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Linh vye ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén viéc phat hién chdn doan kich thich tao don bdi ("HI") hoic
su ving mit va/hodc ¢6 mat cia nd & cdy la hodc khong phai 1a dong kich thich tao don
boi. Cu thé hon 13, séng ché dé cap dén axit nucleic ma c6 thé sir dung dé kich thich tao
HI & cay va/hodc hoat tinh sinh hoc ma c6 thé dugc bién ddi dé tao ra hodc ngédn ngura
HI hoic 1 & cdy ma c6 thé biéu hién khéc di HI hodc & cdy ma c6 thé khong bidu hién
khac di HI. Con cu thé hon 13, sang ché d& cap dén phan tt axit nucleic ma ma hoa phéan

t& hoat tinh sinh hoc ciing nhw phurong phép st dung ching dé didu chinh HI & cay.

Sang ché dé xuit hang loat dot bién do con nguoi tao ra doc lap, théy & it nhét
mdt gen phospholipaza giéng patatin A2a ("PLA") ctia ngd; ciy ngd c6 cac dot bién nay
trong it nhat mot trong cac gen PLA cia chiing; va phuong phép tao ra va nhan dién dot
bién twong tw va/hodic bd sung trong gen PLA bang cach sang loc cdy ngd hdn hop
va/hode cd thé. Cay ngd theo sang ché kich thich tao tinh don bdi do dot bién khong
chuyén gen & it nhat mot trong cic gen PLA cua ching. Sang ché con dé xuét phuong
phip kich thich tao m&i kich thich tao don boi bang cach ap dung hoa hoc 1én mé sinh
sdn clia cdy. Sang ché con d& xuét phuong phap lam ting ty 16 tao hat va ty 1¢ kich thich
tao don boi ("HIR", & day goi la s6 lugng hat don boi séng sot trén téng sb hat sau khi
bong dugc thu phin véi phin hoa cua dong kich thich tao don boi), bang cach ap dung

héa hoc 1én mo sinh san cta cay trong khi thu phén.
Tinh trang k¥ thuit cta sang ché

Su thu phén 1a qua trinh phirc tap. Hat phén cia cay hat kin chtra t& bao sinh
dudng 16n va hai giao tt dyc (tinh ti¥). Sau khi d4p xudng diu nhuy, hat nay ra dng phén
ma thé hién sy phat trién ddu nhanh chéng do n6 huéng xudng duong truyén cai, duoc
din boi céc chit hip din hoa hoc tiét ra boi hai tro ciu & ddu 18 nodn cua tai phoi. Trong
qud trinh truyén xudng 6ng phdn, tinh tir dwoc ndi v6i nhau va nhéan sinh dudng bang té
bao chit c6 soi goi 1a don vi mam duc. Ngay sau khi tiép xtic véi mot trong hai tro cu,
6ng phan v ra va hai tinh tir duoc ddy ngang qua té bao chét tro cdu chét dé kich doc

1ap véi trimg va té bao trung tdm cua tai phoi, hoan thanh viéc thy phén kép. Tham chi
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sau tiép xuc ban dau, sy kién thy phén héng c6 thé cap ciru bang 6ng phén thir hai ma

thu phén tai phdi thong qua tuong tac vdi trg cau khong rung.

Ngudi nhan gidng lai cac dong bd me ndi dong, mot vat lai dong vai tro 1a dyc
va mot vat lai 13 céi, dé tao ra hat lai. Quy trinh phat trién dong lai bd me noi dong ma
co ban déng nhét thuong can lai vat lai dugc lua chon va tu thu phén (tu lai) cho nhiéu
thé hé dé trd nén gin ddng nhit. Quy trinh nay tén thoi gian va dit. Dé rat ngén thoi
gian dé phat trién lai cing dong ddng nhét & ngd, laa, lda my, lua mach, va cay trdng
khéc, ngudi nhan gidng c6 thé chon dé sir dung dong kich thich tao don boi dé kich thich
tao san xuét hat don boi trén bd me lai. Nhiém sic thé cta cdy don boi sau d6 duoc nhéan
doi, vi du bing tic nhan nhan d6i nhiém sic thé nhu colchixin, dé tao ra dong lai cing

dong ddng nhét don boi kép.

Kich thich tao don boi ("HI") 12 nhém hién tuong cdy ddc trung boi viéc mAt
nhidm séc thé kich thich tao trong qué trinh phét trién phdi. W02012/030893, dugc két
hop vao ddy bing cach vién din, md ta ving clia nhiém sic thé 1 ciia ngd ma c6 thé chiu
trach nhiém kich thich tao don bdi. Cac gen danh dAu dugce xac dinh trong ving ting
kich thich tao don boi duge md ta 1a & gitra 48,249,509-51,199,249, ma lién quan dén
gen dénh du cong bd umc1169 c6 vi tri vat 1y cta (60,213,661). Vung nay c6 vé khong
thing hang v6i ving kich thich tao don boi trong Stock 6. Dong va cdng su, (2013)
Theor. Appl. Genet. 126: 1713-1720, m6 ta QTL ¢ trong bin 1.04 ma giai thich dén

66% su bién thién kiéu gen cho HIR.

Kich thich tao don bdi dugc quan sat thiy & nhiéu loai cdy, nhu lta mién, lta
mach, liia my, va céc cdy than co khac. O ngé, HI xudt hién 1a két qua cua viéc sap xép
lai, cac dot bién trong, va/hodc tai tb hop, cheén, hodc loai bo trong ving nhiém séc thé
1 (v6i loai trir ddng chu y cda kich thich tao don boi loai ig, ma la két qué cua dot bién
trong gen INDETERMINATE GAMETOPHYTEI trén nhidm sic thé 3). Dong HI ndi
tiéng da duogc nghién ctru va xac dinh thd. Tuy nhién, bang chimg thtr nghiém ching
minh tac nhén di truyén gdy ra HI & ngd khong c6 mit. Ciing khong ¢6 gen danh du
duoc liét ké ¢ day lién quan dén dic diém duge xac dinh trudce do.

O hat hoic phdi don bdi ctia ngd duge tao ra mot cdch dic biét béng cach tao lai
gifta cy duc dong kich thich tao don boi (ttre 1a, "phén hoa ctia dong kich thich tao don

b6i") va hau nhu bt ky bong ma ngudi ta chon — bdng ¢6 thé 1a ciia bat ky cing dong,
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lai, hoac vat li¢u di t'ruyén khéac. Céc thé don bdi duoc tao ra phén hoa cua dong kich
thich tao don bdi ADN khong duoc truyén ddy du va/hodc duy tri théng qua sy phan
chia té bao dau tién ctia phoi. Kiéu hinh thu dwoc khong thim qua du, v6i mot s6 noan
chira cac phoi don bdi, va nodn khac chira phoi ludng boi, phoi khong boi, phoi kham,
hodc phoi thui. Hat don bdi c6 phoi ma chi chira ADN cia me cdng ndi nhil tam boi
thuong. Sau khi kich thich tao don boi, cac phoi hodc hat don boi thuong duoc tach ra
tr anh em ludng boi va khong bdi st dung sang loc gen danh déu kiéu hinh hoic di
truyén va phat trién hogc dugc nudi cdy trong cdy don boi. Cac céy nay sau d6 duoc
chuyén dbi hodc 1a tyr nhién hodc qua tic dong hoa hoc (tire 13, colchixin) vao cly don

boi kép (DH) ma sau d6 tao ra hat cing dong.

Céc dong HI chtra vi trf tinh trang dinh lugng ("QTL") trén Nhiém sic thé 1 chiu
trach nhiém ddi voi it nhit 66% bién ddi trong kich thich tao don bdi. QTL gy ra kich
thich tao don bdi & céc ty 1¢ khac nhau khi n6 thim nhép vao cac nén khac nhau. Tét ca
cac dong kich thich tao don boi dung trong nganh hat la din xuét cia dong HI tim thay,
goi la Stock6, va tt ca déu c6 dong kich thich tao don boi nhiém séc thé 1 QTL dot
bién. O day, tac gia dé mé dot bién chinh trong QTL ma, khi dugc bd sung, hd trg sinh
san binh thuong. Trong khi ngudn g cua dot bién nay la khong rd rang, né ¢ trong tat

céa cac dong kich thich tao, bao gbm Stock®.

Viéc nhan gidng cdy duoc tao didu kién bing cach sit dung cac cdy don boi kép
(DH). Viéc san xuit cdy DH cho phép ngudi nhén gidng cdy thu dugc dong lai cung
dong ma khong lai cing dong da thé hé, do d6 1am giam thoi gian can dé tao ra cay dong
nhét. Cay DH tao ra cong cu v6 gia cho nguoi nhan gidng cay, dic biét 1a tao ra dong
lai cing dong, ban d6 QTL, chuyén ddi bao tuwong, dua vao gen dic diém, va sang loc
F2 d6i v6i cai thién dic diém luu luong cao. Lugng 16n thoi gian duoc tiét kém do céc
dong dong nhét co ban tao ra trén mot thé hé, phi nhan nhu cu dbi véi viée lai cing
dong da thé hé thong thuong. Cu thé 13, do cdy DH hoan toan ddng nhat, ching rit dé
dé nghién ctu di truyén dinh tinh. Viéc san xuét hat don boi 1a cin thiét cho qué trinh
lai don boi kép. Hat don bdi dugc tao ra trén vat licu di truyén cua me khi duoc thu phén

v6i phan hoa tir dong kich thich tao phat trién do thé cai, nhu Stock 6.

Cay dong kich thich tao don bdi ngd tao ra phén hoa ma, khi lai Ién vat li¢u di

truyén dong khong kich thich tao, tao ra sy phat trién do thé cai cta cac hat don boi.
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Khoéng may 13, qué trinh nay thuong thu duoc tAn suét hat don boi thép. Tén suét kich

thich tao don bdi khong dii 1a yéu t6 han ché trong chuong trinh lai don bdi kép & ngo.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

HIR cao cho phép tAn suét hat don bdi cao hon dugc tao thanh trén cly bd me
mong mudn. Cay bd me ¢ thé duge sang loc trude bang gen danh d4u di truyén két hop
v6i cac dic diém mong mudn hodc céc dic diém dugc quan sat v& kiéu hinh dé 1am giau
kha nang di truyén cia cay bb me. Khi ciy bé me mong mudn duge thu phin béi dong
kich thich tao don bdi ma c6 HIR cang cao, thi thu duoc kha ning don bdi kép mong

mudn cang cao vai ki€u gen va kiéu hinh mong mudn.

Mic du qua trinh don boi kép tao ra san xuét nhanh hon vét lai cing dong dong
nhét, thé tich cta vat lai cing dong don boi kép ma duge tao ra ¢6 thé bi gioi han. Céc
dong kich thich tao da biét, bao gdm nhung khong gidi han &: Stock 6, MHI (Dong kich
thich tao don boi Moldovian), dot bién thé giao tir vo dinh ("ig"), KEMS, RWK, ZEM,
ZMS, va KMS. Tét ca c6 HIR tuong dbi thap. Stock 6, vi du, chi kich thich tao 1-3%
hat don boi. Nhu véy, viéc kich thich tao don boi 1a bude gidi han ty 1€ trong quy trinh

san xudt dong don bdi kép.

Tac gia da sang ché ra cach dé kich thich tao san xuit don bdi va/hodc lam ting
t§ 16 kich thich tao don boi & cy bang cach xi Iy cdy v6i hop chét lipit, chét e ché
phospholipaza, va chét e ché desaturaza axit béo. Mot b trong cac phuong phdp nay
bao gdm &p dung chit héa hoc cu thé 1én mo sinh san khi lai véi phan hoa kiéu dai
(khong kich thich tao don bdi). Lan thtr nhét, tac gia phat dong kich thich tao don boi
mdi bang cach hoa hoc. Diéu nay duoc thuc hién bang cach dung dich dic cua chét te
ché phospholipaza metyl alpha linolenyl flophosphonat (MALFP) 1én hoa trong qua
trinh thy phén, ma din dén ty 18 kich thich tao don bdi cao: 1én dén 9% HIR. Mot cach
riéng biét, tac gia phat dong kich thich tao don bdi maoi béng cach dung dich dédc cua
arachidonyl flophosphonat (MAFP) lén hoa trong qua trinh thu phén. Mot cach riéng
biét, tdc gia phat dong kich thich tao don bdi mdi bang cach dung dich dic cua 1,2-
distearoyl-sn-glyxero-3-phosphatidyl cholin (con goi 12 distearyl-phosphatidyl cholin;
"DSPC") 1én hoa trong qué trinh thy phén. T4c gia ciing phat dong kich thich tao don
bdi méi bang cach dung dich dic cta axit alpha linolenic 1én hoa trong qua trinh thu

phén. T4c gia cling phat dong kich thich tao don boi méi béng cach ding hop chat c¢6
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san, bao gém dau ngd va dAu hat lanh, ciling nhu axit linoleic téng hop hoéa hoc, etyl este
cla axit oleic (OAEE), metyl este cua axit arachidonic, (AAME) va chit we ché
phospholipaza manoalit. Tac gia cling lam tang ty 1 kich thich tao don boi khi lai cac
cay v6i dong kich thich tao don bdi (vi dy, RWK, Stock 6, hodc ZMS) béng cach cho
dung dich dic cta chit Gc ché phospholipaza metyl alpha linolenyl flophosphonat
(MALFP). O céc ndng do bing 2% MALFP+h8n hop chét hoat dong bé mit 91 duoc
nhii hoa véi dém DML dugce dém, tac gia dd nhan ddi ty 1€ kich thich tao don boi trong
qué trinh thy phén st dung RWK 1am dong thu phén. T 1€ kich thich tao thong thuong
trong RWK 12 khoang 10 — 18%. V&i MALFP dugc 4p dung ty 1€ kich thich tao tang
dén 20-35%. Tac gia ciing da day ty 1¢ kich thich tao don boi bang cach 4p dung céc
dich diic cua axit linoleic (LLE), etyl este ciia axit linoleic (LLAEE), va cht Gc ché
phospholipaza goi 12 metyl arachidony! flophosphonat (MAFP) 1én hoa trong qua trinh
thu phan. Hon nita, lam nhu vy theo cach nay con l1am giam ty 1¢ thui phoi va lam téng
ty 1€ tao thanh hat cho MALFP, LLAEE, MAFP, va LLE. Cung V61 cac tac dung nay

dan dén lam ting téng sd cac phdi don boi tai tao trén bong sau qua trinh thy phén.

Téc gia cling tich dong va xac dinh dac diém cua gen chiu trach nhiém kich thich
tao don boi & ngd. Gen 1a PLLA2 va n6 ¢o biéu hiéu dic hiéu phén hoa. Protein PLA2
duoc dinh vi 1én té bao chét tinh t, c6 thé mang ludi ndi chét hodc thé golgi. Viée xéc
dinh gen dAn dén sang ché ra mot vai k§ thuat méi dé cai thién qua trinh kich thich tao
don boi, dugce xac dinh 1a dong vai trd san XUAt cac phoi don bdi, hat, hat, hodc cay béng
cach giao phin bit ky bong véi phan hoa ctia dong kich thich tao don bdi. Viée xac dinh
gen con dan dén sang ché ra cac phuong phap méi 2 tao ra don boi. Bo khéac bao gdbm
cac phuong phap dé tao ra dong kich thich tao don boi méi bang céach thay dbi trinh tu
cua gen nguyén nhan, hodc la thong qua dot bién nhidm dich, TILLING, hoic
CRISPR/Cas9. Bidu hién ctia protein PLA2 c6 thé 1a diéu chinh xudng sit dung ARNi
hoic bang cach sir dung dot bién nhim dich trong gen khéi dong, 3' UTR, 5'UTR, hodc
vi tri noi.

Dua trén viéc xac dinh dot bién nay, tac gia sang ché ra cac cach dé bién ddi va
c4i thién qué trinh kich thich tao don bdi va, 14n thtr nhét, tic gia boc 16 phuong phép dé
tao ra cac thé don boi mdithong qua xtt Iy trong qua trinh thu phén. Tac gia thé hién cac
phuong phap lam ting ty 1€ kich thich tao don bdi ("HIR," tic 14, phan trim cac phoi

don boi tim thdy trén bong duoc kich thich tao don bdi duge cho) va ca phwong phép dé
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tang ty 16 séng cia vhat trong khi kich thich tao don bdi. Téc gia cling ban vé cac phuong
phap dé 1am tang dong kich thich tao don bdi méi st dung bién dbi di truyén ("GM")

hodc chién lwoc dot bién nham dich.

Qua trinh kich thich tao don bdi c6 thé duogc cai thién thong qua nhiéu phuong
phap. Thir nhit, nguoi ta c6 thé ¢b gang cai thién HIR trung binh. HIR 12 gi¢i han ty 1¢
trong san xuét cdy don boi kép pham vi rong ("DH") vi HIR tuong db6i thap. Xem Hinh
1. Véi loai trtr it, HIR thuong it hon 25% va thuong thdy nhét 13 trong khoang 10-20%,
tire 1a 75-90% hat 13 ludng boi. Vi tin sudt kha thip, phoi khong boi ciing duge tao ra
trong khi kich thich tao don bdi. Céc vi du ctia cac hop chit ma thé hién [am ting sd cac
thé don bdi tao thanh va/hoic ty 18 tao thanh don bi trong lai dong kich thich tao don
boi ma khong 1am ting t¥ 18 thui phodi bao gém metyl alpha linolenyl flophosphonat
(MALFP), metyl arachidonyl flophosphonat (MAFP), axit linoleic (LLA), va etyl este
cua axit linoleic (LLAEE). Thir hai, ngudi ta c6 thé 1am gidm ty 18 thui hat va thu phén
hong trong khi kich thich tao don boi, d&n dén hinh thanh nhiéu nhan mdi bong. Thui
hat xdy ra sau khi xay ra thu phén thanh cong nhung khi phoi chirc nang hodc ndi nhil
khong phat trién, va do hat nho, khéng mau phat trién thiéu phdi trudng thanh bén trong.
Ty 1¢ thui hat cao trong qua trinh kich thich tao don boi—trong khoang 10-50% noan
duoc thu phe“in trén bong. Diéu nay han ché s6 hat don boi nguoi ta ¢ thé tai tao moi
bong. Thu phan hong gay ra khi nodn khong duge thu phén boi hat phin, va ddc trung
boi sy vAng mit bétk}‘/ su phat trién hat sau khi thy phén. Ty 18 nay c¢6 xu huéng cao
trong khi kich thich tao don boi—trong khoang 10—70% hat trén mot s6 bong kich thich
tao don boi thu phén hong, phu thude vao su twong tng vé do chin cua hoa duc va cai,
kiéu lai dugc thuc hién, va di truyén duc va cai. Cac vi du cua cac hop chit ma thé hién
lam tang ty 1& hinh thanh hat séng dugc bang cach lam giam hong thu phén va thui phoi
bao gdm bdn hop chit dé cap & trén: MALFP, MAFP, LLA, va LLAEE. Bbn phan tir
nay, khi dugce ap dl_mg cho phén hoa, nim tua hoic phén khac ctia hoa trong khi lai kich
thich tao don bdi, lam ting ) lugng cac thé don boi tao thanh béng cach tang ca ty 1¢

kich thich tao don boi va s hat.

Cubi cung, ngudi ta c6 thé cai thién qua trinh kich thich tao don bdi bang cach
phti nhan nhu cdu dong kich thich tao don bdi duc, bang cach cho phép kich thich tao
don bdi mdi dé tao ra trén bong hodc trong nodn khi n6 ty lai hogc lai bang phin hoa tir

dong khong kich thich tao don bdi. Cac phuong phap kich thich tao don bdi mdéi nay,
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bao g61n viéc ap dung phospholipit nhu DSPC, axit béo nhu axit linolenic (LNA), hén
hop thong thuong cua triglyxerit nhu diu ngd va diu hat lanh, hodc chét e ché
phospholipaza nhu MALEP, ¢6 thé dugc 4p dung trong bét ky lai xa hodc ty thy phén
dé tao ra don bdi & ngo. o) day tdc gia mo ta cac vi dy ma roi vao mot hodc nhiéu trong
sb cac loai ndy, tao thanh sy cai thién hodc sing ché méi trong quy trinh kich thich tao

don boi.

Sang ché nhidm dén phuong phap dé kich cac phoi don bdi trong viéc lai giita hai
cay bd me. Piéu nay dugc thyc hién bing cach thay doi biéu hién ctia phospholipaza &
mdt trong sb cac ciy bd me. Viéc thay d6i nay co thé duoc thuc hién bing mdt vai cach:
hodc la béng cach khién mot trong sb céc cay bd me biéu hién phospholipaza dot bién;
hoac béng cach dung ARN can thiép kich thudc nho cho mot hoge ca hai cay bd me, ma
khién triét phospholipaza; hodc bing cach bién nap mot trong sb céac cdy bd me véi
phospholipaza dot bién; hodc bing cach chinh stta mot trong sb cac phospholipaza cua
cdy bd me, vi du bing cach dot bién dinh huéng diém nhu céc cong nghé trén co s6
CRISPR hodc TALEN. Khi biéu hién ctia phospholipaza & mdt trong cc cay bd me
duoc thay dbi béi mot trong cac k§ thuét nay, sau d6 khi cay bd me nay dugc dung trong

viéc lai, it nhat mot phoi don bdi duge tao ra.

