcccca
gcaaattatg
cgtgtgacag
gatccagcgg
cttgctttac
tttagtgcgt
acttttggtg
ggggaggcaa
acctacaagc
ctgcctgctg
ggggatggta
ccggtgaagg
aggttttaca
atatatccag
aagaagagtg
ttggatatca
ttcaaggaca

ccgeccgcgac
gaggccgggt
cccecggcegec
cggacatcct
gcggcgegte
tcttccgceca
gcgtcggggt
ccgacgcgcet
tgatcggcac
agcacaatta
tcctecgegte
agcagatggc
tgcccaagcece
ggcgcccgat
ttgttgagcect
gtgatgatcc
cggtggataa
ggaaaattga
agattggaaa
agggcttgaa
ggcacaatga
aagagatccc
tcatcgctac
ggccacggca
cagctggtgc
gcttcctcat
tgatggtgtt
aggcaaatag
attttgtgac
aagtccgtgc
tcgtcccaca
tgatcctgga

ggccaagacc
gggggcggceg
gccggceccacg
cgtggaggcg
catggagatc
cgagcagggc
ctgcgtcgece
gctcgactcc
cgacgtcttc
ccttgtcectt
ctcgggceccegt
tgtgccagtc
acccgcgaca
tctctatgtc
gaccggcatc
gttgtccctg
ggctgacctg
ggcttttgca
gaacaagcaa
tgctctgcta
gttggaccag
accgcaatat
tggtgttgga
gtggctgtct
ttctgtggcect
gaacattcag
gaacaaccaa
ggcgcataca
tattgctaaa
cgccatcaag
ccaggagcat
tggtgatggce

Khuéch dai PCR va sip xép trinh ty doan mdi U136851

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1932

19
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<220>
<223> Poan mdi L789 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 5
gtagattcat cgaggtgtc 19

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Poan mdi U642 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 6
gtccttgatg tggaggacat 20

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Poan mdi L1369 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 7
catattgcgg tgggatctct 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADNA

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Poan mdi U1229 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 8
gggcttgaat gctctgctac 20

<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mdi L1742 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 9
cgggttgccc aagtatgtat 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN .
<213> Trinh ty nhan tao

<220>



44553 101/102

<223> Poan mdi U1633 cho khuéch dai PCR va gidi trinh tu

<400> 10
acctccctgt gaaggtgatg 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mdi L2155 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 11
aggattacca tgccaagcac 20

<210> 12

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhadn tao

<220>
<223> Poan mdi U037 cho khuéch dai PCR va giai trinh ty U037

<400> 12
caccacccac catggcta 18

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi Ull4 cho khuéch dai PCR va giadi trinh tu U114

<400> 13
gtaagaacca ccagcgac 18

<210> 14

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Poan mdi U1109 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 14
gtggataagg ctgacctgt 19

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhdn tao

<220>
<223> Poan mdi U1166 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu
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<400> 15
gggaaaattg aggcttttgc a 21

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mdi L1299 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 16 :
ctcattgtgc catgcactaa 20

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Poan mdi U1721 cho khuéch dai PCR va giai trinh tu

<400> 17
gcatacatac ttgggcaac 19

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Poan mbdi L2054 cho khudch dai PCR va giai trinh tu

<400> 18
cataccactc tttatgggtc 20
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