Theo mot phuong an clia phuong phap, phospholipaza 1a phospholipaza gibng
patatin. Theo phuong an khac, phospholipaza gidng patatin 1a gen ddng dang cta
pPLAIla, ma dugc ma hoa bai trinh tyr nucleotit bao gﬁ“)m SEQ ID NO: 1 hodc trinh ty
it nhét 70% tuong dong voi SEQ ID NO: 1. Trinh ty nucleotit md hoa phospholipaza
giéng patatin co thé duoc dot bién, va theo mot phuong 4n trinh ty nucleotit c6 dot bién
dich khung ma tao ra bd ba ma két thuc nhan tao. Trinh tu dot bién dich khung bao gém

SEQ ID NO: 3 hofc trinh t it nhét 70% tuong dong véi SEQ ID NO: 3.

Céc dot bién khac 14 c6 thé va ndm trong pham vi sang ché. St dung dot bién
dinh huéng diém co thé dugc dung dé tao ra nhidu dot bién cta phospholipaza.
CRISPR/Cas9, TALENS, ngén tay kém, va meganucleaza 1a cac phuong phép thue hién
dot bién dinh huéng diém theo c4c phuong 4n cia sang ché.

Sang ché hiru dung trong nhiéu kiéu lai gifta cac cdy. Theo mot phwong 4n, cic
cay b me dung trong viéc lai 12 cdy mot 14 mam, nhu ngd, lGa, lha mach, va lua my.

Céc cay bb me c6 thé 1a thudc cung Joai cdy mdt 14 mam, hodc chung c6 thé la cac loai
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khac nhau. Theo phuong an khéc, cac cly bd me dung trong viéc lai 1a cdy hai 14 mam,
nhu dau twong, hoa huéng duong, ca chua, 6t, cl cai duong, hodc cai Bruxen. Theo
phuong an duoc uu tién, cac cay bd me 13 cdy ngd hodc cdy lta. Thudc pham vi sang
ché 1 phoi don boi duge tao ra bang phuong phap, hat don bdi bao gdm phoi don boi,
va cay don bdi phat trién tir hat don boi. Ciing thudc pham vi sang ché 13 don bdi kép
duoc tao ra bing cach phoi 10 phdi don bdi ra tdc nhan nhan doi nhiém sic thé, nhu

colchixin hodc trifluralin.

Sang ché nham dén cADN bao gdbm SEQ ID NO: 3, hogc trinh tu trong ddng gen
véi SEQ ID NO: 3, hodc trinh tw 70% tuong ddng véi SEQ ID NO: 3. Theo cac phuong
an duoc uu tién, trinh tu twong ddng gen v6i SEQ ID NO: 3 bao gbm cac phospholipaza
gibng patatin tir ng6, la, l0a my, ddu twong, va hoa hudéng duong. Cu thé 13, trinh tu
twrong dong gen véi SEQ ID NO: 3 bao gdm gen ctia lia 0s03g27610. Theo phuong 4n
dugc vu tién hon, trinh tu tuong ddng gen véi SEQ ID NO: 3 bao gbm cac SEQ ID NO:
23 va 73-81. |

Sang ché nham dén cdy chwra dot bién khong chuyén gen do con ngudi trong gen
phospholipaza gidng patatin ctia n6. Theo phuong an dwgc wu tién, gen phospholipaza
gidng patatin 1a pPLAIla. Theo phuong an khac, dot bién tao ra bd ba ma két thic sém
duoc ma hoa trong gen. Theo phuong an duge uu tién hon, cay 1a batky cdy mot 14 mam

hodic bt ky cay hai 14 mim, nhung duoc dic biét wu tién 1a ngd hodc lva.

Séang ché con nhim dén phuong phép kich thich tao san xuét céc phoi va hat don
bdi bang cach xit Iy md sinh san cua cdy véi hop chét bao gdm lipit hodc chét e ché
phospholipaza. Theo mot phuong an, vige xt ly xdy ra trudc, trong, hodc ngay sau khi
thu phan. Cay dugce xu ly ¢6 thé 1a bét ky cay mot 14 mam hoic cdy hai 14 méam, nhung
theo cac phuong an duge wu tién cdy 1a ngo, lua, laa my, dau tuong, hoa huéng duong,
va cl cai duong. Theo phuong an khac, lipit hodc chét tc ché phospholipaza dugc chon
tir nhom néu trong Bang 7. Theo cac phuong an duge wu tién, vigc xir Iy hop chét bao
gdm metyl alpha-linolenoyl flophosphonat ("MALFP"), etyl este cua axit linoleic
("LLAEE”); axit linoleic ("LLA"), dau ngd, distearyl-phosphatidyl cholin ("DSPC"),
hodc metyl arachidonyl flophosphonat ("MAFP"). '



Theo phuong 4n khéc, lipit hodc chét e ché phospholipaza phi hop véi cong

@)
w— (OR")
- m
N\
(X)n .
thtre (I) sau: . Trong pham vi sang ché, W ¢6 cdng thtre (D) 1a

cacbon ("C"), phospho ("P"), hodc luu huynh ("S"); m ¢co6 thé 12 0 hodc 1;n co thé 14 0
hodc 1; X dugc chon tir nhdm bao gém OH, CN, O(C1—Cj4 alkyl), halogen, Ci1—Cs alkyl,
va C1—Cy alkyl dugc thé béi mét, hai, hodc ba halogen hodc carbonyl; R! duoc chon tir
nhém bao gém H, C1—Cs alkyl, va C1—Cs alkyl dugc thé bdi mot hoic nhiéu nhém

hydroxyl trong do6 ty y mot hodc nhiéu nhém hydroxyl nay dugc este hoa v6i gbe doc

14p dugc chon tir nhém bao gom: - va ; hodc R1 duge

lién két voi W khi W 13 S; mdi L doc 1ap 1a mach cacbon Co—Cso, mach cacbon nay tiy
¥ bao gébm mot hodc nhiéu nhém ddc 1ap duge chon tir alkenyl, alkynyl, phenyl, va
heteroaryl, va mach cacbon nay tuy y bi cit boi 1-6 nguyén t oxy. Khi Wla C vam

1a 1, sau d6 n 14 0; tuy nhién, khi W 1a C vam la 0, sau do n lal.

Theo phuong an dugc uu tién, X 1a F, Cl, CFs, CCls, CF.H, CCLH, CF,CF3,
CClLCCls, CE,Cl, CF,CHs, C(O)CH;3 hodc CN. Theo phuong an duoc uu ti€n hon,
halogen 1a F hodc CL.

Quan trong 1a cén hru y rang trong R!, C1—Cs alkyl bao gdm cac nhom alkyl mach
thang, mach nhénh, va mach vong. Theo phuong an d\iqc uu tién, R! 1a C1—Cs alkyl

duoc thé boi mot dén sau nhém hydroxyl.

Theo mot phuong an, mdi L ¢6 cdng thire (T) doc 14p la mach cacbon C2-Cso, bao
g6111 mach nhanh, ma c6 thé duoc bao hoa, khong bao hoa, hodc khong bdo hoa da. Theo
phuong 4n duge vu tién, mach cacbon cta L bao gém mot dén bdn nhém ddc 1ap duoc
chon tir alkenyl, alkynyl, phenyl, va heteroaryl. Khong bdo hoa la dudi dang lién két doi
hodc lién két ba. Alkenyl hodc alkynyl ¢ thé trong mach cacbon, hodc diu so v&i mach
cacbon. Céac vong phenyl va/hodc heteroaryl ¢ thé nbi vao mach cacbon & vi tri ortho,

meta, ho#c para, hodc c6 thé ¢ dau so v6i mach cacbon. Cac vong aryl co thé tuy y duoc
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thé. Theo phuong an dugc uvu tién, mach cacbon bi cit boi mot dén sdu nguyén tir oxy.
Nhu dugc st dung & ddy, "bi cit bdi " nghia la mach cacbon bao gbm it nhét hai cacbon
trong trinh tw, sau nguyén tr oxy. Vi dy, -CHa- CH2-O- CHa- CH»-CHs la mach cacbon
bi cét béi nguyén ti oxy. Theo phuong &n dugc vu tién, mach cacbon bi cét boi mot dén

hai nguyén tr oxy.

Céc vi du cia mach cacbon thich hop theo céc yéu cAu cia L bao gdm: (CHy)s-
(CH),-CHa-(CH)2-CH-(CH),-CH2-CHs;  (CHa)3-(CH)2-CHa-(CH)2-CH2-(CH)2-CHa-
(CH)2-(CH2)4-CH3; (CHa)7-(CH)2~(CH2)7-CHs; (CHz)s-(CH)2-CHz-phenyl-CHa-(CH)o-
CHy-CH3;  (CHa)s-(CH)-(CH2)2-O-CHa-(CH)2-CHo-CH3; va (CHa)s=(CH)-CHo-
phenyl-O-(CHa)3-CHs.

Viée xi Iy cac hop chit nay dugce thyce hién bang cach ap dung hop chét bang bat
ky trong s6 cac k¥ thuét sau: nhing, tiém, ap dung tiép xuc trén co s& phun, 6ng phun,
ap dung tiép xuc trén co s& hut pipet, va 4p dung tiép xtc trén co s& chai, va bét ky ap

dung tiép xtic khac. C4c phuong an dugc uu tién sir dung phun hodc dng phun.

Sang ché con nhém dén phwong phap lam ting bd hat va lam gidm thui phdi &
cay trong khi kich thich tao don bdi, bao gdm x{r Iy mo sinh san cia cdy, nhu to, nim
tua, phén hoa, bong, hat, hodc cac mé tao hoa khac, voi néng d6 thich hop cua hgp chét
trude, trong, hodc sau khi thu phén. Theo mot phuong an, hop chit dugc chon tir nhom
bao gdm cac thanh phan ctia Bang 7. Theo phuong an khéic, hop chét 1a metyl alpha-
linolenyl flophosphonat (MALFP). Theo phwong dn khac, hop chit 1a axit linoleic
(LLA), etyl este cua axit linoleic (LLAEE), axit linolenic (LNA), distearoyl-
phosphatidylcholin (DSPC), hodc metyl arachidonyl flophosphonat (MAFP).

Séang ché con nhim dén phuong phép 1am tang ty 1€ kich thich tao don boi ¢ cdy,
bao gdm viéc ap dung ché phém lipit cho cic md cia cdy ngay trudce, trong, hodc ngay
sau khi thu phan. Theo mot phuong 4n, cdy la cdy mot 14 mam hodc cdy hai 14 mam;
hoc cdy 1a cay ngd hodc cdy lua. Theo phuong an khac, lipit dong vai tro la chét &rc ché
phospholipaza va/hodc chét Gc ché desaturaza axit béo. Theo phuong an khéc, lipit 1a
axit béo (vi du, LLA) hodc este cua axit béo (vi du, LLAEE) c6 chiu dai mach va do
bao hoa cu thé (mudi tdm cacbon, va hai lién két d6i), ma 1a nhom chiéu dai axit béo ma
khong c6 phin hoa ctia dong kich thich tao don boi. Bing cach minh hoa va khong gidi
han, lipit la, vi du, chét e ché phospholipaza metyl alpha linolenyl flophosphonat

10
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(MALFP), dugc hoa tan trong dung dich DMSO dém ¢ céc ndng dd cia MALFP nim
trong khoang tir 0,0001 mg/mL dén 1g/mL, ho#c dugc hoa tan trong ché pham chét hoat
dong bé miat va sau d6 dugc nhii hoa trong dung dich dimetylactamit (DML) dém & cac
ndng d6 ctia MALF nam trong khoang tir 0,0001 mg/mL va 1 g/mL. Bing cach minh
hoa thém va khong gi6i han, ché phdm lipit dugc 4p dung bang cach nhing, tiém, phun,
phun swong, dng phun, rét, chai, hodc bét ky phuong phap ap dung khac 1én mo sinh san
cia cdy. Theo mot phuwong 4n, ché phim lipit két hop v6i phan hoa trong hdn hop, hdn
hop nay sau d6 duge ap dung cho cac md cua cdy. Theo phuong an khac, hdn hop duge

4p dung cho mo sinh san cua cdy, vi du, phan hoa hodc to cia cdy ngd.

Sang ché nhdm dén phuwong phép kich méi dé kich thich tao don bdi & cdy, bao
gdm viéc dung hop chét lipit cho it nhé4t mo sinh san cla cay trong khi thu phén, trude
khi thu phén, hodc sau khi thu phén. Theo mot phuong an, cdy dugc chon tir nhom bao
gdm cdy mot 14 mam va cay hai 14 mém. Theo phuong an khac, cdy dugc chon tir nhom
bao g@)m lta, ngo, [ha my, lua mién, ca chua, ci cai duong, cdy ké, lia mach, dau tuong,

hoa hudng duong, béng, yén mach, thudc 14, rau, cdy 4n qua, va bét ky cdy trdng khac.

Theo mét phuong an vi du, sang ché bao gdm cay ngd hodc cdy lta c6 kha nang
kich thich tao tinh don bdi do dot bién do con ngudi & gen phospholipaza gidng patatin

Allo, ("PLA"), cling nhu hat, phén hoa, cac by phéan cuia cay va thé hé con cua cay do.

Theo phuong &n vi du khac nita, sang ché bao gbém cdy ngd hoic cdy lua c6 kha
nang kich thich tao cac thé don boi dugc tao ra béi cac budce thu dugce vt lidu cay tlr
cdy ngo hodc cay lua bd me, kich thich tao it nhét mot dot bién & it nhit mot ban sao cia
gen PLA cua vat liéu cay bang cach x 1y vat liéu cdy véi tac nhan gy dot bién dé tao
ra vat liéu cdy bi dot bién, nudi cly vat lidu cay bi dot bién dé tao ra cdy lua hoic cay
ngd thé hé con, phan tich cdy l4a hodc cdy ngd thé hé con dé phat hién it nhat mot dot
bién trong it nhdt mot ban sao ctia gen PLA, lya chon cdy lua hodc cdy ngd thé hé con
ma ¢6 kha ning dé tao ra don boi so v6i cdy lta hodc cdy ngd b6 me; va lap lai chu ky
nudi cdy cdy lua hodc ciy ngd thé hé con dé tao ra cdy thé hé con bd sung c6 kha ning

dé kich thich tao don boi.

MO TA VAN TAT CAC TRINH TU TRONG DANH MUC TRINH
TU

11
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SEQ ID NO: 1 1 trinh tw cDNA ca dot bién unphospholipaza thy &
GRMZM2G471240-NIL. Alen dot bién unphospholipaza & ddy goi 1a MATRILINEAL.

SEQ ID NO: 2 12 trinh ty axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3 1a trinh ty nucleotit cADN ctia dot bién phospholipaza thiy &
GRMZM2G471240-mtl, bao gdm chén 4 cip bazo. Alen dot bién phospholipaza & day

goi la matrilineal.
SEQ ID NO: 4 12 trinh tu axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO: 3.
SEQ ID NO: 5 1a doan mdi GRMZM2G471240_nil.F1.
SEQ ID NO: 6 1a doan mdéi GRMZM2G471240_nil.R1.
SEQ ID NO: 7 1a doan mdi GRMZM2G471240_rwk.F1.
SEQ ID NO: 8 1a doan mdi GRMZM2G471240_rwk.R1.

SEQ ID NO: 9 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
39A ID T1 cé thé 22808-3954 alen 1.

SEQ ID NO: 10 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
23A T1 c4 thé TD 22808-3924 alen 1.

SEQ ID NO: 11 1a trinh tw nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
81A T1 c4 thé ID 22808-3932, Su kién 81A c4 thé ID 22808-3317, va Sy kién 81A c4
thé ID 22808-3303.

SEQ ID NO: 12 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
39A ID 22808-3954 alen 2.

SEQ 1D NO: 13 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
23A 1D 22808-3924 alen 2.

SEQ ID NO: 14 1a trinh tu nucleotit cho dot bién MTL do TALEN frong Su kién
38A T1 c4 thé ID 22808-4108 alen 1.

SEQ ID NO: 15 1a trinh ty nucleotit cho djt bién MTL do CRISPR trong Su kién
18A T1 c4 thé ID 22807-4016.

SEQ ID NO: 16 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
27A T1 cé thé ID 22807-4073 alen 1.

12
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SEQ ID NO: 17 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
27A T1 cé4 thé ID 22807-4081 alen 1.

SEQ ID NO: 18 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
76A T1 c4 thé ID 22873-3999.

SEQ ID NO: 19 1a trinh ty nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
32A T1 c4 thé ID 22873-3991.

SEQ ID NO: 20 la trinh tu nucleotit cho ARN din CRISPR.

SEQ ID NO: 21 la trinh ty nucleotit by gen cho 0s03g27610, gen tuong dong
PLLA2cua lla.

SEQ ID NO: 22 1a trinh ty cDNA cho SEQ ID NO: 21.

SEQ ID NO: 23 1a trinh ty axit amin duoc ma héa béi SEQ ID NO: 22.

SEQ ID NO: 24 1a trinh tu nucleotit cha GRMZM2G471240-B73 khong dot bién.
SEQ ID NO: 25 1 trinh tw nucleotit cia GRMZM2G471240-RWK khong dot

bién.

SEQ [D NO: 26 12 trinh tr nucleotit cia GRMZM2G471240-ST6 khong dot bién.
SEQ ID NO: 27 1a trinh ty axit amin dugc mé héa boi SEQ ID NO: 24.

SEQ ID NO: 28 14 trinh tu axit amin dugc ma hoa bai SEQ ID NO: 25.

SEQ ID NO: 29 1a trinh tu axit amin dugc mé hoa boi SEQ ID NO: 26.

SEQ ID NO: 30 la trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cua céu tric 22466,
bao gdbm MATRILINEAL kiéu dai.

SEQ ID NO: 31 la trinh ty nucleotit cho cat-xet biéu hién cta cAu trac 22467,
bao gdm PHOSPHOGLYXERAT MUTASE kiéu dai.

SEQ ID NO: 32 1a trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cua cAu tric 22503,
bao gbm trinh tw ma hoa cAu tric vong than nham dich exon 2 cia MATRILINEAL.

SEQ ID NO: 33 1a trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cta céu trac 22513,
bao gdm trinh tu ma hoa céu trac vong than nhim dich exon 4 ctia MATRILINEAL.

13
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SEQ ID NO: 34 1a trinh ty nucleotit cho cat-xet biéu hién ciia cdu tric 22807,
bao gdm céc trinh tw ma hoa CRISPR/Cas9 chinh stra co cdu nhédm dich MATRILINEAL
trong NP2222.

SEQ ID NO: 35 la trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cua cAu trac 22808,
bao gdm cac trinh tw ma hoa CRISPR/Cas9 chinh stta co cu nhdm dich MATRILINEAL
trong NP2222.

SEQ ID NO: 36 la trinh tw nucleotit cho cat-xet biéu hién cta céu tric 22873,
bao gdm céc trinh tr ma héa CRISPR/Cas9 chinh sira co cAu nhdm dich MATRILINEAL
trong NP2222.

SEQ ID NO: 37 1a trinh ty nucleotit cho cat-xet biéu hién cia cAu trac 23123,
bao gém cac trinh ty ma héa TALEN chinh sira co cAu nhim dich MATRILINEAL trong
NP2222.

SEQ ID NO: 38 la trinh ty nucleotit cho cat-xet biéu hién cua céu tric 23501,

gARN cua ltia nham dich exon 4 v6i dan kép.

SEQ ID NO: 39 1a trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cua ciu tric 23501,

gARN cua lua nhim dich exon 4 dan don.

SEQ ID NO: 40 1a trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cia cu trac 23501,

gARN cua lua nham dich exon 1 véi dan kép.

SEQ ID NO: 41 la trinh tu nucleotit cho cat-xet biéu hién cua chu trac 23501,

gARN cuia la nham dich exon 1 v6i dan don.

SEQ ID NO: 42 1a trinh tu nucleotit cho dot bién MTL do TALEN trong Su kién
38A 1D 22808-4108 alen 2.

SEQ ID NO: 43 Ia trinh tu nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
27A 1D 22807-4073 alen 2.

SEQ ID NO: 44 1a trinh tu nucleotit cho dot bién MTL do CRISPR trong Su kién
27A 1D 22807-4081 alen 2.

SEQ ID NO: 45 1a trinh ty nucleotit cho TILLING dong 1139.
SEQ ID NO: 46 1 trinh ty nucleotit cho TILLING dong 3594.

SEQ ID NO: 47 1a trinh ty nucleotit cho TILLING dong 0505.

14
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
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48 1a trinh ty nucleotit cho TILLING dong 2658.
49 14 trinh tu nucleotit cho TILLING dong 1983.
50 14 trinh tu nucleotit cho TILLING dong 2732.

51 1a trinh tu nucleotit cho TILLING dong 2414.

52 1a trinh tu axit amin dugc ma héa boi SEQ ID NO:
53 1a trinh tu axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO:
54 1 trinh tu axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO:
55 1a trinh ty axit amin duoc ma héa bai SEQ ID NO:
56 1a trinh tu axit amin dugc ma hoéa béi SEQ ID NO:
57 1a trinh tu axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO:
58 1a trinh ty axit amin dugc ma héa bai SEQ ID NO:
59 14 trinh tu axit amin dugc ma hoa boi SEQ ID NO:
60 12 trinh ty axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO:
61 1a trinh ty axit amin dugc ma hoa boi SEQ ID NO:
62 14 trinh tu axit amin dugc ma hoa boi SEQ ID NO:
63 12 trinh ty axit amin dugc ma hoa béi SEQ ID NO:
64 14 trinh tu axit amin dugc ma hoa boi SEQ ID NO:
65 13 trinh ty axit amin dwgc ma hoa boi SEQ ID NO:
66 13 trinh ty axit amin dugc ma hoéa boi SEQ ID NO:
67 1a trinh ty axit amin dugc ma héa bai SEQ ID NO:
68 14 trinh tu axit amin dwgc ma héa béi SEQ ID NO:
69 1a trinh tu axit amin duwgc ma hoa bdi SEQ ID NO:
70 14 trinh ty axit amin dugc ma hoa boi SEQ ID NO:
71 14 trinh ty axit amin dugc ma héa bdi SEQ ID NO:

72 14 trinh ty axit amin dugc ma hoa boi SEQ 1D NO:
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SEQ ID NO: 73 1a trinh ty axit amin cho gen dbng dang MTL thiy & Sorghum
bicolor.

SEQ ID NO: 74 1a trinh ty axit amin cho gen dong ding MTL thdy & Setaria

italica.

SEQ ID NO: 75 la trinh ty axit amin cho gen dbng dang MTL thiy & Hordeum
vulgare.

SEQ ID NO: 76 la trinh ty axit amin cho gen ddng déng MTL thdy &
Brachypodium distachyon.

SEQ ID NO: 77 1a trinh ty axit amin cho gen ddng dang MTL thdy & Oryza sativa
v. indica.

SEQ ID NO: 78 14 trinh ty axit amin cho gen dong déng MTL thiy & Triticum
aestivum.

SEQ ID NO: 79 la trinh ty axit amin cho gen dbng ding MTL thiy & Musa
acuminata.

SEQ ID NO: 80 Ia trinh ty axit amin cho gen dbng ding MTL thdy & Elaeis
guineensis.

SEQ ID NO: 81 14 trinh ty axit amin cho gen ddng déng MTL thdy & Arabidopsis
thaliana.

Mo t4 viin tit cac hinh vé

Hinh 1 1a so dd tao db dugc dung d& tao ban dd dic diém kich thich tao don boi
& RWK.

Hinh 2 thé hién viéc tao ban dd ti mi thu hep QTL chinh dén khoang cach rat nhé
trong bin 1.04, trong khoang tir 67,85 Mb dén 68,42 Mb. Ving nay c6 bay gen dugc chi
giai. Tac gia tao trinh ty va 1ap cac gen trong khoang cach nay & mot vai dong. Hai gen
v6i dot bién dot ngot nhat & dong kich thich tao don bdi duge thé hién & dudi cung bén
phai (GRMZM2G471240 va GRMZM2G062320).

Hinh 3 thé hién su khac nhau vé biéu hién cia GRMZM2G471240 ¢ dong kich
thich tao don bdi va phén hoa khéng kich thich tao va bao phén sau khi né hoa (m6 bao

t0r v6i hat phin da loai ra). Gen nay dugc biéu hién dic hiéu trong thé giao tir duc.

16
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Hinh 4a thé hién qRT-PCR dic hidu ndi tao ra cho GRMZM2G471240. Ba miu
1ap sinh hoc cua bao phén giai doan R1 dugc thir thanh ban sao ba k¥ thuét, va Ct trung
binh va dung sai chun dugc tinh toén cho mdi phan ung. Sé lwong tuong ddi ctia mbi
loai ban ma dugc so voi ddi ching nodi sinh sit dung hdi quy log, ctia denta Ct. Hai b
doan mdi dugc ding dé danh gid d6 nhidu twong dbi cia mi trong hai bién thé ndi dugc
chi giai so v6i bd doan mdi ma khong biét trude so vi bién thé ndi. Bién thé ban ma
ngén hon c6 do nhidu it hon tuong d6i so v&i ban ma dai ¢ ca kiéu gen NP2222 (kidu
dai) va NP2222-HI (dong kich thich tao don bdi). Biéu hién ctia c4c ban sao dot bién

clia gen & NP2222-HI 1a cao hon déng ké dbi voi tit ca ba cip doan moi dugc thir.

Hinh 4b thé hién nim mau lip sinh hoc cua phz“'m hoa sach tir cdy NP2222 va
MTLT4-FS (T1 ma ddng nhét déi véi alen gidng mil duge chinh sira) duge thtr thanh ba
mau lip k§ thuat trén doan mdi chung, va Ct trung binh va dung sai chuin duoc tinh
todn cho mdi phan ung. S$6 lugng twong d6i ctia mbi loai ban ma dwogc so sanh véi dbi
chimg ndi sinh st dung hdi quy logz clia denta Ct. Phin hoa MTL™:FS ¢6 dd doi dao

ban ma thdp hon so v6i phan hoa NP2222 (kiéu dai).

Hinh 5a thé hién sip thing hang axit amin cia trinh ty protein du bao B73 cla
bién thé néi dai ctia gen GRMZM2G471240 & B73 va RWK-NIL, v6i trinh ty dw bdo
ctia alen m¢l thdy & RWK va Stock 6 (S6). Axit amin ma khic la mau do; axit amin ma
khép duge thé hién chit mau xém binh thuong, va bd ba ma héa két thic duge thé hién
béng d4u chim. Hai dot bién diém tao ra su thé axit amin, histidin (H) thanh tyrosin (Y),
va lysin (K) thanh arginin (N). Cac thay ddi nay khong bao tén; co thé 13 mot hoic ca
hai Iam bién déi kiéu hinh kich thich tao don boi — d& xudt ring chubi alen ¢6 thé khong

dugc bao trum bang cach khéo sat thém cac bién the.

Hinh 5b thé hién MTL kidu dai va dot bién (cét cut) MTL dugc ma hoa boi alen
mtl ¢ hoat tinh phospholipaza frong éng nghiém. Hoat tinh phospholipaza PLA2 duoc
do bang thtr nghiém liposom huynh qunag trén protein tinh ché, tai t6 hop dugce tao ra
st dung cADN MTL va mtl. Thanh 13i chi ra 13i chuin dya trén trung binh cua bén méu

1%

1ap.

Hinh 6 thé hién m chiu trach nhiém déi v6i kiéu hinh nhiéu tinh trang két hop
v6i kich thich tao don boi. 6A: Ty 16 nay madm 6ng phén 13 twong tu & cdc dong kich

thich tao va dong khong kich thich tao (n=200). 6B: S dai ra clia éng phén ban dau
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cling twong tu (n1=25). 6C: RWK nhung khéng phai RWK-NIL dugc dwa qua bién dang
tach (SD) dua trén viée truyén dac diém thép (25%) & thé hé con niy mam (n=300). 6D:
MTL/0 dong bd sung ciing thé hién SD d6i véimtl & thé hé con nay mam (n=400). 6E:
Db thi Venn thé hién céc két qua nhan dién ARN-seq cua hai cdp dong kich thich tao
don b@i-gﬁn isogenic (trai, RWK vdi RWK-NIL; phai, NP2222-HI v&i NP2222; chit do,
didu chinh 1én; chit xanh 14 cdy, diéu chinh xuéng). Chi 60 gen duoc thiy 1a thay doi

dang ké trong cting huéng.

Hinh 7 thé hién sip thang hang axit amin ciia gen MTL & ngd véi ortholog MTL
hién c6 rong rii trong tdm cay than co, hai cdy mot 14 méAm khong phai than co, va
Arabidopsis (thale cress). Su sip thing hang nay bao gdm ngd (Zea mays), lha mién (
Sorghum bicolor, 92% tuong ddng trinh tu véi MTL), k& dudi chdn (Setaria italica,
85% tuong dong), lia mach (Hordeum vulgare, 78% tuong ddng) , Brachypodium
distachyon (78% tuong ddng), lua gidng Indica va Japonica (Oryza sativa v. indica va
Jjaponica, 0s3g27610, 78 va 79% tuong dong, twong tng), lda my 1am banh (Triticum
aestivum, 55% tuong dong), chubi (Musa acuminata, 57% tuong ddng), co dau (Elaeis
guineesnsis, 56% tuong ddng), va Arabidopsis thaliana (52% twong ddng).

Hinh 8. Twong quan biéu hién ctia phospholipaza ctia IGa (thich hop v6i Singh,
A., va cdng su, Rice phospholipase A superfamily: organization, phylogenetic and
expression analysis during abiotic stresses and development, PLOS ONE 7: €30947
(2012)). Tuong ddng nhét véi MTL 1a gen cta lta OspPLAI ¢0s3g27610).

Hinh 9. D thi thé hién cach d& chinh sira Os3g27610 dé tao dong kich thich tao
don boi. C6 thé nhém dich phan bit ky cua gen (dugc thé hién & ddy — nhdm dich exon
thir nht va thtt tu) va k¥ vong dé tao ra dot bién dich khung ma c6 thé dan dén bét hoat
va mét chtrc ning cua gen, va ma s& din dén kich thich tao don bdi.

Hinh 10 thé hién céu ﬁ'l’Jc nguyén tir ctia metyl alpha-linolenoyl flophosphonat
(MALFP).

Hinh 11 thé hiéri cdu triic nguyén tir cia metyl arachidonyl flophosphonat
(MAFP).

Hinh 12 thé hién cdu trac nguyén tir clia palmityl triflometylketon (PACOCF3).
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Hinh 13 thd hién clu tric nguyén t& cOa arachidonyl triflometylketon

(AACOCEF3).
Hinh 14 thé hién c4u tric nguyén tir cia manoalit.
Hinh 15 thé hién cAu tric nguyén ti cla etyl este cua axit linoleic (LLAEE).
Hinh 16 thé hién cu tric nguyén tt cta etyl este cta axit linolenic (LNAEE).
Hinh 17 thé hién cu triic nguyén tit clia metyl este cia axit arachidonic (AAME).
Hinh 18 thé hién céu trac nguyén t cla axit oleic mety este (OAME).
Hinh 19 thé hién cAu tric nguyén ti cla etyl este cta axit oleic (OAEE).
Hinh 20 thé hién céu tric nguyén t cla etyl este cla axit palmitic (PAEE).
Hinh 21 thé hién ciu triic nguyén tir ctia etyl este cta axit palmitoleic (PLAEE).
Hinh 22 thé hién cu tric nguyén tir clia axit alpha-linolenic (aLNA).
Hinh 23 thé hién c4u triic nguyén t cla axit gamma-linolenic (gLNA)
Hinh 24 thé hién ciu triic nguyén ti cia axit oleic.
Hinh 25 thé hién clu tric nguyén (& cla axit linoleic.
Hinh 26 thé hién cu triic nguyén t cla axit arachidonic.
Hinh 27 thé hién cdu trac nguyén t cia axit stearic.
Hinh 28 thé hién céu tric ngﬁyén tr cua axit linoleic 1ién hop 9(2)-11(E).
Hinh 29 thé hién cu triic nguyén tir cia distearoyl phosphatidylcholin (DSPC).

Hinh 30 th& hién ciu trac nguyén t& cia 2-oleoyl-1-palmitoyl-sn-glyxero-3-

phospho-etanolamin.

Hinh 31 thé hién cdu tric nguyén tir chung cho cdc phén tir ¢6 thé hoat dong theo

sang ché yéu cau bao ho.
MO ta chi tiét sang ché
DINH NGHIA
Trong khi cac thuat ngt sau ddy dugc tin la hiéu ding bdi mot trong sb cac

chuyén gia trong linh vuc, cac dinh nghia sau diy dugc néu dé tao diéu kién giai thich

do6i tugng ctia sang ché.
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Tét c& céc thuat ngtt k¥ thuét va khoa hoc dugc st dung & day, trir khi dugce dinh
nghia & duéi dy theo cach khéc, duge dy tinh cé nghia giéng nhu thuong duge hiéu
bdi cac chuyén gia trong linh vuc. Vién dan dén céac k¥ thuat dung & déy 1a nham dé cap
dén cac k¥ thuat nhu duge hiéu thong thuong trong linh vuc, bao gbm céc bién thé cua
cac k¥ thuét nay va/hodc thay thé cua cac k¥ thuat twong duong ma co6 thé 13 rang d6i
v6i mot trong sb cac chuyén gia trong linh vyc. Trong khi cac thut ngit sau day dugc
tin 1 hiéu dung boi mot trong s6 cac chuyén gia trong linh vyuc, cdc dinh nghia sau day

duoc néu dé tao diéu kién giai thich doi twgng cuia sang ché

Theo diéu udc luat sang ché c6 tir 1au, thuat ngit mao tur "a", "an", va "the" dé cap
dén "mot hodc nhiéu" khi dung trong sang ché, bao gém yéu cu bao hd. Vi duy, cau "é
bao" d& cap dén mot hodc nhiéu té bao, va theo mét sb phuong an co thé dé cap dén mo
va/hoic co quan. Tuong tw, cau "it nhat mét", khi dugc dung & day dé aé cap dén toan
bo, dé cap dén, vidu, 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100,
hotic hon ciia toan b do6, bao gdm nhung khong gi6i han & tét ca toan b gié tri sd gitta

1 va 100 cling nhu toan b 56 16n hon 100.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tht ca cac s6 biéu hién sb lwong clia thanh phén, diéu
kién phan rng, va v.v. ding trong ban mo ta va yéu cu bao ho duoc hiéu 1a dugc thay
déi trong tat ca cdc truong hop boi thuat ngit "khoang." Thuat ngit "khoang," nhu dugc
str dung & day khi dé cap dén gia tri do dugc nhu luong cuia khéi lugng, trong luong,
thoi gian, thé tich, ndng do hodc phan tram nghia 1a bao gbm céc bién thé theo mot 6
phuong an +20%, theo mot s6 phuong 4n +10%, theo mot s& phuong 4n £5%, theo mot
sb phuong én +1%, theo mot s6 phuong an +0,5%, va theo mot s6 phuong an +0,1 % tur
luong cu thé, nhu vy céc bién thé 1a thich hop dé thuc hién cac phuong phip duge boe
10 va/hodc st dung cac ché phﬁm, axit nucleic, polypeptit, v.v. dugc bdc 16. Theo do,
trir khi ¢6 quy dinh khéc, cac tham s6 bang sb dugc néu trong ban md ta nay va yéu ciu
bao ho kém theo 14 xAp xi ma c6 thé thay d6i phu thudc vao dic diém mong mudn cin
dat duoc boi ddi tuong cia sang ché.

Nhu duge str dung & day, thuat ngit "alen” dé cap dén dang trinh tu bién thé hoic
bin dbi & vi tri di truyén. Trong ludng bdi, alen don dugc thira huéng béi thé hé con cé
thé tach biét véi mdi bd me & mdi vi tri. Hai alen cta vi trf dugc cho ¢6 mét trong sinh

vat ludng bdi chiém vi tri twong ung trén cdp nhidm sic thé twong dong, mic du mot
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trong sb céc chuyén gia trong linh vuc hiéu rang céc alen trong bat ky cé thé cu thé

khong can dai dién tat ca cdc alen ma cd trong cac loai.

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngir "va/hodc" khi dung trong bdi canh ciia danh
muc cac thuc thé, dé cap dén céc thuc thé co mit don 1é hodc trong két hop. Do do, vi
dy, cdu "A, B, C, va/hodc D" bao gérn A, B, C, va D riéng 1&, ma con bao gém bat ky
va tht ca céc két hop va mirc dudi két hop A, B, C, va D (vi du, AB, AC, AD, BC, BD,
CD, ABC, ABD, va BCD). Theo mot s6 phuong 4n, mot trong nhiéu yéu td ma
"va/hodc" dé cap dén c6 thé con con mit riéng 1€ trong céac xuét hién don hodc da trong

(cac) két hop va/hoic (céc) mirc dudi két hop.

Nhu dugce st dung ¢ day, cau "két hop voi" dé cap dén mbi quan hé nhan dién
dugc va/hoidc phan tich dugc gitra hai thuc thé. Vi du, cau "két hop vai HI" deé cap dén
dic diém, vi tri, gen, alen, gen danh dAu, kiéu hinh, v.v., hoic biéu hién cda ching, su
c6 mit hodc khoéng ¢6 mat cia ching cé thé anh hudng dén pham vi va/hodc mirc 40 ma
cay hodc thé hé con ca nd biéu hién HI. Nhu vay, gen danh déu "két hop véi" dic diém
khi duoc lién két véi n6 va khi sy ¢6 mit cia gen danh déu 12 chi bao ctia viéc ¢6 hay
khong va/hoac dén mtrc dd nao dic diém mong mubn hodc dang dic diém s& x4y ra 0
cay/vat liéu di truyén bao gdm gen danh d4u. Tuong tu, gen ddnh déu "két hop véi" alen
khi dugc lién két voi n6 va khi sy ¢6 mit cia gen danh déu 12 chi bao ctia viéc ¢6 hay
khong alen c6 mat & cdy/vat liéu di truyén bao gdm gen danh d4u. Vi dy, "gen danh diu
két hop v6i HI" dé cap dén gen danh dAu ma sy ¢6 mat hodc khong c6 mat ciia né c6 thé
ding dé du bao viéc c¢6 hay khong va/hoic dén mac dd ndo cay sé thé hién kich thich

tao don boi.

Thuédt ngtt "bao gém," ma déng nghia voi "gém," "chira," va "khéc biét & chd,"
13 tinh toan b6 hodc mé cudi va khong loai trir cde chi tiét va/hodc cac budc cua phuong
phap b sung, khong ké ra. "Bao gdm" 1a thuat ngft trong linh vuc ma c6 nghia la cac
chi tiét va/hodc cac bude co tén c¢6 mat, nhung cac chi tiét va/hoic cac bude khac co thé
dugce thém va van thudc pham vi cia d6i twong lién quan.

Nhu duge st dung & day, cau "bao gb6m" khong gbm bat ky chi tiét, bude, hodc
thanh p’hén khong duoc liét ké cu thé. Khi cau " gém 6" xudt hién trong ménh dé coa
than yéu cu bao ho, hon 1a ngay sau 10i ndi déu, n6 gidi han chi chi tiét dugc néu trong

ménh dé nay; cac chi tiét khac khong dugc loai trir khoi yéu cau bao ho vé mit tong the.
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Nhu dugc st dung & ddy, cau "co ban gom cé" gi6i han pham vi phan mo ta lién
quan ho#c yéu cau bao ho cho cac vt liGu va/hoic cac budc cu thé, cong voi cdc loai
ma khoongn anh huéng vé mit vat chét dén (cc) dic diém co ban va mai cua doi tugng

dugc boc 10 va/hodc dugce yéu cau bao ho.

Lién quan dén thuét ngit "bao gdm," "co ban gbm c6," va " gbm c6," khi mot trong
ba thuét ngit ngdy dugc st dung & déy, dodsoi trgng dugc boe 10 theo sang ché va duoc
yéu cu bio ho c6 thé bao gdm theo mot s6 phuong an viéc sir dung ctia mot trong s6
hai thuét ngtt con lai. Viduy, néu ddi tugng theo mot ) phuong an dé cap dén axit nucleic
ma ma hoa polypeptit bao gbm trinh tu axit amin ma it nhit 95% tuong ddng véi SEQ
ID NO: 2 hodc 3. Can hiéu réng dbi tugng dugce boc 10 do d6 con bao gém axit nucleic
ma ma hoa polypeptit theo mot s6 phuong 4n co ban gdm c6 trinh ty axit amin ma it
nhit 95% tuong ddng véi SEQ ID NO: 2 hodc 3 ciling nhu axit nucleic ma ma hoa
polypeptit ma theo mot s6 phuong 4n gdm c6 trinh ty axit amin ma it nhét 95% tuong
dong voi SEQ ID NO: 2 hogc 3. Tuong ty, cling can hiéu ring theo mot s6 phuong 4n
phuong phép cho dbi tuong duge boc 10 bao 20m cac budc ma duge boc 16 ¢ day, theo
mdt sé phuong 4n phuong phép cho d6i twong clia sang ché co ban gbm cac budc ma
dwoc boc 10, va theo mot sd phuong dn phuong phap cho dbi twong cia sang ché gdm

¢6 cac bude ma duge bdc 10 ¢ day.

Nhu dugc st dung & déy, thuat ngit "kich thich tao don bdi mai” dé cap dén viée
khéi dau kich thich tao don boi béng cach dua vao tadc nhan kich thich tao don boi tu
phat. Viéc dua vao nay co thé duoc thu bing cac phuong phap phun tiép xuc, thu phén
bing tay, dot bién, hodc chuyén gen. Thuat ngit "kich thich tao don boi méi," "HI méi,"
va "kich thich tao dom bdi maGi" duge st dung hoan dbi nhau trong toan bd ban mo ta.

Nhu duoc st dung & day, thuat ngt "gen" dé cap dén don vi di truyén bao gdm
trinh tu cia ADN ma chiém vi trf cu thé trén nhiém sic thé va chtra 1énh di truyén d6i
véi dic didm cu thé hodc dic diém & sinh vat,

"Bidu d6 di truyén " 1a mo ta mdi quan hé lién két di truyén trong sb céc vi tri
trén mot hodc nhidu nhi®m séc thé trong céc loai dugc cho, thuong duge mo ta dudi
dang biéu 46 hodc dang bang.

Nhuv duoc stz dung & déy, cay dwoc dé cip dén 14 "thé don boi" co b don (bd

gen) nhiém sic thé va s6 gidm nhiém sic thé (n) & cdy don boi bang vai clia giao tu.
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Nhu duge st dung & déy, cdy dé cap dén "thé don boi kép" dugc phap trién bang cach
nhén d6i bo don bdi ctia nhifm séc thé. Cay hodc hat ma thu duoc tlr cdly don boi kép
ma tu lai bit ky s thé hé c6 thé van dugc xé4c dinh 1a cdy don bdi kép. Cay don bdi kép
duoc coi la cdy ddng hop tir. Cay dugce coi la thé don boi kép néu né ¢ kha ndng sinh
san, ngay ca khi toan bd phan sinh dudng cta cdy khong gbm cac té bao ¢6 bo nhiém
séc thé kép; tc 1a, cly s€& duogc coi la thé don boi kép néu n6 chua giao tir séng duoc,

ngay ca khi n6 1a thé kham.

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit "dot bién do con ngudi" dé cap dén bat ky
dot bién ma xay ra do hodc 1a tic ddng truc tiép hodc gidn tiép ctia con ngudi. Thuat ngi
nay bao gom, nhung khong gi¢i han ¢, cac dot bién thu duoc bang bat ky phuong phap

gdy dot bicn nham dich.

Nhu duoc str dung & day, thuat ngir "mau do gen danh diu" va "méu do" dé cap
dén trinh tu nucleotit hodc phan tr axit nucleic ma co thé dugc st dung dé phat hién sy
c6 mat hodc Véng mit cta trinh ty trong trinh tw 16n hon, vi du, mau do axit nucleic ma
bd sung cho tat ca hodc mot ph?m gen danh d4u hodc vi tri danh dAu, thong qua lai axit
nucleic. Mu do gen danh du bao gom khoang 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100 hodc hon nucleotit lién tiép c6 thé dugc dung dé lai axit nucleic.

Nhu dugc st dung & diy, thudt nglt "gen danh déu phan tir" ¢6 thé duoc st dung
dé dé cap dén gen dénh dau di truyén, nhu dugc xac dinh & trén, hodc san phém ma hoa
cua ching (vi du, protein) dung lam diém tham khao khi xac dinh sy c6 mét /khong co
mat cua vi tri lién quan dén HI. Gen danh dau phan tr ¢ thé dugc dan xuét tir trinh tu
nucleotit di truyén ho#c tir trinh tu nucleotit duoc biéu hién (vi dy, tr ARN, cADN, v.v.).
Thuét ngit con dé cap dén trinh tu nucleotit bd sung cho hogc kep sudn trinh ty gen danh
dAu, nhu trinh ty nucleotit ding 1am mau do va/hoic doan mdi ¢ kha ning khuéch dai
trinh tu gen danh dau. Trinh ty nucleotit 1a "bd sung" khi chiing lai dac hiéu trong dung
dich (vi du, theo quy luat bét cap bazo Watson-Crick). Thuét ngit nay con dé cap dén
gen dénh dau di truyén ma chi ra dic diém bang cach khong c6 mit trinh tu nucleotit bd
sung cho hodc kep sudn trinh tu gen danh d4u, nhu trinh tu nucleotit ding 1am mau do

va/hodc doan mdi c6 kha nang khuéch dai trinh ty gen danh déu.

Nhu duge stt dung & ddy, thudt ngtt "trinh tu nucleotit," "polynucleotit," "trinh tu

axit nucleic,” "phan tir axit nucleic," va "doan axit nucleic" d¢ cdp dén polyme cia ARN
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hoic ADN ma 12 mach don hodc mach doi, tiy y chira bazo nucleotit tbng hop, khong
tu nhién, va/hodc duogc thay ddi. "Nucleotit" 14 don bi monome ma cac polyme ADN
hoic ARN duoc ciu tric tir d6 va gdm c6 bazo purin hodc pyrimidin, pentoza, va nhém
axit phosphoric. Céc nucleotit (thuong dugc tim thiy & dang 5'-monophosphat cla
ching) duoc dé cap dén bang ky hiéu mdt ky ty cia chung nhu sau: "A" cho adenylat
hoic deoxyadenylat (1dn lugt ddi v6i ARN hodc ADN), "C" cho xytidylat hodc
deoxyxytidylat, "G" cho guanylat hodc deoxyguanylat, "U" cho uridylat, "T" cho
deoxytymidylat, "R" cho purin (A hodc G), "Y" cho pyrimidin (C hodc T), "K" cho G

hodc T, "H" cho A hoic C hodc T, "I" cho inosin, va "N" cho nucleotit bat ky.

Nhu dugce st dung & day, thudt nglt "su tuong ddng trinh tw nucleotit" chi su ¢6
mit cla céc nucleotit giéng nhau & céc vi tri twong Umg cla hai polynucleotit.
Polynucleotit ¢ céc trinh tu "twong ddng" néu trinh ty cua cac nucleotit trong ha
polynucleotit nay la gidng nhau khi dugc sip thang hang dé twong tmg t&i da (vi du,
trong cira s6 so sanh). Viéc so sanh trinh ty gitta hai hodc nhiéu polynucleotit thuong
duoc thuc hién b%mg cach so sanh cac phé“m cua hai trinh tu nay trén ctra sb so sanh dé
nhén dang va so sanh céc vung l4n cin cé su tuong tu vé trinh ty. Cira s6 so sanh thudng
1a khoang tir 20 dén 200 nucleotit lién tiép. "Ty 1¢ phan trdm tuong dong trinh ty" d6i
véi cac polynucleotit, ching han nhu do tuong ddng trinh tu bang khoang 50, 55, 60,
65. 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 hodc 100 phdn trim, c6 thé duge xac dinh biang cach
5o sanh hai trinh tu dwoc sép thing hang t6i wu trén cira sd so sanh, trong d6 mot phan
cda trinh tu polynucleotit trong ctra s6 5o sanh c6 thé bao gdm su thém hogc sy lam
khuyét (tac 1a, khoang trbng) so véi trinh ty tham chiéu dbi v6i su sip thing hang t6i
vu cua hai trinh ty nay. Theo mot s6 phuong 4n, phan trim dugce tinh toan boi: (a) xac
dinh sb lugng vi tri & d6 bazo axit nucleic gidng nhau xuét hién ¢ ca hai trinh ty; (b)
chia sb luong cla cac vi tri bét cép cho tbng sd Iugng vi tri trong cra s6 so sanh; va (c)
nhan két qua nay véi 100. Viéc sap thang hang t6i wu céc trinh ty dé so sanh c6 thé dugc
tién hanh bing cach thuc hién trén may tinh céc thudt toan da biét, hodc bang cach kiém
tra bing mat. Cac thuat toan so sanh trinh ty da c6 va sép thing hang da trinh ty 13, twong
Umg, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) va chuong trinh
Clustal W/Clustal W2/Clustal Omega c6 trén mang Internet (vi dy, trang web cuia EMBL-
EBI). Cac chuong trinh thich hgp khac bao gbm, nhung khong chi gi6i han 6, GAP,
BestFit, Plot Similarity, va FASTA, ma la mot phan ciia 261 Accelrys GCG ¢6 san tir
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Accelrys, Inc. San Diego, California, My. Ciing xem Smith & Waterman, 1981;
Needleman & Wunsch, 1970; Pearson & Lipman, 1988; Ausubel va cong sw, 1988; va
Sambrook & Russell, 2001. |

Mot vi du vé thuét toan ma thich hop dé xac dinh phz“m tram tuong déng trinh tu
va tuong tu trinh tu 14 thuét toan BLAST, ma dugc md ta trong Altschul va cong su,
1990. Theo mdt sd phuong an, phan trim twong ddng trinh tur dé cap dén twong dong
trinh tu trén chidu dai diy du coa mot trong s6 gADN, cADN, hodc trinh ty protein dinh
trude trong ORF 1on nhét ciia SEQ ID No: 1 dugce so sanh. Theo mot sb phuong an, viéc
tinh toan dé x4c dinh phin trim tuong dong trinh ty axit nucleic khong bao gbm trng
tinh toan bat ky vi trf nucleotit trong d6 mdi trong sb cac axit nucleic dugc so sanh bao

odm "N (tirc 13, khi bat ky nucleotit c6 thé c6 mit & vi tri do).

Thuat ngt "khung doc md" (ORF) d& cép dén trinh tu axit nucleic ma ma hoa
polypeptit. Theo mot sé phuong an, ORF bao gbm bd ba ma khai dau dich mi, bd ba
mi két thic dich ma (tte 13, két thac), va trinh tu axit nucleic gitta chiing ma méa hoa
axit atnin co trong polypeptit. Thuét ngt* "bd ba ma khaoi dAu" va "bd ba ma két thuc" dé
cip dén don bi ba nucleotit lién nhau (tic 13, bd ba ma) trong trinh ty ma héa ma cu thé

hoa khoi dau va két thic mach, tuong Gng, cua téng hop protein (dich ma mARN).

Phospholipaza gidéng patatin A2 con ¢6 thé duge goi 1a PLA, pPLA, pPLATIA
pPLAll0, PLA2alpha, hodc PLA2, hogc bién thé twong ty khéc. Phospholipaza giong
patatin Allo. con dugc goi la MATRILINEAL. Céc thudt ngft nay dugc sir dung hoan d6i
nhau trong ban mo ti. Gen MATRILINEAL bao gbm bén ciip bazo dot bién dich khung

& day goi la matrilineal.

Nhu duoc st dung ¢ ddy, thuat ngtt "kiéu hinh," "dic diém kiéu hinh" hodc "dic
diém" dé cap dén mdt hodc nhiéu dic diém cia cay hodc té bao cay. Kiéu hinh c6 thé
quan sat dugc bang mit thuong, hodc bang cic phuong tién danh gia bat ky khac duoc
biét trong linh vuc nay, vi dy, kinh hién vi, phén tich sinh hoa, hode thir nghiém co dién.
Trong mot sb truong hop, kidu hinh duoc kiém soat truc tiép boi gen don hoic vi tri di
truyén (tre 13, trong tmg véi "dic diém gen don"). Trong trudng hop su dung kich thich
tao don bdi clia gen danh déu mau séc, nhu R Navajo, va cac gen danh du khéc bao
¢0m gen chuyén nhin thiy bing mét béi su c6 mit hodc sy khdng c6 mit ciia mau sfic

trong bang chimg hat néu hat 1 hat don boi duoc kich thich tao. Viéc sir dung R Navajo
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la gen danh dAu mau sic va str dung gen chuyén 13 da biét trong linh vuc 13 phuwong tién
d& phat hién viéc kich thich tao hat don boi trén cdy cdi. Trong cdc truong hop khéc,
kiéu hinh 13 két qua cta sy twong tac trong s6 mot vai gen, ma theo mot s6 phuong 4n

con tao ra tir tvong tac cua cdy va/hodc t€ bao cdy voi moi trudng cia no.

Nhu dugce st dung & ddy, thuat ngit "cay" c6 thé dé cap dén toan b cdy, phan
bat ky cta no, hodc t€ bao hodc nudi cdy mo dan xuat tir ciy. Do d96, thudt nglt "cay" co
thé dé cap dén bt ky trong so: toan b cdly, cac thanh phan cua céy hodc co quan (vi duy,

14, than, ré, v.v.), md cay, hat va/hodc t€ bao ciy.

Té bao cay 1a té bao cla cy, 14y tir cdy, hodc dugc dén xuét qua dich nuoi cly tir
té bao ldy tir cdy. Do d6, thuét ngit "t& bao cay" bao gdm khong gidi han té bao trong
hat, dich nuoi céy huyén pht, phéi, ving mo phén sinh, mo thé sén, 14, chdi, thé giao tu,
thé bao ti, phén hoa, va vi cAu. Céu "bd phan ctia cay" dé cap dén bod phén cua cdy, bao
gbm té bao don va cidc mod t& bao nhu té bao cay ma nguyén ven & cdy, cum té bao, va
nudi cdy md ma ciy cd thé tai sinh tir d6. C4c vi du cla cac by phén cla cdy bao gbm,
nhung khong gidi han 0, té bao don va cac mo tu phén hoa, noén, 14, phoi, ré, dau ré,
bao phén, hoa, qua, than, chdi, va hat; ciing nhu mam, than ré, thé nguyén sinh, thé sén,

va tuong tu.

Nhu duoc st dung ¢ day, thudt ngit "doan moi" dé cap dén oligonucleotit ma c6
kha nang 0 thanh dich axit nucleic (theo mot s6 phuong 4n, 0 dic hiéu thanh dich axit
nucleic) cho phép ADN polymeraza va/hodc transcriptaza nguqc gdn vao d6, nho do
dung 1am diém khoi déu phan tich ADN khi dic dudi cac diéu kién trong do viéc tong
hop san ph?lm md rong doan mdi duoc kich thich tao (vi du, v6i sy ¢ mét cua nucleotit
va tac nhan polyme héa nhu ADN polymeraza va ¢ nhiét 6 va pH thich hop). Theo mot
sb phuong an, mot hodc nhidu cac doan mdi duge ding dé khuéch dai axit nucleic cta

cay (vi duy, str dung phan tng chudi polymeraza; PCR).

Nhu duoc st dung ¢ ddy, thuat ngi "mau do" dé cap dén axit nucleic (vi dy, axit
nucleic mach don hodic mach ciia axit nucleic mach déi hodc thit tu cao hon, hodc dudi
trinh tu cia nd) ma cod thé tao thanh phtrc lién két v6i trinh tu bd sung trong trinh tw axit
nucleic dich. Thong thuong, mau do ¢ chiéu dai di dé tao thanh phén tir phirc on dinh
va ddc hiéu trinh tu voi bd sung cuia no, va nhu vay co thé duge str dung theo mot sb

phuong 4n dé phét hién trinh tw mong mudn c6 mat trong nhi€u axit nucleic.
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Nhu duoc st dung & ddy, cac thult ngi "_thé hé con" va "thye Vét thé hé con" chi
thuc vat duoc tao ra tr viéc sinh san v tinh hodc hiru tinh tir mot hodc nhiéu cay bd me.
Trong kich thich tao don boi hat trén cy cai la don boi, do do khong phai 1a thé hé con
cua dong don bdi kich thich tao. Thé hé con caa hat don boi khong phai chi thé hé con
mong mudn. Con ¢6 hat HI va cay sau d6 va thé hé con cta hat cta cay kich thich tao
don bdi. Ca hat don boi va hat HI ¢6 thé 1a thé hé con. Cay thé hé con c6 thé thu duge
bang cach tach dong hodc tu lai cdy bb me don, hodic bing cich lai hai hodc nhiéu civ
bd me. Vi du, cay thé hé con ¢o thé thu dugc béng cach tach dong hodc tu tao cay bd
me hodc bing cach lai hai hodc nhidu cdy b me va bao g0m ty lai cling nhu F1 hodc Fa
hodic céc thé hé khac nira. Fi 1 thé hé con thé hé thi nhét duge tao ra tir bd me it nhat
mot trong b do duoc dung JAn dAu tién 13 vat cho dic diém, trong khi thé hé con cta thé
hé thtr hai (F2) hodc thé hé tiép theo (F3, Fs4, va tuong tu) la cac mau dugc tao ra tir viéc
tu lai, lai chéo, lai nguroc, va/hodc lai khac cua Fis, Fas, va tuong tu. Fi do d6 co thé 13
(va theo mot sb phuong 4n 13) cdy lai c6 tir viée lai gitra hai bb me sinh san thuc (#c la,
bd me ma 13 sinh san thuc 1a mdi dﬁ“)ng nhét cho dac diém mong mubn hodc alen cta
ching), trong khi do 2 co thé 1a (va theo mot s6 phuong 4n 1a) thé hé con tao ra tu tu

thy phén ctia cdy lai F .

Nhu dugce st dung & ddy, cau "tai td hop" dé cap dén sy trao dbi cua cac doan
ADN gifta hai phan tirt ADN hoéc thanh nhidm séc ctia nhifm séc thé bét cap ("bat chéo")
qua trong vung cua trinh tu nucleotit twong ty hodc tuong dong. "Sur kién tai td hop" &

day duoc hiéu la dé cap theo mot s§ phuong 4n dén bt chéo giam phan.

Nhu duge ding trong ban md ta nay, thuat ngit "trinh ty tham chi€u" dung dé chi
trinh tu nucleotit xdc dinh dugc st dung 1am co s& d€ so sénh trinh tu nucleotit. Theo
mdt sb phuwong an, bt ky trong so cac SEQ ID NO: 1-4, 22-23, hodc 73-81 ¢6 the dung
lam trinh ty tham chiéu dé so sanh v&i cac trinh tu khdc ¢6 dugc tur cay.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngft "tai sinh," va cdc bicn the nglt phap cua no,
d¢ cap dén sy sinh san cla cdy tir nudi cdy mo.

Nhu duge st dung & day, cdu "cac dieu kién lai nghiém ngét" de cap dén cac diu
kién ma & do6 polynucleotit lai v&i dudi trinh ty dich cta nd, thuong trong hdn hgp phirc
ciia axit nucleic, nhung chi yéu khong c6 cac trinh ty khéc. Cac dicu kién nghiém ngit

1a phu thudc trinh ty va c¢6 the khac nhau dudi cac hoan canh khac nhau.
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Trinh tu cang dai thuong lai dic hiéu ¢ nhiét d¢ cang cao. Huong dan bao quat
dé lai axit nucleic thiy & Sambrook & Russell, 2001. Nhin chung, cac diéu kién nghiém
ngit duoc chon 13 khoang 5-10°C thép hon diém néng chay nhi¢t (Tm) cho trinh tw cu
thé & cuong do ion pH xéc dinh. Tm 1a nhiét d6 (dudi cudng do ion, pH, va nong dd axit
nucleic xac dinh) tai d6 50% mau do bd sung cho dich lai v6i trinh tu dich & can bang
(do trinh tu dich c6 mat du, & Tm, 50% mAu do chiém ¢ can bing). Céc didu kién nghiém
ngat vi du la cac diéu kién trong d6 ndng do mubi it hon khoang ndng d6 ion natri 1,0
M., thudng natri ion khoang 0,01 dén 1,0 M (hoic mudi khac) & do pH 7,0 dén 8,3 va
nhiét do it nhét khoang 30°C cho mAu do ngén (vi du, 10 dén 50 nucleotit) va it nhat
khoang 60°C cho mau do dai (vi du, 16n hon 50 nucleotit).

Céac diéu kién nghiém ngit cling c6 thé dat dugc bing cach thém cac téc nhén
lam mét 6n dinh nhu formamit. Cac diéu kién lai nghiém ngdt vi du bd sung bao gbm
50% formamit, 5x SSC, va 1 % SDS 0 & 42°C; hogc SSC, 1 % SDS, 1 ¢ 65°C; v6i mot
hodc nhidu IAn rira trong 0,2x SSC va 0,1% SDS ¢ 65°C. Dé PCR, nhiét do bing khoang
36°C thudng cho khuéch dai nghiém ngit thap, mic di nhiét do i c6 thé thay ddi trong
khoang tir khoang 32°C dén 48°C (hodc cao hon) phy thudc vao chiéu dai doan mdi.
Hudng dan thém dé x4c dinh cac thong sb lai dugc @& xuét trong nhiéu tai lidu (xemvi

du, Ausubel va céng su, 1999).

Nhu duogc st dung & day, thudt nglt "ddc didm" dé cap dén kiéu hinh mong mubn,
gen ma gop phan vao kidu hinh mong mubn, ciing nhu trinh tu axit nucleic lién quan
dén gen ma gop phén vao kidu hinh mong mudn. Vi du, "dic diém HI" d& cap dén kiéu
hinh kich thich tao don bdi cling nhu gen ma gop phan vao viéc kich thich tao don boi
va trinh tu axit nucleic (v/ du, san phdm gen lién quan dén HI) ma lién quan dén su co6

mit hodc khong c6 mit cua kich thich tao don bdi kiéu hinh.

Nhu duge st dung ¢ ddy, thudt ngit "gen chuyén" dé cap dén phan tir axit nucleic
duoc dua vao sinh vat hodc mot hodc nhiéu td tién cua nod béng mot s6 dang k¥ thuat
chuyén nhén tao. Do d6 k¥ thuét chuyén nhan tao tao ra "sinh vét chuyén gen" hoic "té
bao chuyén gen." Cén hiéu ring k¥ thuat chuyén nhan tao c6 thé xay ra ¢ sinh vét td
tién (hodic té bao trong d6 va/hodc c6 thé phat trién trong sinh vat td tién) va bat ky c4
thé thé hé con khac ma c6 phén 1 axit nucleic dugc chuyén nhén tao hogc doan cuia
chting cling dugc coi la chuyén gen ngay ca khi mot hodc nhiéu sinh san ty nhién va/hoic

duoc hd tro tao ra trong phdn tr axit nucleic chuyén gen c6 mit trong cé thé thé hé con.
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Nhu dugc st dung & day, thuat ngit "dot bién nham dich" hodc "chién lugc dot
bién" dé cap dén bat ky phuong phéap dot bién ma tao ra dot bién c6 chl ¥ cua gen dugce
chon. Dot bién nhim dich bao gdm céc phuong phap CRISPR, TILLING, TALEN, va
cdc phuong phéap khac chua duge phat hién nhung ¢ thé duoc ding dé thu dugc cing

két qua.

Nhu dugc st dung & day, ty 1€ kich thich tao don bdi ("HIR") nghia la s6 luong
hat don boi séng sot trén tong s6 hat sau khi bong duoc thu phén véi phén hoa ctia dong

kich thich tao don bdi.

Vén dé cu thé gy kho khan cho kich thich tao don boi: ty 1& thui phdi ting va ty
16 thu phén hong ting (1y 1€ bo hat giam). Vi nhing ly do nay, van ¢6 nhu ciu dé xac
dinb thanh cong nguyén nhan ctia HI, va sir dung hiéu biét d6 dé xac dinh phuong phép
tao cay don bdi 6n dinh hodc ting trong khi dong thoi 1am giam thy phén hong va thui
phoi.

Pic biét 1a c6 thé gay dot bién gen khoi dong dé cai thién tiém ning hitu ich cia
cac yéu t& dé biéu hién gen chuyén & cdy. Dot bién cua cac yéu t6 nay co thé dugc thuc
hién ngAu nhién va trinh ty gen khoi dong duoc dot bién dwoc sang loc hoat tinh trong
quy trinh thtr nghiém do 16i. Tty y, trinh tu cu thé ma tao ra gen khéi dong vai ddc diém
bidu hién mong mudn, hodc gen khéi dong véi hoat tinh ting cudng bidu hién, c6 thé
duoc xac dinh va cac trinh tu ndy hodc twong tu dugc dua vao gen khéi dong thong qua
dot bién. Con bao gdm 1a co thé gay dot bién céc trinh tu ndy dé ting cudng biéu hién
gen chuyén cta chiing trong loai cu thé. Phuong phép dé gdy dot bién doan ADN ma
héa trinh tu gen khéi dong theo sang ché 1a da biét dbi voi chuyén gia trong linh vyc.
Nhu dugc d& cép, sir thay doi cho gen khoi dong hodc yéu t6 didu chinh khac c6 thé
duoc thue hién ngdu nhién, hodc quy trinh dot bién dic hiéu diém. Gen khoi dong va
yéu 16 diéu chinh khac c6 thé duoc bién ddi bing cach thay dbi cAu tric ctia chiing thong
qua viéc thém vao hodc loai bé mdt hoac nhiéu nucleotit khdi trinh ty ma ma hoéa trinh
tu khong bién ddi twong tmeg.

Gay dot bién co thé dugc thue hién theo bat ky trong s6 cac k§ thuét da biét trong
[inh vue, nhu, va khong gi6i han 6, tdng hop oligonucleotit ¢6 mot hoge nhiéu dot bién
frong trinh tw cta trinh tu diéu chinh cy thé. Cu thé 14, dot bién ddc hiu diém 1a ky thuat

httu dung trong viéc tao ra dot bién clia gen khoi dong, thong qua dot bién déc higu cua
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ADN nim duéi. Endonucleaza din ARN ("RGEN," vi du, CRISPR/Cas9) cling ¢6 thé
duoc st dung. K§ thuat con dé xuAt kha ning sin sang dé tao ra va thir nghiém céc bién
thé trinh t{x, vi du, két hop mdt hodc nhiéu céc nghién clu trén, béng cach tao ra mot
hodc nhiéu thay ddi trinh tu nucleotit trong ADN. Dot bién dic hiéu diém cho phép san
xuét cac dot bién thong qua viéc st dung trinh tu oligonucleotit ddc hi€u ma mé hoa
trinh tu ADN ctia dot bién mong mudn, cling nhu s6 lugng du nucleotit 1ién nhau, dé tao
ra trinh tu doan mdi ¢6 kich thudc du va tinh phirc hop trinh tur dé tao thanh phtc on
dinh trén c4 hai bén ctia moi néi loai bé duge cit ngang. Thong thuong, doan mdi ¢b
chidu dai tir khoang 17 dén khoang 75 nucleotit hodc hon 1a dugc vu tién, v6i khoang

10 dén khoang 25 hoac hon gdc trén cé hai bén ciia moi noi cia trinh tu dugc thay doi.

Khi dong vo tinh bao gbm gen khdi dong dugc phan 1ap theo séng ché, ngudi ta
¢6 thé mong mudn phan dinh cic ving gen khdi dong thiét yéu trong dong vo tinh. Mot
phuong phép hiéu qua, nhém dich dé tao ra gen khoi dong dot bién dua trén su x4c dinh
chi tiét didu chinh gia dinh trong trinh ty gen khéi dong. Diéu nay c6 thé dwoc khoi dau
bang cach so sanh vé6i trinh ty gen khéi dong dugc biét 14 biu hién trong mé tuong tu
dic hicu hodc mau phat trién don nhét. Trinh tu ma giéng nhau gitra cac gen khéi dong
v6i mAu bidu hién giéng nhau 1a cac tmg vién c6 kha nang dé lién két yéu t6 phién ma
va do do 1a cac yéu td ma thé hién mAu bidu hién. Viéc xéc nhan céc yéu t6 diéu chinh
gia dinh nay co thé dat duoc bang cach phan tich loai bo trinh tu diéu chinh gia dinh sau
d6 phén tich chirc ning ctia mdi cAu trac loai bo bang cach thir gen bdo cdo ma duge
gén chirc nang véi mdi clu tric. Nhu vdy, khi tao ra trinh tu gen khoi dong bt dau, bat
ky trong s6 nhidu dot bién loai bo khac nhau clia gen khéi dong bat ddu c6 thé da duoc

diéu cheé.

Sang ché boc 10 & day dé xuét phan tir polynucleotit bao gdm doan yéu té diéu
chinh ma ¢6 thé duge ding trong viée tao cau tric cac yéu té diéu chinh kham m¢i. Cac
két hop mai bao gdbm cac doan cua phan tir polynucleotit nay va it nhit mot yéu t6 hodc
doan diéu chinh khéc c6 thé dugc tao cAu tric va thir & cay va duoc xem la thudc pham
vi sang ché. Do do thiét ké, xay dung, va st dung céac yéu t§ diéu chinh kham 1a mot
phuong an ctia sang ché. Gen khéi dong theo sang ché bao gdm gen tuong ddng ca yéu
t6 cis d biét 1a anh hudng dén sy diéu chinh gen ma thé hién do twong dong véi trinh

tu gen khoi dong theo sang ché.
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Céc doan tuong duong chirc ning cia mot trong sb céc axit nucleic diéu chinh
phién mi duoc mo ta & diy bao gdm it nhét 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, hodc 1000 cap bazo cla axit nucleic
diéu chinh phién ma. C4c doan twong duong ctia axit nucleic diéu chinh phién ma, ma
thu duge bang cach loai bé ving ma héa ving khong dich mé 5'cua mARN, sau do chi
tao ra ving gen khéi dong (khong phién ma). Ving khong dich méa 5’ ¢6 thé dugc xac
dinh d& dang bing cac phuong phéap da biét trong linh vuc (nhu phan tich 5'-RACE).
Theo d6, mot sb trong cdc axit nucleic diéu chinh phién ma, dugc mo ta & day, la cac

doan trong duong clia céc trinh ty khac.

Nhu néu trén, céc dot bién loai bo ctia gen khoi dong theo sang ché con c6 thé
duoc tao ra mot cach ngiu nhién va sau do dugc thir. Theo chién luoc nay, hang loat
ciu trac dugc tao ra, mdi cAu tric chira phén khéac nhau cua gen khéi dong (dong phu),
va céc chu tric nay sau d6 duge sang loc vé hoat tinh. C4c phuong tién thich hop dé
sang loc hoat tinh 1a gfm gen khoi dong bi loai bd hodc cAu trac intron ma chtra doan
loai bo vao gen danh d4u lua chon duoc hodc sang loc duge, va phan l4p chi cdc té bao
biéu hién gen dénh d4u. Theo cach nay, nhiéu ciu tric gen khdi dong khéc nhau, bi loai
b6 duge xdc dinh ma van gitt hoat tinh mong mudn, hoic thim chi duoc ting cudng.
Doan nhé nhit can hoat tinh theo d6 duoc nhan dién thong qua so sdnh cAu truc dugc
lura chon. Doan nay sau dé co thé duogc dung dé tao cAu triic cac vecto dé biéu hién gen

ngoai sinh.

Cat-xet biéu hién nhu duge mé ta & day co thé bao gbm cac yéu t6 diéu chinh
khac. Thuat ngit trong bbi canh nay duge hiéu theo nghia rong bao gOm tat ca cac trinh
tu ma co thé anh huong dén viéc tao cAu tric hodc chitc ning cua cat-xet biéu hién. Céc
yéu t6 diéu chinh c6 thé, vi du, thay d6i phién ma va/hodc dich ma trong sinh vat nhan
so hodc nhan thyuc. Cat-xet biéu hién duge md ta & diy co thé 12 xuo6i dong (theo hudng
3") ctia trinh ty axit nucleic dugc biéu hién va tlly y chtra cac yéu t§ diéu chinh bd sung,
nhu gen ting cuong phién ma hodc dich ma. MBai yéu té diéu chinh bd sung c6 thé lién
két hoat dong voi trinh tu axit nucleic duge biéu hién (hoc trinh ty nucleotit diéu chinh
phién md). Céc yéu td diéu chinh bd sung c6 thé bao gdbm gen khéi dong bd sung, gen
khoi dong nho, yéu té gen khéi dong, hodc yéu td gen nhdy ma c6 thé thay ddi hoic ting
cuong dac diém diéu chinh biéu hién. Cat-xet biéu hién con co thé chira mot hodc nhiéu

intron, mdt hodc nhiéu exon va mét hodc nhiéu gen két thic.
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Hon nita, du tinh ring gen khéi dong két hop céac yéu t6 tir nhidu hon mot gen
khoi dong c6 thé 1a hiru dung. Vi dy, Sang ché My sb 5,491,288 boc 10 két hop gen
khéi dong virut kham stp lo v6i gen khéi dong histon. Do do, cac yéu t6 tir gen khéi
dong dugc boc 19 & day 6 thé dugce két hop véi cdc yéu t0 tir gen khoi dong khéc. Gen
khoi dong ma hitu dung dé biéu hién gen chuyén & cay bao gdm cac gen ma kich thich
tao dugc, cua virut, téng hop, co ban (Odell Nature 313: 810-812 (1985)), dugc diéu
chinh tam thoi, duoc diéu chinh vé khong gian, dic hiéu md, va dugc diéu chinh tam
thoi vé khong gian. St dung cac yéu t6 diéu chinh duge mo ta & day, nhidu gen ndng
hoc ¢6 thé duoc biéu hién trong ciy bién nap. Cu thé hon 13, cay co6 thé duoc thiét ké di

truyén dé biéu hién nhiéu kicu hinh khac nhau mong muon v€ néng hoc.

Hop chit theo sang ché c6 thé tdn tai & cac dang dong phan hinh hoc hodc dong
phéan quang hoc khac nhau (chét ddng phan khong d6i quang va chét ddng phan ddi anh)
hodc cac dang hd bién. Séng ché bao gdm tat ca cac chét ddng phan va chét hd bién nay
va hdn hop ctia chung & tat ca céc ty 1& cling nhu cac dang dbng vi nhu céc hop chét do-
te-ri hoa. Sang ché cling bao gOm tAt ca cac mudi, N-oxit, va phrc hgp & kim cua hop

chat theo sang che.

Mdi géc alkyl hodc 1a mt minh hodc 1a mot phﬁn ctuia nhom 16n hon (nhu alkoxy,
alkoxycarbonyl, alkylcarbonyl, alkylaminocarbonyl, dialkylaminocarbonyl) la mach
thang hodc mach nhanh va 13, vi dy, metyl, etyl, n-propyl, n-butyl, n-pentyl, n-hexyl,
iso-propyl, n-butyl, sec-butyl, iso-butyl, tert-butyl hodc neo-pentyl. Céc nhom alkyl bao
gém C1-C6 alkyl, C1-C4 alkyl, va C1-C3 alkyl.

Thuét ngit "alkenyl," nhu duge st dung & day, la gbc alkyl c6 it nhit mot lién két
d6i cacbon-cacbon, vi du C2-C6 alkenyl. Céc vi du cu thé bao gbém vinyl va alyl. Gbe
alkenyl co thé 1a mot phan ctia nhém 16n hon (nhu alkenoxy, alkenoxycacbonyl,

alkenylcacbonyl, alkyenlaminocacbonyl, dialkenylaminocacbonyl).
Thuat nglt "axetoxy" dé cap dén -OC(=0)CH3.

Thuat ngtt "alkynyl," nhu dugce st dung ¢ day, la gbe alkyl c6 it nhat mot lién két
ba cacbon-caébon, vi du C2—C6 alkynyl. Céc vi du cu thé bao gdm etynyl va propargyl.
Gbc alkynyl co thé 1a mot phén ctia nhém 16n hon (nhu alkynoxy, alkynoxycacbonyl,

alkynylcacbonyl, alkynylaminocacbonyl, dialkynylaminocacbonyl).

Hé]_ogen 1a flo (F), clo (C1), brom (Br) hodc iot (I).
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Céac nhém haloalkyl (hodc 1a m§t minh hodc 1a mot ph?m cua nhom 16n hon, nhu
haloalkoxy hogc haloalkylthio) 1& nhom alkyl ma dugc thé bang mot hodc nhiéu trong
36 cac nguyén tir halogen gidng hogc khac nhau va 13, vi dy, -CF3, -CF2Cl, -CH2CE3,
hoac -CH2CHEF2.

Céc nhom hydroxyalkyl 12 nhém alkyl ma dugc thé bing mot hoic nhidu nhém

hydroxyl va 13, vi dy, -CH20H, -CH2CH20H hodc -CH(OH)CH3.

Céc nhom alkoxyalkyl 1a nhom alkoxy duoc lién két véi alkyl (R-O-R'), vi du -
(CH2),0(CH2)sCH3, trong dor1a 1 dén 6 vas1a 1 dén 5.

Trong béi canh cla sang ché, thuat ngit "aryl" dé cap dén hé vong ma c6 thé 1a
mot, hai hodc ba vong. Vi du v& cac vong nay bao gbm phenyl, naphtalenyl, antraxenyl,

indenyl hodc phenantrenyl.

Trir khi c6 quy dinh khéc, alkenyl va alkynyl, trén chiing hodc 1a mot phén cia
phén tir thé khac, co thé 1a mach théng hodc mach nhanh va co thé chira tir 2 dén 6
nguyén tr cacbon, va khi thich hop, ¢6 thé 1a ¢6 cAu hinh (E) hodc (Z). Cac vi du bao

26m vinyl, alyl, etynyl va propargyl.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, xycloalkyl co thé 13 Vi)ng don hoac vong doi, co thé
la tay ¥ duoc thé boi mot hoac nhidu nhém C1-C6 alkyl, va chira tir 3 dén 7 nguyén tir
cacbon. Cac vi du cia xycloalkyl bao gdm xyclopropyl, 1-metylxyclopropyl, 2-
metylxyclopropyl, xyclobutyl, xyclopentyl, va xyclohexyl.

Thuat nglt "heteroxyclyl" dé cap dén hé vong chura tir mot dén bdn di nguyén tir
duoc chon tir N, O va S, trong d6 nguyén tir nito va luu huynh tay y duoc oxy hoa, va
(c4c) nguyén i nito tuy y dugce tao bac bdn. Heteroxyclyl bao gbm heteroaryl, chét
twong tu bio hoa, va ngoai ra chét twong tu khong bdo hoa hodc bao hoa mot phan cia
ching nhu 4,5,6,7-tetrahydro-benzothiophenyl, 9H-fluorenyl, 3,4-dihydro-2H-benzo-
1,4-dioxepinyl, 2,3-dihydro-benzo—furanyl, piperidinyl, 1,3-dioxolanyl, 1,3-dioxanyl,
4,5-dihydro-isoxazolyl, tetrahydrofuranyl va morpholinyl. Ngoai ra, thudt ngt
"heteroxyclyl" bao gdm heteroxycloalkyl, vong don vong hodc da vong khdng thom ¢
chira nguyén tr cacbon va hydro va it nhét mét nguyén tir khac loai dwge chon tir nito,
oxy, va luu huynh nhu oxetanyl hodc thietanyl. Heteroxycloalkyl don vong c6 thé chira

tr 3 dén 7 canh.
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Thuét nglt "heteroaryl” d& cap dén hé vong thom chtra tlir mot dén bén di nguyén
tir duoc chon tix N, O, va S, trong d6 nguyén ti nito va luu huynh tiy y duge oxy hoa,
vidu co 5, 6,9, hodc 10 canh, va chra hodc 1a vong don hodc hai hodc nhiéu vong dung
hgp. Vong don c6 thé chtra dén ba di nguyén tr, va hé hai vong dén bdn di nguyén tu,
ma s& tét hon 1a duoc chon tir nito, oxy, va luu huynh. Céc vi du clia cic nhém nay bao
gdm pyridyl, pyridazinyl, pyrimidinyl, pyrazinyl, furanyl, thienyl, oxazolyl, isoxazolyl,
oxadiazolyl, thiazolyl, isothiazolyl, thiadiazolyl, pyrolyl, pyrazolyl, imidazolyl,

triazolyl, va tetrazolyl.
Vi du thwe hién sang ché
1. Xac dinh dot bién dich khung & PLA

Sang ché x4c dinh hang loat dot bién do con ngudi doc 1ap théy & it nhat mot gen
phospholipaza gidng patatin Alla(pPLAIla) ciia ngod; cdy ngd co cac dot bién nay & it
nhét mot trong cac gen PLA ciia ching; va phuong phép tao ra va xac dinh dot bién
tuong tu va’/hodc bd sung & gen PLA bang cach sang loc céc cdy la va ngd két hop
vi/hodc ting cé thé. Cay lta va ngd theo sdng ché kich thich tao tinh don bdi do dot bién

khong chuyén gen & it nhét mot trong cac gen PLA cua chung.

Dic biét hon nita 1a, sadng ché tao ra dong kich thich tao don bdi méi cia ngo.
Nhiéu dong ngd kich thich tao don bi da biét tdn tai bao gdm nhung khong gi¢i han 6:
Stock 6, MHI (Dong kich thich tao don bdi Moldovian), dét bién thé giao ti vo dinh
("ig"), KEMS, ZEM, ZMS, KMS, RWS, va RWK. Sang ché dé cép dén phuong phap
xac dinh, va/hodc lua chon vat li¢u di truyén ma ¢6 thé hoac khong thé kich thich tao
cac thé don boi. Sang ché con dé cap dén viéc lam ting va phat trién khéc vat liu di
truyén kich thich tao thé don boi dugc chon. Sang ché con dé cap dén phuong phap cai
thién vat liéu di truyén kich thich tao don bdi dé lam tang viéc kich thich tao thé don boi

trén hat tao ra b me.

Budce khéi ddu trong viée san xudt hat don boi tir thé lai hodc tach cdy bb me c6
tir qua trinh thy phe“ln v6i phén hoa tr dong kiéh thich tao don bdi 1én bdng tr hat tao ra
cay. Két qua cua qua trinh lai nay 1a tao ra hat ludng bdi va don bdi cia me (In). Hat
don bdi duge kich thich tao (1n) thudng dugc phén biét véi hat ludng boi bang céch sir
dung gen danh déu mau séc ma chi ra mc boi thé cia phdi. Hat ludng boi thudng bi

loai, trong khi hat hodc phoi don bdi thuong duge dua do qua trinh nhan doi nhidm sic
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thé dé tao ra cdy don bdi kép. Dic biét hon nita 13, vt liu di truyén don bdi duoc xir ly
v6i mét hodic nhidu tac nhan chan gian phan dé cho phép nhidm sic thé don boi (1n) bd
sung & mot hodc nhidu té bao dé tao ra cac cap ddng ding. Sau qua trinh xr ly hoa hoc,
(c4c) chit hoa hoc nhin ddi nhiém sic thé dugc loai ra. Ngo don bdi kép nay duge dé
chin va hat don bdi kép thu duge khi dugc trdng s& tao ra cay dbng nhét (con goi 14 cdy
hodc dong lai ndi dong). Dong lai ndi dong 13 céc vét ligu ma nguoi lai gidng st dung

& theo dudi chwong trinh phit trién gidng lai ctia ho.

Vi tri cho dic didm kich thich tao don bdi dugc tao ban d6 ti mi. Mic du QTL
chinh trén nhidm séc thé 1 chiu trach nhiém d6i véi kich thich tao don bdi da dugce tao
ban dd va duoc cong bd, Dong va cong su Theor. Appl. Genet (2013) 126: 1713-1720,
gen/yéu td di truyén chinh x4c chiju trach nhiém d6i v6i quy trinh kich thich tao van chua
duoc xac dinh cho dén nay. bé lam 5 di truyén phat trién dudi su kich thich tao don
bdi, din xult Stock 6 RWK (~13% HIR) 14y tir Dai hoc Hohenheim nam 2006, lai v6i
vét lai noi dong NP2460 va NP2391, va sau d6 lai nguge v6i RWK d€ tao ra quén thé

tao ban dd. Xem Hinh 1.

HIR ting & ca quén thé cing dugc tich véi chét danh ddu SM020SDQ trong bin
1.04, théng nhat véi bao cdo gin day vé QTL goi 1a ghirl. Xem Prigge, va cOng su, New
Insights into the Genetics of in Vivo Induction of Maternal Haploids, the Backbone of
Doubled Haploid Technology in Maize, GENETICS (2012) 190:781-793 (ban vé QTL
chinh déi v6i HI trong Bin 1.04 [ghirl] va QTLs thit yéu ddi véi HI trong Bins 3.02
[qhir2], 3.06 [ghir3], 4.03 [qhir4], 5.01 [qhir5], 5.04 [ghir6], 7.01 [ghir7], va 9.01
[qhir8]); Liu, va cong sy, Fine mapping of qhir8 affecting in vivo haploid induction in
maize, THEOR. APPL. GENET. (2015) 128:2507-2515 (tao ban dd ti mi ba muoi lam gen
cho qhir8); Hu, va cong su, The Genetic Basis of Haploid Induction in Maize Identified
with a Novel Genome-Wide Association Method, GENETICS (2016) 202:1267-1276 (xac
dinh rang ghirl 1a hai QTLs: ghirll va ghirl2, va tao ban dd ti mi ghir6 cho ving
1.1Mb). Téc gia thuc hién mot vai vong tao ban db ti mi va thu hep QTL dén ving xap
xi 0,57 Mb nam trong khoang tir 67,85 Mb dén 68,42 Mb nam trong ghirll. Ving nay
c6 bay gen chu gidi (Hinh 2).

S dung Ilumina HiSeq2000, tac gia tao trinh tu RWK, Stock 6, va BC3F5
khong kich thich tao "RWK-NIL" ma gén dong hop tir véi RWK nhung c6 kiéu gen don
boi NP2391 trong khodng ghirll. Bing cach so sanh vt liéu di truyén dong kich thich
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tao va dong khong kich thich tao, da xac dinh dugc rang bbn chd chén nucleotit c6 trong
dong kich thich tao don bdi ma dich khung cho mid hoa axit amin cua
GRMZM2G471240 khong c6 trong vat liéu di truyén dong khong kich thich tao. Do do,
sang ché da xac dinh gen voi dot bién dich khung trong vat liéu di truyén kich thich tao
chiu trach nhiém d61 v6i kich thich tao don bdi & ngd. Gen Gng vién twong ing v6i mo
hinh gen GRMZM?2G471240 ma hoa phospholipaza gidng patatin Allo (pPLAIIa), ma
téc gid goi 1a MATRILINEAL (MTL) dé thé hién alen kiéu dai va alen dich khung dugc

goi la matrilineal (mtl).

Trinh tw ADN duoc tao ra cho gen Gmg vién tir hai dong kich thich tao (Stock6
va RWK) va mdt dong khong kich thich tao (RWK-NIL). Ngoai ra, dit liéu bd gen B73
cong bd ding 1am dong khong kich thich tao thir hai. Thong tin md hinh gen dugc so
sanh véi dit 1iéu EST/cADN dé xdc nhén cdu tric ciia mdi gen. Dit lidu trinh tur chi giai

duoc so sanh voi su khac nhau danh muc gitra bon alen cia moi gen.

So sanh trinh ty thé hién ring alen B73 va RWK-NIL twong ty v6i nhau, va alen
RWK va Stock 6 twong tw v6i nhau. Sy khéc biét trinh ty nhét 14 da hinh nucleotit don
mafkhoong thay déi trinh tw mé héa protein. C6 mot s& chén va mot sb loai bo, hau hét

trong s& d6 1a trinh tw ma hoa khong phai protein.

Bang 1 dudi day liét ké nhan dién gen trong khoang dugc thé hién. Thong tin nay
1a tir nhiém sic thé 1, xem, vi dyu, Patrick S. Schnable va cong su, The B73 Maize
Genome: Complexity, Diversity, and Dynamics, 326 SCIENCE 1112-15 (2009), dugc két
hop vao day bing cach vién din toan b, va liét ké mo ta ngin gon cic protein dugc ma

héa khéc tir gen trong vi tri kich thich tao don boi.
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Sau khi hoan thanh ban db ti mi v& dic diém ctia dong kich thich tao don bdi cho
cac khoang cach chira chi bay gen, tic gia tap trung vao viéc 14p rép trinh ty va phan
tich. Cac trinh tw cho bay gen gin tuong ddng gitta B73 va RWK-NIL, nhwg RWK va
Stock 6 khong ¢6 GRMZM2G062320, PHOSPHOGLYXERAT MUTASE (PGM), va
c6 su chén 4 cip bazo ("bp") trong exon tht tu cia GRMZM2G471240,
PHOSPOLIPAZA GIONG PATATIN Alla (pPLAIIa) (Hinh 2). Téc gia phét hién ring
RWK va Stock6 déu co6 su chén 4 bp giéng nhau trong exon thir tu ctia pPLAIlo, va gen
nay dugc biéu hién dac hi¢u trong phén hoa (xem
maizegdb.org/gene center/gene?id=GRMZM2G471240 dugc két hop vao day bang
céch vién din). GRMZM2G471240 khong dot bién dugc thé hién bsi SEQ ID NO: 1.
GRMZM2G471240, bao gﬁ“)m viéc chén 4 bp trong exon thi tu, dugc thé hién bai SEQ
ID NO: 3.

Hau hét cac thé don bdi duge xéc dinh duge tim thiy sit dung thir nghiém danh
d4u tagman. Thir nghiém dénh diu nay loi dung sy khac nhau & gen pPLAIlo gitta RWK
x NP2222. Trong cic qua trinh lai ma tac gia st dung RWK 1am gidng cai, va NP2222
lam giéng duc, RWK bd me ddng nhat déi v6i alen mtl, trong khi NP2222 ddng nhat
61 v6i alen MTL. Thé hé con ludng boi 12 MTL/mtl va thé hé con don boi phat trién do
thé cai don boi 12 mtl/0. Do d6 khi thir nghiém nay dugc thuc hién cac két qua tagman
thé hién 1 ban sao cta alen m#/ va mot ban sao cua alen MTL & thé hé con ludng bdi, va
1 ban sao ctia mt/ nhung khdng phai ban sao ciia MTL & thé hé con don boi. Khi kiéu lai
nay duoc thuc hién, cac bong duge thu hoach trong khoang 12-21 ngay sau khi thu
phén, phoi duge chiét va mAu phoi nho uge 14y dé phan tich gen danh déu tagman. Ty
y phdi dugc trai 1én moi trudng rdn va ndy mam trong t6i sao cho mAu 16n hon ctia chdi
hoc r& moc ra c6 thé 14y trong khoang 2—10 ngay sau dé phan tich gen danh ddu. Dong
thoi, mot s6 mo duoc cAt dé phén tich mtc boi thé. Trong truong hop sau sau khi thi
nghiém phan t& duoc st dung, cac mau 16n hon cua cac thé don boi co thé chay trén
thiét bi phan tich mtrc bdi thé khong gian CyFlow va dugc xac nhan 1 c4c thé don boi.
Trong hau hét cac truong hop diéu nay tao ra viéc xdc dinh duong tinh ctia cac thé don
bdi. Trong mot vai trudng hop hiém hon diéu nay tao ra su lat d6 cac két qua gen danh

ddu duong tinh sai va hiéu chinh cai goi 1 ludng boi.

Theo cach khac tac gia thir nghiém cac thé don boi 12 qua thir nghiém gen danh

dAu ndi trdi. Trong truong hop nay, dong duc X26 dugc st dung. Dong nay ddng nhét
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cho gen danh ddu ma déng vai tro theo cach troi. Trong viéc lai ndy dong bét ky c6 thé
duoc dung lam dong céi cho dén khi n6 khong c6 gen danh d4u hodc bat ky gen hoic
alen ma 1am viéc dé e ché kiéu hinh cua gen danh diu. Dong X26 1a dong khong kich
thich tao va ddng nhat d6i vai MTL. St dung dong nay, thé hé con dugc cét ra trong
khoang 12 — 21 ngay sau khi thu phén va danh gid sy c6 mit clia gen dénh déu, hoic
chang dugc kiém tra truc tiép trén bong, hogc hat duge 1am kho duge thu hoach va danh
gid su ¢6 mét cua gen danh dAu. Thé hé con ludng boi thé hién kiéu hinh gen danh dau
vi ching ¢6 ban sao don cta gen dénh du tir b me X26 duc, trong khi d6 thé hé con
don boi phat trién tir me khong thé hién kiéu hinh ciia gen danh du. Sy xam nhap cta
gen danh déu va ty 1¢ kich thich tao don boi tw phat clia X26 dugc thir trong nhiéu 14n
lai d6i ching. Str dung hé nay tac gia sang loc céc thé don bdi va sau do thir nghiém
chiing trén thiét b phan tich mirc boi thé dé xac dinh rang ching 1a céc thé don bbi that

su.

Téc gia da phat trién thir nghiém PCR d¢ phat hién dac hiéu alen "kiéu dai" va
"dot bién" dé sang loc mudi chin dong kich thich tao dAn xudt tir Stock 6, bao gdm dong
kich thich tao don bdi NP2222 (NP2222-HI), dua gen khic vao BC3 cia RWK trong
dong lai ndi dong bién nap chuan Syngenta NP2222. Téc gid cling sang loc chin dong

d6i chung khong kich thich tao.

Phat trién thit nghiém PCR c6 thé phan biét gitta kiéu gen don boi RWK/Stock6
va RWK-NIL, hai cdp doan mdi duoc thiét ké: mot cip co th8 khuéch dai alen dich
khung RWK/Stocké, trong khi cdp con lai khuéch dai alen B73/RWK-NIL. Cac cdp nay
lam viéc nhu ky vong trén RWK-NIL, RWK, va Stock6 ADN: RWK-NIL gDNA chi
khuéch dai cip doan mdi RWK-NIL. RWK va Stock6 gDNA chi khuéch dai cap doan
mdi RWK/Stock6, ma phat hién ddc hi¢u alen dich khung. San phém PCR duoc tao trinh
tu va trinh ty tuong déng v6i trinh tu tir viée tao trinh tu téng thé bo gen. SNP ma dugc
xac dinh trong viéc tao trinh tu tdng thé b6 gen duoc xac nhén trong san phém PCR.
Duéi day, trén Hinh 2, ADN dung trong mdi phan tng 1a chit in hoa. Doan mdi 13
"nil. F1/R1" va "rwk.F1/R1."

GRMZM2G471240 nilF1: GTACGCCGTGCGCTAACA (SEQ ID NO: 3).
GRMZM2G471240 nilR1: TCGTACCTCCCTGTCTCCAC (SEQ ID NO: 6).

GRMZM2G471240 rwk.F1: TACGCCGTGCGCTAACATA (SEQ ID NO: 7).
GRMZM2G471240 rwk.R1: GTACCTCGCTCCCTGTCTCC (SEQ ID NO: 8).
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Céc cép doan mdi "rwk.F1/R1" va "niL.F1/R1" dugc dung cho kiéu gen panen
cua dong kich thich tao cao, thap, va khong kich thich tao. Tac gia thy ring tAt ca cac
19 dong kich thich tao don bdi c6 cheén 4 bp, bao gbm Stock6 (3% ty 1€ kich thich tao
don bdi ["HIR"]), RWK (dong c6 ngudn gde tir Pai hoc Honheim stocks, 10-15% HIR),
RWS, va Z22, trong sb khac. Ngugc lai, alen kiéu dai dugc thy & tat ca chin dong khong
kich thich tao don bdi (HIR trung binh bing 0,1%). Dit liéu chi ra rang tinh dong nhét
d6i v6i alen dich khung twong quan véi kha nang kich thich tao: Dong kich thich tao
cao 12/12 va thép 7/7 khuéch dai thi nghiém dich khung, nhung khong phai thir nghiém
kiéu dai, trong khi dong khong kich thich tao 9/9 khuéch dai thir nghiém kiéu dai nhung
khéng phai dich khung. Diéu nay chi ra rang kha ning kich thich tao twong quan véi dot
bién GRMZM2G471240 , va ring pPLAIla duéi ghirl] va dot bién co ban chiu trich

nhiém dbi véi kich thich tao don boi trong cac dong nay.
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T4c gia ciing x4c dinh nhidu da hinh nucleotit don ("SNP") gita alen dich khung
va ctia RWK-NIL. Dbi véi nhiéu trong cdc SNP nay, trinh ty STOCK6 va RWK phu
hop v6i thé lai ciing dong khac ma téc gia da tao trinh tu, va do d6 c6 kha nang thé hién
bién thé ty nhién. Thét vay, hdu hét cac SNP nay khong thay d6i trinh ty axit amin va
do d6 c6 kha ndng khong gop phén vao kiéu hinh kich thich tao don bdi. Hai SNP khong
tao ra thay ddi axit amin (H107Y; K232N) va khong c6 thay dbi bao toan cao, do d6
chung c6 thé c6 déng gop nhé vao so kiéu hinh, nhung gin nhu ching khong tac dong

dén kidu hinh vi dich khung gy ra mét chirc ning.

Téc gia dit tén pPLAIIo "MATRILINEAL" (MTL; tic 1a, SEQ ID NO: 1) va alen
chén 4 bp bam sinh "matrilineal" (mtl; tic 13, SEQ ID NO: 3). Theo trinh ty protein dinh
trude, chén 4 bp giy ra dich khung doc mé cua protein ¢ axit amin ("AA") 352 ngoai

401. Dich khung doc m& din dén bd ba mi két thic som.

Sau khi tim ra dot bién bat hoat dich khung ma tac gia d& thtr nghiém truc tiép
hiéu qua n6 c6 1én kich thich tao don bdi bing cach bd sung dong kich thich tao don boi
v6i gen chuyén pPLAIIo kiéu dai. B6 sung khéc loai ciia NP2222-HI (10,2% HIR) v6i
ban sao kidu dai ciia MATRILINEAL loai bd hau hét kich thich tao don bdi va thui hat.
So v6i déi ching HIR 1am giam 50-14n, tir 10% dén 0,23%. N6 con lam giam ty 1¢ thui
phoi xuéng 0,65%. Dong béo cdo chirc ndng chiéu dai dﬁy da cling dugce thuc hién s
dung dung hop chuyén gen ctia gen MTL kiéu dai vao GFP ciing nhu alen dot bién mtl
vio GFP, dé ca hai hinh dung su dinh vi dudi mirc té bao ciia MTL kiéu dai, nhung ciing
dé thr?iy néu phién ban dot bién cla protein dinh vi chinh x4c hodc dugc tao ra tat ca. Cac
dong nay cling dung lam vét liéu bd sung dé thir nghiém su bd sung. Vat liéu dong kich
thich tao don bdi (NP2222-HI) ma dong nhat véi gen chuyén MTL-GFPciing khong thé
hién kiéu hinh dong kich thich tao don bdi. Ty 1€ kich thich tao ctia NP2222-HI roi vao
0,60% khi n6 ddng nhét cho MTL-GFP. Hon nita, gen chuyén MTL-GFP con lam bét
hoat thui phéi xuéng 4,86%. Cudi cung tac gia thir nghiém xem alen dot bién mtl dugce
dung hop vao GFP cé bd sung cho kiéu hinh kich thich tao don boi hay khong, va n6
khong. Ty 1€ kich thich tao don bdi va thui phoi rét teong ty & NP2222-HI so voéi
NP2222-HI ma ddng nhat dbi v6i gen chuyén dung hop dot bién mtl-GFP. Xem Bang
3. Diéu nay thé hién bang chimg két luén rang dich khung MATRILINEAL chiu trach

nhiém va cin cho kich thich tao don boi. D& 4p dung hiéu biét nay, téc gai ching minh

45



52327 461299

rdng viéc gay dot bién hodc didu bién biéu hién ctia pPLAIla trong dong kiéu dai dan

dén tao ra dong kich thich tao don boi moi.

Bang 3. Dic diém sinh sin clia dong kich thich tao don bi, bd sung va dong
chinh stra. Bang nay thé hién ty 1& kich thich tao don boi va thui hat ctia dong kich thich
tao trong nén NP2222. S§ lai thir nghiém dugc liét ké dau tién ("bong") va sau do liét
ké théng ké hat va phoi. Thui phdi va kich thich tao don bdi thuong di cing nhau trén
cliing bong. Tie 14 tai sao ty 1& thui phoi cao trong bong dugcc lai béi NP2222-HI dye,
ma ¢6 10,17% ty 1& kich thich tao don boi (HIR). Ca gen chuyén kiéu dai, bao gdm mot
gen khong c¢6 GFP va mdt gen dugc dung hop vao GFP, bd sung cho kiéu hinh kich
thich tao don boi. Trong khki d6, dot bién mel duge dung hop vao GFP khong bd sung.

Thi nghiém bd sung Dic diém hat Phdi dugc thir
céc thé don céc ludng
B6 me duc bong ¢6 thé tdn tai dugc bi thui % bi thui phéi boi ) boi HIR
NP2222-HI 4 548 498 47,61% 531 54 477 10,17%
NP2222-HI + MTL / MTL 17 4403 29 0,65% 4321 11 4310 0,25%
NP2222-HI + mtl-GFPImil-GFP 3 371 298 44,54% 360 34 326 9,44%
NP2222-HI + MTL-GFPIMTL-GFP 3 1019 52 4,86% 836 5 831 0,60%

Mot vai alen kiéu m#! duoc tao ra trong NP2222 ndi dong bé'mg cach tao ra loai
b nhé trong MTL gan vi tri chén 4 bp trong mil, st dung nucleaza thuc hién kiéu hoat
héa phién ma (TALEN) (Boch, J. va cdng su, Breaking the code of DNA binding
specificity of TAL-type I effectors, SCIENCE 326:1509-1512 (2009), dugc két hop vao
day bang cach vién din). Mot vai sy kién dot bién 14 cdy tu thu phan va T1 khong c6
TALEN T-ADN dugc chén nhung ddng nhit dé loai bo nho trong MTL duogc lai xa 1én
NP2222. Cac dong chinh stra dong nhét dé loai bé dich khung trong MTL (sau day goi
1a MTL™%F5) thé hién HIR bing 4,0 — 12,5% (trung binh 6,65%) (Bang 4). Tinh trang
mirc boi thé cua céc thé don bdi gia dinh 118/127 duoc xac nhan béi k§ thuat phén tich
té bao theo dong chay, va danh gia kiéu hinh chi ra rang cac ciy ndy 1a cic thé don boi.
Két qua nay chimg minh rang dich khung trong MTL du dé kich thich tao tdc do cao
kich thich tao don bdi. Péng gop khéc cho kidu hinh dwgc tao ban dd bao gdm ving lan
can ghir12 (xem Liu, 2016)), ma c6 thé tinh dén sy khac nhau gitta HIR cua MTL™-
FSya NP2222-HI. C6 Iy khi suy ra rang bd hat, HIR va ty 1€ thui hat du:oé dat qua mt/

bdi su twong tac ddc hiéu ki€u gen clia bd va me.
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Hinh thanh hat don boi & ngd 12 dic diém sau thy tinh dugc khéi dong bang thé

giao tr duc khiém khuyét. Thyc té nay dwgc phan anh trong dir liéu biéu hién MTL .

Tuong quan ARN-seq cong khai cho thay ban ma MTL kiéu dai 13 dic hiéu cho bao

phén trong giai doan nd hoa (xem Sekhon, R. S., va cong su Genome-wide atlas of
transcription during maize development, PLANT JOURNAL, 66, 553-563 (2011), dugc
két hop vao déy bang cach vién din), théng nhét v6i trong quan phét trién ma thay loai
trir trong bao phén trudc khi nirt ra (xem Zhai, J., va cdng su Spatiotemporally dynamic,

cell-type—dependent premeiotic and meiotic phasiRNAs in maize anthers, PNAS 112,
3146-3151 (2015), duoc két hop vao day bang cach vién dan). T4c gia phathién ra rang
phén hoa kiéu dai c6 nhidu hon 18x MTL ban mi so véi tii bao phén sau khi né hoa, chi
ra ring gen 1 dic hiéu thé giao tir dyc (Hinh 3). Dé bt hoat MTL bing ARNi dén dén
ty 16 tao thanh don boi tang chi dbi véi MTIARN (Bang 5). C6 hai bién thé néi dugc ché
thich cia MTL, phan anh vi tri nbi thy v 81 nucleotit trudec ddu 3' ctia exon 2. So voi
NP2222, Mtl tang trong NP2222-HI nhung khong phai phin hoa MTLTALFS (Hinh 4),
trong khi @9 ddi dao ctia bién thé ndi dugc chu thich 13 thdng nhét.

Bang 5. CAu tric ARNi 22503 (SEQ ID NO: 32) dé bét hoat Mt/ dan dén kich

thich tao don boi.

GRMZM?2G471240 Phdi dugc thir v&
RNAi Céc dic diém hat muc boi thé
cac
D tdn thé cac
bién tai bi don  ludng
ID Ca thé ¢ Bong duwgc thui %bithui Phdéi  bdi boi HIR
5148 001 2 701 43 5,78% 369 3 366 0,81%
5149 001 2 186 22 10,58% 166 1 165  0,60%
5153 001 2 625 61 8,89% 323 7 316 2,17%
5161 001 3 1116 87 723% 485 4 481  0,82%
5170 028 2 629 23 3,53% 324 1 323 0,31%
5173 028 2 551 33 5,65% 322 0 322 0,00%
5187 028 3 379 27 6,65% 333 9 324 2,70%
3731 014 2 894 23 2,51% 263 4 259  1,52%
3732 014 2 648 49 7,03% 351 0 351 0,00%
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277 21 7,05% 277
223 49 18,01% 175

133 6 4,32% 118

6362 444 6,52% 3506

277

172

118

3474

0,00%
1,71%

0,00%

0,91%
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Dich khung & mt/ xay ra & axit amin 380, dAn dén 20 axit amin thay ddi sau do

bd ba ma két thuc sém ma cit cut protein bang 29 axit amin (Hinh 5a). Protein MTL
kiéu dai thdy ¢ twong quan LS-MS cta phin hoa RWK-NIL va NP2222, nhung dudi
gi¢i han do trong ba ngoai ba RWK va 3 ngoai 3 mau NP2222-HI (Béng 6). Diéu nay

ching minh ring ngay ca khi c6 ban ma dot bién m#/ tao ra trong phén hoa, protein

khong phat hién dugc, xac nhin diéu nay 12 mét dot bién chirc nang. Ca protein MTL

dot bién va kiéu dai tai tb hop thé hién hoat tinh phospholipaza trong 6ng nghiém trong

thir nghiém phan ct liposome huynh quang kiéu pPLAIIa (Hinh 5b). Diéu ndy ching

minh rang sw cha thich chitc ning ciua gen MTL (tic la né ma hoa cho protein

phospholipaza) 1a dung.

Bang 6. Protein dong va mé trong mau phan hoa NP2222 va NP2222-HI, bao
gdm MTL, ma thdy & phén hoa NP2222 nhung khong thdy & NP2222-HL
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log2 LFQ
NP2222 NP2222-HI
rep rep rep rep rep  rep
1 2 3 1 2 3 ID protein chinh Mg BlastP 6t nhét (ciy S sém nht)
233 233 234 ND ND ND GRMZM2G028905 L-fucoza alpha-1,3-D-xylosyltransferaza
229 241 239 ND ND ND GRMZM2G046743 Chét van chuyén 1 Lysin histidin
232 23,1 232 ND ND ND GRMZM2G310362 Protein lién két polyadenylat 5
242 242 241 ND ND ND GRMZM2GI130121 Chaperone protein ClpB2, cloplastic
235 235 236 ND ND ND GRMZM2G375807 ABC chat van chuyén D; COMATOSE
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonat
24,1 237 239 ND ND ND GRMZM2G396212 aldolazal
237 238 239 ND ND ND GRMZM2G467907 protein lién két ARN 47
23,8 238 239 ND ND ND GRMZM2G471240 Matrilineal
ND ND ND 239 238 239 GRMZM2G013607 Feredoxin-6, cloplastic
ND ND ND 22,1 22,1 222 GRMZM2G030971 Phospholipaza A1
ND ND ND 245 246 24 GRMZM2G064967 Mannan endo-1,4-beta-mannosidaza
ND ND ND 24 243 242 GRMZM2G143613 F-box protein
HOTHEAD (a-dicarboxylic Fas mach dai
ND ND ND 244 243 241 GRMZM2G166906 tdng hop)
ND ND ND 232 235 236 GRMZM2G181259 beta-D-xylosidaza 2

*ND, Khong thdy

IL. Thir nghiém nay mam va dinh vi phin hoa

Dong bao céo chtre ning chiéu dai day du duge st dung d€ mo ta dic diém dinh
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vi MTL. Khong c6 tin hi¢u dugc thiy & phin hoa ctia NP2222 hodc NP2222 + mil-
GFP/mtl-GFP. Nguoc lai, phdn hoa NP2222 + MTL-GFP/MTL-GFP thé hién tin hiéu
manh trong té bao chét cua hai tinh tir. Tin hiéu ndy dugc thiy & té bao chét giao tir soi
trong 6ng phén nady mam. Cac tii phoi NP2222 duoc c¢b dinh 18 gio sau khi thu phén
v6i phdn hoa MTL-GFP ¢ tin hiéu trong ving cla té bao kém thoai hoa théng nhit véi
cta SCs dugc phan phéi trong qua trinh thu phén. Diéu nay chi ra MTL 1a mot phén cta
don vi mdm duc ma ling phu trong tii phdi sau khi bng phin v&. MTL-GFP nhung
khong phai mtl-GFP loai trir kich thich tao don bdi & NP2222-HI (Bang 3). Két hop céc
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di liéu nay chi ra réng MTL 1a phospholipaza dic hiéu cho té bao chit SC, va réng dich
khung trong mil théa hié€p sy dinh vi MTL hodc tinh dn dinh trong phin hoa ctia dong
kich thich tao don bdi. .

Viéc nhin dién ctia MTL 1a gen nguyén nhan & kich thich tao don bdi cia ngd
cho phép giai phau kidu hinh nhidu tinh trang két hop v& mat lich st v6i dic diém. Dot
bién phospholipaza duoc két hop véi su ndy mAam phén hoa va phét trién 6ng chdm (xem
Kim, H. J., va cdng su Endoplasmic reticulum- and golgi-localized phospholipase A2
plays critical roles in Arabidopsis pollen development and germination, PLANT CELL
23, 94-110 (2011)), nhung ching 14 binh thuong & dong RWK, Stock 6 va MTLTALTS
(Hinh 6A, B). Céc bong dugc thu phén v6i phin hoa NP2222-HI va MTL™LS thé hign
~10-25% thy phan hong, va thir nghiém canh tranh phén hoa thé hién rang RWK chiu
sy bién dang chia tach (SD) (Hinh 6C), théng nhét véi béo céo trude d6 (xem Xu, X.,
va cdng su Gametophytic and zygotic selection leads to segregation distortion through
in vivo induction of a maternal haploid in maize, J. EXP. BOT. 64, 1083-1096 (2013)).
Lai v6i phén hoa NP2222-HI + MTL/0 bén hop ti tao ra thién huéng ty 1€ vé phia MTL+
thé hé con (Hinh 6D), chi ra ring dong kich thich tao SD gbp phan vao mtl. Su thui phoi,
phu pham ton cua viée kich thich tao don bdi lién quan dén hong su phat trién noi nhi,
Xy ra v6i ty 18 trong tu & dong kich thich tao tu nhién va MTL™XFS (Bang 4). Két hop
cac dir lidu nay ngu y mtl trong mdi khiém khuyét sinh san két hop véi kich thich tao
don boi. Hai co ché thuong duge ding dé giai thich thong tin don bdi 1a thy phén don
va loai trir bo gen sau thu tin trimg (xem Sarkar, K. R. & Coe, E. H, 4 genetic analysis
of the origin of maternal haploids in maize, GENETICS 54, 453-464 (1966); Zhang, Z.,
va cong su, Chromosome elimination and in vivo haploid production induced by Stock
6-derived inducer line in maize (Zea mays L.), PLANT CELL REP. 27, 18511860 (2008);
va Barret, P., Brinkmann, M., & Beckert, M., 4 major locus expressed in the male
gametophyte with incomplete penetrance is responsible for in situ gynogenesis in maize
. THEOR. APPL. GENET. 117, 581-594 (2008)). Trong co ché dau, cac thé don boi tao ra
tir su thu phén cua té bao trung tAm nhung khong phai tring, ma sau d6 phat trién qua
su sinh san don tinh. Trong co ché sau, thu phén kép c6 trude viée loai trur nhiém sic
thé duc. Viéc 1am ro co ché chinh xé4c s& cAn phoi thai c4n than sau khi thu phan MTL™
S cung v6i dit liéu dinh lugng theo doi su ton luu it cia ADN duc & céc thé don boi

cua ngo.
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Kich thich tao don bdi gin day duoc thiét ké & Arabidopsis thong qua thao tac
cia CENTROMERIC HISTONE3, ma khién loai bo bd gen mot bd me qua sy khong can
bing doan trung tAm sau khi tring thuy tinh gifta cic bd gen dugce lai. Nb luc dé tai tao
didu nay & ngod da thanh cdng (xem Ravi, M. & Chan, S. W. L. Haploid plants produced
by centromere-mediated genome elimination, NATURE464, 615-618 (2010)), nhung tai
liéu nay 1a truong hop dau tién cia hé dong kich thich tao don bdi dugce phéat dong boi
protein t& bao chat ma khong lién két chit nhi®m séc. Do d6, viéc nay nhdn manh tAm
quan trong cua thanh phan tinh tir khdng nhan trong thanh cdng sinh san va truyén bd
gen chinh x4c. Viéc chuyén d6i ctia MTL & loai than cé (xem Hinh 7), dac biét & lia noi
ma chét trong ddng gin nhat 13 dic hidu phén hoa va con thdy & tinh tir, d& xuét cac
phat hién nay s& dan dén sw phét trién cia dong kich thich tao don bdi ddc higu trong

mdi & cdy trong quan trong.
I1I. Dich phun hoa hoc dé kich thich tao HI m&i

Sau khi phat hién ra ring phospholipaza MTL (va dic biét 13, dot bién dich khung
mét chirc ning mtl ) phat dong kich thich tao don boi, tac gia thir nghiém xem chét trc
ché phospholipaza, axit béo, hodc cac hop chét lipit khéc c6 thé hoat dong nhu dong
kich thich tao don bdi hdéa hoc hay khong.

T4c gia da thu dugce thanh cong kich thich tao don bdi mdi thong qua tng dung
nhiéu chét hoa hoc 1én hoa, to, bdng, nim tua, va phén hoa. Cac chét}héa hoc nay déu
thudc nhom lipit hodc chét e ché phospholipaza. Bang 7 md ta cac chét hoa hoc d6 va
ty 1¢& kich thich tao don bdi ma tao ra tir viéc ap dung chung. Ciing c6 thong tin vé ché
phim va thong tin v& cach ap dung trong Bang 7. Tl bang ndy rd rang la nhiéu loai hop
chét lipit kich thich tao cac thé don bdi mdi khi duge &p dung trude, trong, hodc sau khi
thy phin cho to, ma 1a mo dau nhuy dic hiéu cho cdy ngd, phén hoa, nim tua (ma chira
hoa duc chta phin hoa truéc khi phan hoa rung), va bong. Céc hop chét nay bao gbm

dau hdn hop, axit béo, este cuia axit béo, phospholipit, va chét trc ché phospholipaza.

Téc gia thir nghiém nhiéu chat e ché phospholipaza, bao gdm manoalit, cht (rc
ché phospholipaza khong c6 bat ky mach axit béo. Hoa hoc nay c6 kha ning kich thich
tao thong tin thé don bdi méi. Véi két qua nay trong tay, tic gia bt dau thi hghiém
nhiéu hop chét. T4c gia thdy rang hop chét hoat tinh nhit dé kich thich tao méi 1a metyl
alpha linolenyl flophosphonat (MALFP), chét e ché phospholipaza manh va chét tc
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ché ctia enzyme bién ddi lipit khac. Hop chét nay chtra ba mach axit béo linolenat (mudi
t4m cacbon véi ba lién két ba) va nhom metyol va nguyén t flo 6 vi tri nhém dau. Hop
chét kich thich tao don bdi mdi hoat tinh cao khéc 1a metyl arachidonyl flophosphonat
(MAFP), chét trc ché phospholipaza khéc v6i cau triic mach axit béo hoi khac nhau khéc
(20 cacbon va bén lién két doi). Khong bi rang budc béi 1y thuyét, MALFP va MAFP
trc ché phospholipaza bing cach nim trong tdi lién két mach axit béo, va trong mot sb
truong hop xic tic phosphoryl hda khdng thuan nghich cta axit amin serin ¢ vi tri hoat
tinh (xem Lio Y.C., Reynolds L.J., Balsinde J., va Dennis E.A. Irreversible inhibition of
Ca(2+)-independent phospholipase A2 by methyl arachidonyl fluorophosphonate.
BIOCHIM BIOPHYS ACTA 1302:55-60 (1996)). Mét sb axit béo nhu axit linoleic va axit
linolenic con ¢6 thé e ché khong canh tranh phospholipaza bing cach nim trong thi
lién két mach axit béo ma khong bién dbi cong héa tri vi tri hoat tinh, dit hiéu qua cia
viéc e ché nay yéu hon. Ballou, L.R., va Cheung, W.Y. Inhibition of human platelet
phospholipase A2 activity by unsaturated fatty acids PROC NATL ACAD SCI 82 (2): 371-
375 (1985)). Céc vién din ndy c6 thé gitip giai thich ly do cho phét hién cua téc gia ring
kich thich tao don bdi mdi khong chi phat dong bing céc chét tc ché manh cta
phospholipaza nhu MALFP va MAFP, ma con boi este cua axit béo bao gdm metyl este
cta axit arachidonic (AAME), ma ¢6 20 cacbon va bén lién két d6i (este ciia axit béo da
bdo hoa c6 20 cacbon), cling nhu axit linoleic (LLE), ma c6 18 cacbon va hai lién két
doi (18:2), va axit linolenic (LNA), ma c6 18 cacbon va ba lién két d6i (18:3), va etyl
este cta axit oleic (OAEE), va axit arachidonic (ma c6 20 cacbon va bbn lién két doi).
Lai nghi réng cac mach axit béo khong bdo hoa nay, hoac la & dang axit béo tu do cua
chting, dang este ciia chung (ma dugc tdng hop trong phong thi nghiém va c6 thé 1a ¢6
kha nidng xam nhdp mo) hodc ¢ mot s§ dang khac, ¢ thé dong vai trod 1a chét @ ché
phospholipaza. Trong khi thuong khong dugc cdng nhén rang dang este clia cac hop
chit nay c6 thé trc ché phospholipaza (xem Ballou, néu trén), tac gia thdy rang metyl va
etyl este clia axit béo nay thay vao d6 dan dén chirc nang don bdi méi. Xem Bang 7.
Luu v, axit béo bdo hoa va dan xuét, bao gdm axit stearic va etyl este cua axit palmitic
, d3 duoc thtr. Tinh trang k¥ thuét 13 cac phan ti ma chira mach bén cua axit béo béo
hoa khong hodc khong thé c6 kha ning trc ché canh tranh phospholipaza bang cach nam
& vi tri hoat tinh cta né. Xem Ballou, trucce ddy. Cac hop chét nay duoc tin 1a khong c6

kha ning (¢ ché phospholipaza. Tuy nhién, tic gia da c6 kha ning sir dung mot cach
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dang ngac nhién cac phan tr chira mach bén ctia axit béo bao hoa dé kich thich tao thong
tin ctia cac thé don bodi mdi. Vi du, etyl este ciia axit palmitic (PAEE) kich thich tao céc

thé don boi. Xem Bang 7.

Téc gi4 d3 quyét dinh thir nghiém xem céc diu nhét dinh va phospholipit c6 thé
phat dong kich thich tao don bdimdi khong, bao gdm dau thuc vat thong thudng. Tac
0i4 thiy ring mot hdn hop lipit kich thich tao don bdi mdi hoat tinh cao la dau ngd, chiét
xudt cdy tu n hién c6 thé dugc mua tir cira hang tap pham. Hdn hop lipit hoat tinh cao
khéc 1a ddu hat lanh ma ¢6 dugc mua tir cira hang dd ngil kim. DAu hat cai, dau thuc vat,
dau lac, diu vung, hodc bét ky dau khéc, khi duoc 4p dung ding cach, van hoat dong
nhu thé. Hop chit hoat tinh cao khac 1a 1,2-distearyl-sn-glyxero-phosphatidylcholin
(DSPC) (con goi 1a 18:0 18:0 PC), phospholipit v6i nhém dau phosphatidylcholin va
hai mach axit béo bdo hoa c6 18 cacbon. Phospholipit thong thudng nay c6 mat trong
nhiéu vt liéu sinh hoc vi n6 14 mét trong s6 céc thanh phﬁn cbt 151 va doi dao nhat cia
16p d6i phospholipit, ma gdm mang té bao ctia tht c& cac loai sinh vat séng trén trai dat.
Hop chét kich thich tao don boi khac 1a phosphatidyletanolamin voi mot stearyl va mot
chudi oleoyl (con goi 1a 1-stearyl-2-oleoyl-sn-phosphatidyletanolamin), phospholipit
thong thudng khac. Phospholipit khac, cling nhu lyso-phospholipit va triaxylglyxerit
khéc, diaxylglyxerol, lysophospholipit, triterpenoit este, hodc glyxerolipit s& dong vai
trd 1a dong kich thich tao don bdi mdi. Déu nay va phospholipit da biét 1a @ ché
phospholipaza, nhung ching c6 thé 1a vat liéu ngudn dé tao ra phu pham c6 hoat tinh
phospholipaza, bao gém axit béo chinh ma tc ché phospholipaza. Thuc té 14 cac hop
chét nay hoat dong 13 chit hoa hoc dong kich thich tao don bdi méi do d6 chi cac dau
nay va phospholipit ¢6 thé e ché phospholipaza gién tiép, hodc c6 thé ching tao ra su
khong can bang hoic thay thé vé& lipit hoic ché phim mang ctia phén hoa dan dén kich
thich tao don bdi. Du theo cach nao, tir cdng trinh nghién ctru nay, rd rang la mot pham
vi rdng 16n cua cac hop chét chira lipit, ngoai chit trc ché phospholipaza khong lipit, khi
dugc 4p dung cho hoa, co thé dong vai tro lam dong kich thich tao héa hoc cua hat don
boi.

Téc gia con thir nghiém xem chit dém tac gia st dung dé ap dung cac hop chét
nay cho hoa la c6 kha nang tu tao ra don boi. Cac chit dém nay kich thich tao khac nhau
cac hdn hop chét hoat dong bé mit nhit dinh va/hoic mudi va/hoic DMSO (dimetyl

sulfoxit) va/hodc bd sung lién quan khic. Cac chit dém nay khong c6 kha ning tao ra
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don bdi, nhu co thé théy & dong 121-123 cua Bang 7. Tuong ty, kich thich tao don bdi
m&i khong c6 bd sung bat ky hop chét 1a cuc hiém & ngd, nhur ¢6 thé thay tir dong 1. Hai
thé don boi dugc théy trong $6 3.073 thé hé con dugc thir (Kelliher, va cong su Maternal
haploids are preferentially induced by CENH3-tailswap transgenic complementation in
maize, FRONTIERS IN PLANT SCIENCE7: 414 (2016)). Do do, ty 1€ kich thich tao d6i
ching dugc théy la Xép xi 0,065%, ma nim trong khoang nén duogc bdo céo cua kich
thich tao don bdi sinh céai (0,05 — 0,1%) (Chang, M.-T.,and Coe, E. "Doubled
haploids,"in Molecular Genetic Approaches to Maize Improvement, eds A.L.Kriz and
B.A. Larkins (Heidelberg: Springer),127-142).

Cach ap dung cac lipit khac nhau nay va cac hop chét &rc ché lipaza c6 thé kha
bién ddi va vAn tao ra cac thé don boi. Mot cach dp dung nay 1a hoa tan cac hgp chét
trong dung moi mudi véi bd sung 1% DMSO. Dung mdi khac nay la hdn hop chét hoat
dong bé mat (Bang 8). Mo 4p dung ciing c6 thé thay ddi, nhw duge thé hién 15 trong
Béng 7, trong d6 4p dung 1én ca phin hoa va to trong khi thy phén, ciing nhu 1én niim
tua vai gio hodc ngay trude khi thu phén, ¢6 thé tao ra viéc hinh thanh céc thé don boi.
Hon nita, khodng rOng ndng do ctia cic hop chét ¢6 thé kich thich tao céc thé don boi,
tir 20 uM dén 100 mM, hogc tir 0,2 mg/mL dén 50 mg/mL. Thét vay, khoang rét rong
hon khoang nay c6 kha ning kich thich tao don bdi, nhu ¢6 thé thdy trong Bang 7.

Trong hai truong hop, tic gia cling phat trién hdn hop chit hoat dong bé mit mai
d8 gitp cac nhém lipit cu thé ¢6 kha ning nhii héa va tao thanh vi nhi (hdn hop nuéde
hitu co véi kich thude giot clia lipit nho hon kich thude nhét dinh — dudng kinh it nhét
nhé hon 10 micromet va trong nhiéu trudng hop dudng kinh nhé hon 1 micromet). Xem
8 d6i voi ché phdm cua hai hdn hop chit hoat dong bé mit. Hon hop "91" duoc st dung
Iy tudng véi axit béo & ndng do bang 6,5 phin hdn hop chit hoat dong bé mit so véi 1
phin axit béo. Tuy nhién, nhiéu ndng do lién quan va hdn hgp chét hoat dong bé mit
lién quan cling c6 thé hoat dong. Hon hop chét hoat dong bé mit "92" dugc st dung ly
tudng voi este cla axit béo, ciing nhu dau, hoic 13 & dang tinh khiét hodc 12 hdn hop
triglyxerit. N6 dugc tron ly tudng & ty 1€ 10 phén hén hop chét hoat dong bé mit so v&i
1 phén este hodc dau. Mdi trong cac hdn hop nay hoic hdn hop lién quan cua cic hop
chét ¢ thé thich hop dé hoa tan ding hodc hinh thanh vi nhil véi nhém phén ti lipit lién
quan ngoai axit béo, este, va dau. Chiing c¢6 thé bao gdbm phospholipit, diaxylglyxerol,

lysophospholipit, triterpenoid este, hodc glyxerolipit.
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Céc hdn hop chéit hoat dong bé& mit nay thuong duge tron véi thanh phén hoat
tinh va sau d6 tron & phan tram nhit dinh véi chit dém trong nudc dé tao ra nhil trong
va ly tudng 1a vi nhii. Khi tao ra nhii tuong, ph?m tram cta hdn hop chét hoat dong bé
mit + Thanh ph??m hoat tinh trong chit dém trong nudc co thé 14 & bat ctr dau tir 0,01 -
50%. Chat dém trong nudc c6 thé bao gdm nhiéu thir. Tc gia da st dung 1x PBS + 1%
DML va PBS + 50% DML, nhung c4c ché phim khac ciing hoat dong. "PBS" 1 nudc
mudi dém phosphat; "DML" 1a dimetyl lactamit.

Viéc st dung cac chit dém nay mot minh khong thé dan dén kich thich tao don

boi m6i, nhu ¢6 thé thiy trong Bang 7, dong 121-123.

Céch 4ap dung cac hop chét c6 thé 14y bét ky trong sd nhiéu dang bao gdm nhting
cy, tiém cdy, vi tiém, tudi dim phén hoa, phun suong phén hoa, phun phén hoa, phun
swong cdy, phun cdy, dong to, phun to, v.v. Tac gia thuong ding nhét 1 phun nim tua,
phén hoa, va to trudce, trong, hodc sau khi thu phén. Téc gia da thu dugc thong tin kich
thich tao mdi véi DSPC va axit linolenic khi nim tua dugc phun hai ngay trudc khi thu
phén. T4c gia ciing thu dugc thong tin kich thich tao véi DSPC khi nim tua dugc phun
ngay vai phut trude khi gom phén hoa va sau khi thu phén. Tuong tu, tac gia da thu dugc
thong tin kich thich tao mai v6i DSPC khi phén hoa dugc phun ngay trude hodc trong
khi thu phén, va ca khi to dugc phun trude, trong, hodc sau khi thu phén, bao gém dén

hai ngay trudce khi thy phan va dén sau gio sau khi thy phén.

Téac gia cling chitng minh thong tin kich thich tao mdi khi cac 4p dung khéc nhau
duogc st dung, bao gém binh phun béng nhya, gia ré ma co thé mua & ctra hang tién loi,
va dng phun, ma 14 thiét bi y t& dugc ding & phan phdi thudc qua duong miéng dudi
dang giot nudc rat nhé. Trong khi binh phun thuong tao ra kich thude giot c6 dudng
kinh ndm trong khoang 50 — 150 micromet, éng phun c6 thé tao ra kich thuéc giot nhd
hon 10 micromet. Diu nay c6 loi cho viéc 4p dung 1én phén hoa vi kich thuéc phén hoa
nam trong khoang tir 20 — 200 micromet vé dudng kinh & héu hét cac cay (xp xi 70
micromet & ngd; xap xi 50 micromet & lta) va néu mot trong cac giot tir binh phun thong
thuong cham hat, giot co thé 16n hon hat. Phin hoa dic biét nhay cam véi do Am va
cham thim loc. Néu hat phén tiép xuc véi giot ¢6 kich thuéc qua 16n, hat d6 khong nay
méam thanh cong, 1am 16n éng phin. Pidu tuong tw c6 thé xay ra néu hat nim trén dau
nhuy hoac to ma qué udt—vi du, néu to hodc diu nhuy nhan qua nhiéu dp dung lipit (n6

1a vi nhii, hodc giot lipit don hodc vi cAu duoc tao ra trong dung dich nuée). Néu tac gia
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4p dung nhidu hon 3 mL dich phun lipit 1én phin hoa hoic to qua binh phun hodc éng
phun, tac gia thuong thu woc bd hat rat thip.

Do d6 cach &p dung la quan trong va cu thé 12 n6 quan trong nhét dé thir 4p dung
1a thé tich dich phun nho nhét c6 thé 1én phén hoa hodc dau nhuy hodc to hodc 1én hoa
n6i chung, va cach tot nhit dé phan bd thanh phin hoat tinh, dac biét 12 lipit, v6i thé tich
nhoé nhét c6 thé 1a @ tao ra vi nhil cua lipit d6 trong chit dém c¢6 nude trong do6 kich
thuéc giot lipit 1a & dudi mirc micromet, va sau d6 phan phat vi nhii d6 véi 6ng phun
hodc thiét bi twong tur ¢6 kha ning tao ra kich thudc hat trong khodng 1-2 micromet.
Diéu nay tao ra viéc phan phéi hang triéu hat thanh phén hoat tinh & dang "hoi" 1én mo
lién quan, vai kich thudce giot nho hon >100,000 14n thé tich so v6i chinh hat phén (néu
giot 1a 1 micromet, va hat phén 13 50 micromet, thi dwong kinh cda giot 1a nhd hon 50
14n so v6i hat. Va 50% = 125,000, nén thé tich cua giot 14 >105,000 14n nho hon hat phan.
V6i vi nhil, kich thude giot lipit c6 thé nim trong khoang tir xdp xi 20-1000 nm vé
duong kinh, do d6 phu thudc vao néng d6 cua thanh phén hoat tinh cong hdn hop chét
hoat dong bé mit trong dung dich nuée, mot chit c6 thé c6 mot hoic nhidu goi lipit
trong mdi giot duoc phan phdi dén m&i hat phin hoa hoc to. Hon nita, xem xét mdt sd
phén tir loai lipit hodc chat tic ché phospholipaza c6 thé dugc hoa tan trong dung dich
nuée thay vi duoc phan phdi 1a vi nhil, tac gia thdy rang nhiéu loai su da dang 16n vé
ndng do ciia cac hop chét ¢6 thé kich thich tao cac thé don bdi, tir 20 pg/mL 1én dén 50

mg/mL. Cac néng dd cao hon c6 thé s& kich thich tao céc thé don boi mdi.
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BANG 8. Céng thirc cho ché phdm 91 ("F91") va ché pham 92 ("F92"), ma gilip

cac thanh phéan hoat tinh nhu axit béo, déu, este, va phospholipit duge nhil héa thanh

cac giot lipit rat nho. Ché phdm 91 13 hdn hop chét hoat dong bé mit duoc tron véi axit

béo t6i wu &ty 18 1 phan axit béo v6i séu phan rudi ché pham 91. Hn hop nghia 1a dé

tao ra nhil tvong v4i chit dém nuéc & cac ndng d6 bang 0,001 — 50%. Ché phim 92

cling 12 hon hop chét hoat dong bé mit ma cé the dugc tron vai este hodc dau toi wu &

ty 18 1 phén thanh phan hoat tinh véi 10 phin ché phdm 92, va sau d6 dugc nhii hoa

trong chit dém nudc & cac ndng d6 bang 0,001 — 50%.

C oz Luong X
Cheé pham 91 Tuong dong hoéa hoc
(gam)
Jeffsol AG1560 95,99  dung mdi butylen carbonat
Emulpon CO360 24,02 etoxylat diu thiu dau (36 mol EO)
dodexyl (nhanh) benzen sulfonat, mudi Ca. 60% dung dich trong etyl-
Witconate P1220EH 24,08
hexanol
Agrimer AL-22 12,03  poly(alkyl-pyrolidon). Alkyl chinh C16
156,12
. Luong ;
Cheé pham 92 Tuong dong hoéa hoc
(gam)
Agnique AMD 3-L 104 dung moi dimety] lactamit
Witconic 1298 mém 15,67  axit dodexyl (thing) benzen sulfonic
Surfonic T-5 12,2 talowamin etoxylat (5 mol EO)
Surfonic T-15 24,21  talowamin etoxylat (15 mol EO)
156,08

IV. Lam ting HIR va khoi phuc bo hat bing cach 4p dung hop cht lipit

K§ thuat nhan dién phan t&r, bao gdm nhén dién hoa chi t€ bao va nhan dién lipit

té bao, cta phan hoa dong kich thich tao va khong kich thich tao (twong d6i) thé hién

ring phan hoa ciia dong kich thich tao don boi dic biét thiéu & cac loai nhém lipit nhat

dinh va du thtra & c4c loai khéc. Su thiéu hut nay dic biét ro rét trong nhom phén t lipit
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18 mach cacbon, mic du né cling dugce théy & nhom 20 mach cacbon. Sy thiéu hut nay
dic biét rd rét véi lipit 18 mach cacbon v6i mot va hai lién két doi (cai goi la oleat va
linoleat) va su du thira dic biét thay véi lipit 18 mach cacbon véi ba lién két d6i (cai goi
1a linolenat). V& loai lipit ma dugc thay d6i trong phan hoa ctia dong kich thich tao don
boi, né rat rong, va bao gdm triglyxerit, diaxylglyxerit, axit béo tu do, lyso-phospholipit,
va phospholipit. Thay dbi vé& ham lugng trong phén hoa ciia dong kich thich tao don bdi
con thay ddi qua cac murc bao hoa axit béo khac nhau. Sau khi xem dit lidu nay, tac gia
da quyét dinh 4p dung cac hop chét lipit 1én hoa trong qué trinh thu phin véi phin hoa
cta dong kich thich tao don boi dé xem liéu viéc thém don gian cac loai lipit nhét dinh
c6 thé téc dong dén ty 16 hinh thanh thé don bodi hodc sé nhan khong. Téc gia dic biét
quan tdm dén viéc ap dung céc hop chét ma co, trong ciu tric phan tir cua ching, mot
$6 mach axit béo bdo hoa 18 hoidc 20 cacbon ma trong sb d6 duoc thiy it ddi dao hon

trong phén hoa ctia dong kich thich tao don boi (vi du oleat va linoleat).

Viéc ap dung lipit con c6 thé din dén tang ty 1& hinh thanh thé don bdi, b hat,
va giam tAn sudt thui hat, nhu dugc chi ra trong cadc Bang 10—13. Bang 10 thé hién chin
thir nghiém duoc kidm sodt, riéng biét st dung hop chat metyl alpha linolenyl
flophosphonat (MALFP). Mdi thtr nghiém gdm hai bdng dugc lai boi cung cdy bd me
duc dong kich thich tao don bdi, vao cung ngay, ¢ thoi diém gin nhu gidng hét nhau
(trong vong 5 phut ctia mdi thir nghiém) tir cing quén thé phan hoa gidng hét nhau duoc
gom tir ciing b6 me dyc. Hai bong ndy hodc 12 nhan 4p dung dém d61 ching, hodc thanh
phin hoat tinh cdng dém. Ca cay thu duc va céi duge trong canh nhau dudi cung didu
kién trong cung nha kinh. Trén trung binh, va so véi ap dung dbi chung cua dém khong
c6 MALFP, khi MALFP duoc 4p dung ty 1€ kich thich tao don bdi tdng thém 3,6%, sb
hat ting thém gin 42 mdi bong, va s§ cua tdng cac thé don bdi duge téi t.ao mdi bong
ting thém 11,8 thé don boi mbi bong, va tAn sudt thui phdi giam di 1,1% (Bang 9). Tat
ca diéu nay thé hién su cai thién dbi voi so dd tao ra kich thich tao don boi. Cai thién
diic biét xuAt hién khi ché phim 91 duoc ding 1am hdn hop chit hoat dong bé mat dé
hoa tan MALFP. Co ché ma nho do cac chét trc ché nay c6 tic dung thém vao voi mil
dan dén ty 1é kich thich tao cao hon ¢6 thé 1a chung dang phé v& cac phospholipaza hodc

protein bién doi lipit khac.

Cung loai dit liéu dwoc gom dbi véi etyl este clia axit béo LLAEE, dan dén lam

tang ty 1€ kich thich tao don boi 2,4%, téng trén 43 hat dugc tao ¢ mdi bdng, ting trén 8
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thé don boi mdi bbng, va giam tin suét thui phoi 3,7%. Mic du nhidu trong sb cac xr 1y
nay lién quan dén luong khac nhau cua thanh phén hoat tinh, & phén 16n c4c thit nghiém
nay LLAEE dan dén su tdng cuong vé théng ké hinh thanh don bdi va tao hat. Xem
Bang 10.

Cung loai dit liéu dugc gom d6i véi axit béo axit linoleic (LLA) (Bang 11), din
dén ting ty 1€ kich thich tao don boi béng 1,5%, ting 41 hat séng duoc mdi bong va 7,6
thé don boi mdi bong, va gidm ty 18 thui phoi 2,9%. Day 1a két qué cua 22 thir nghiém
riéng biét, lai voi mdi thr nghiém bao gém mot bong dugc thu phén béng dém dbi ching
va mdt bong dugc thu phén béng thanh phén hoat tinh c¢dng dém (LLE). Thu vi la do
nhidu bing 18:2 giam & phin hoa ciia dong kich thich tao don bdi (nhu duoc thé hién
bing dit liéu lipit té bao). Khong bi rang budc boi ly thuyét, cé Ly khi gia thuyét ring
diéu nay c6 thé gay ra hodc gop phan vao véAn dé& thy phin va thui phdi. Khi tic gia thém
chiing lai thong qua viéc &p dung phun LLA va LLAEE, céc phan tit ndy ¢6 thé tc ché

phospholipaza din dén HIR cao hon, va bd sung 18:2 din dén nhiéu hat hon.

Cudi cing, dit liéu tuong tu dugc gom d6i voi MAFP, va cac két qua twong tu
duoc théy, bao gém sy ting cuong vé ty 1€ kich thich tao don boi béng 1,9%, tang sb
thé don boi duoc tai tao mdi bong bing 6,6 va sd tbng sb hat bang 28, cling nhu gidm ty
1¢ thui phoi biang 2,2% (Bang 12). Céc hop chét nay, ciing nhu lipit khéc, c6 thé duoc
dung dé tang cuong tan suit hinh thanh phdi don boi trong vudn wom kich thich tao don
boi, va con ¢ thé duoc dung dé lam ting bd hat trong bdi canh dong kich thich tao don

boi tu thu phin dé 1am tang nhiéu hon hat dy trit cta cac dong do.

Bang 9. MALFP tac dong 1én HIR, b hat, su thui hat, va toan b céac thé don boi

tai sinh.
So sanh MALFP véi déi chimg
A Céc thé
Thi nghiém sé6  Ndng do MALFP Chét dém don boi AHIR A hat Ak atylé
1 2% ché phém 91 +37 +16,3% -52 +16,3%
2 2% ché phdm 91 +25 +9,4% +101 - 4,4%
3 2% ché phém 92 -9 -62% +68 -3,4%
4 2% ché phim 92 +71 +29,8% +86 -21,0%
5 10% ché phém 92 -20 -7.9% -38 -2,4%
6 14% ché phém 91 +2 -0,5% -18 +19,9%
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7 14% ché phim 91 +11 +3,5% +70 -192%
8 20% ché pham 92 -9 -6,0% +89 -4,0%
9 20% ché phém 92 -9 -7,6% +69 -4,3%
céc thé don
AVERAGE /EAR boi HIR hat k atyle

MAFP 34,6 17,1% 238,8 32,4%

Déi chimg 22,8 13,5% 197,3 33,5%

MAFP véi d6i chimg +11,8 +3,6% +41,5 -L,1%

70/299

Bang 10. LLAEE tac dong 1én HIR, b¢ hat, su thui hat, va toan b céac thé don

boi duoc tai sinh.

So sdnh LLAEE véi déi chitng

Tht nghiém A Céc thé Ak a.ty
s6 Néng d6 LLAEE Chét dém don boi A HIR A hat le
1 2% ché phém 92 +7 +11,3% -29 - 2,4%
2 5% ché phim 92 +3 +1,7% +12 +1,8%
3 20% ché phém 92 +10 +1,7%  +117 - 14,5%
4 0,3 mg/mL PBS + 1%DMSO +19 +6,5% +97 +11,1%
5 0,3 mg/mL PBS + 1%DMSO +4 +1,8% +14 -8,2%
6 0,3 mg/mL PBS + 1%DMSO -5 +11,7% - 117 -11,0%
7 1 mg/mL PBS + 1%DMSO +20 +6,8% +44 -53%
8 1 mg/mlL PBS + 1%DMSO +14 +7,7% +67 +0,2%
9 1 mg/mL PBS + 1%DMSO +8 -1,7% +87 +5,6%
10 3 mg/mL PBS + 1%DMSO = -6,7% +99 -17,0%
11 3 mg/mL PBS + 1%DMSO +13 +8,8% -29 -0,6%
12 3 mg/mL PBS + 1%DMSO -1 -52%  +110 -9,8%
13 3 mg/mL PBS + 1%DMSO +20 +6,7% +17 -0,4%
14 3 mg/mL PBS + 1%DMSO -7 +3,0% +24 -15,3%
15 10 mg/mL PBS + 1%DMSO +2 -0,6% +31 -1,5%
16 10 mg/mL PBS + 1%DMSO +9 = +51 - 142%
17 10 mg/mL PBS + 1%DMSO +4 +2% -2 -1,0%
18 20 mg/mL PBS + 1%DMSO +4 +0,9% +21 +4,7%
19 30 mg/mL PBS + 1%DMSO +8 -1,1% +90 -6,5%
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20 30 mg/mL PBS + 1%DMSO +5 +6,6% - 64 +10,7%
21 30 mg/mL PBS + 1%DMSO +22 +0,8%  +165 -6,2%
TRUNG BINH / céc thé
BONG don boi HIR hat koatyle
LLAEE 23,1 13,0% 194,1 29,9%
Dbi chimg 14,9 10,6% 150,8 33,6%
LLAEE v6i d6i chimg ~ +8,2 +2,4%  +433 -3,7%
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Bang 11. LLA tac ddng Ién HIR, b0 hat, thui hat, va toan bd cac thé don boi duoc

tai tao.
So sdnh axit linoleic (LLA) voi déi ching
Tha n‘?hiem Nong d6 LLA Chét dém A Cio thé don AHIR A hat Ak a tyle

sO boi

1 7% Ché phdm 91 -9 -2,7% -9 +7,6%
2 0,1 mg/mL PBS + 1%DMSO +26 +2,2% +134 +14,3%
3 0,1 mg/mL PBS + 1%DMSO -18 +10,2% -122 +9,2%
4 0,1 mg/mL PBS + 1%DMSO +16 +8,0% +8 +15,4%
5 0,5 mg/mL PBS + 1%DMSO +12 +0,2% +108 -9.4%
6 0,5 mg/mL PBS + 1%DMSO +9 +3,2% +19 -3.4%
7 0,5 mg/mL PBS + 1%DMSO -3 -0,5% -14 +2,3%
8 1 mg/mL PBS + 1%DMSO +14 +22% +132 -15,6%
9 1 mg/mL PBS + 1%DMSO +9 +1,7% +87 -0,7%
10 5 mg/mL PBS + 1%DMSO +23 +4,9% +112 -6,9%
11 5 mg/mL PBS + 1%DMSO -1 -3,1% +53 -5,5%
12 5 mg/mL PBS + 1%DMSO -4 -0,8% -18 +3,7%
13 5 mg/mL PBS + 1%DMSO +10 +1,6% +61 -3,0%
14 10 mg/mL PBS +30% DML +24 +3.2% +80 -7,5%
15 10 mg/mL PBS +30% DML +9 +1,4% +44 +22%
16 10 mg/mL PBS +30% DML -2 -3,1% +32 -0,8%
17 10 mg/mL PBS +30% DML -5 -2,6% -49 -0,2%
18 10 mg/mL PBS +30% DML +12 +9,1% +87 -6,0%
19 25 mg/mL PBS + 1%DMSO -15 +3,7% -92 -5,1%
20 25 mg/mlL PBS + 1%DMSO +3 +6,0% -59 +0,7%
21 25 mg/mL PBS + 1%DMSO +21 +2,5% +97 -11,8%
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22 25 mg/mL PBS + 50% DML +20 +10,7% +107 -11,7%
AVERAGE /EAR cac thé don bdi HIR hat katyle
LLAEE 27,9 15,4% 194,6 33,0%
Déi chimg 20,3 13,9% 156,3 35,9%
LLAEE véi dbi ching +7,6 +1,5% +41,7 -2,9%

Bang 12. MAFP tac dong 1én HIR, bd hat, thui hat, va toan b cac thé don bdi

duoc tai tao.

So sdnh MAFP v6i déi chimg

Th ““?hiém Nong d6 MAFP Chét dém A Cle the don AHIR A hat Ak a tyle
sO boi
1 20 ug/mL PBS + 1%DMSO +2 +9,3% -20 +7,4%
2 20 ug/mL PBS + 1%DMSO -4 +0,6% -27 -59%
3 20 ug/mL PBS + 1%DMSO +4 -1,9% +65 +1,7%
4 20 ug/mL PBS + 1%DMSO = -1,4% +33 -0,6%
5 50 ug/mL PBS + 1%DMSO +16 +6,8% +38 -4.4%
6 50 ug/mL PBS + 1%DMSO +12 +4,6% + 60 -8,8%
7 50 ug/mL PBS + 1%DMSO +12 +4,8% +40 -2,0%
8 50 ug/mL PBS + 1%DMSO +17 +10,5% +18 -7,7%
9 50 ug/mL PBS + 1%DMSO -8 -1,6% -35 +6,4%
10 50 ug/mL PBS + 1%DMSO = +9,1% -86 +6,1%
11 2% ché phim 92 +8 = +109 -12%
12 2% ché phdm 92 -1 -2,4% +26 -10,9%
13 10% ché phim 92 +8 +0,8% +44 +0,7%
14 10% ché phim 92 -5 -6,9% -7 -2,1%
15 20% ché phdm 92 -10 -0,9% +90 -6,7%
16 20% ché phim 92 = -0,8% +10 -5,8%
TRUNG BINH / .
BONG cac thé don boi HIR hat koatyle
MAFP 23,6 14,6% 172,5 34,6%
dbi ching 0 12,7% 144 .4 36,8%
MAFP véi dbi chimg +6,6 +1,9% +28,1 -2.2%
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V. Gay dot bién/bét hoat PLA

Trong nd lyc dé thay ddi ty 18 kich thich tao don bdi hodc giam ty 1¢ thui phoi
trong khi lai kich thich tao don boi, tdc gid da tao ra hodc thu dugc mot vai dong dot
bién bang mdt vai phuong phap, bao gébm dong GM ARNi, dong TILLING, dong
CRISPR, va dong TALEN. Thér nhat, téc gia tim kiém bing chimg ring dot bién nhém
dich cta pPLAIIa 12 chién lugc sdng con dé tao ra dong kich thich tao don bdi méi. Do
d6, tac gia da thir ca chién lugc dot bién nhim dich ngd CRISPR/CAS9 va TALEN
nhim dén cing trinh tw ma chira dich khung trong alen dong kich thich tao don bdi dot
bién. Pidu nay din dén thé hé dong v6i dot bién méi, ma tac gia thir nghiém vé kich
thich tao don bdi.

C6 ba thanh phan chinh cho quy trinh CRISPR. Xem Sang ché My s6 8,697,359
B1, duoc két hop vao ddy bing cach vién dAn toan bg. Thanh phan chinh thir nhét 1a
trinh tu dich. Th{r hai 13 Cas9, ma la endonucleaza. Thanh phﬁn chinh th ba 1a ARN
dan ("gARN"), ma bd sung cho trinh tu dich va chiu trach nhiém tuyén chon Cas9 cho
vi tri mong mudn. Trinh tu dich c6 chidu dai 18 dén 20bp, va tiy ¥ nén nim ngay dau
5' dén mo tip lién ké protospacer ("PAM") trong by gen cua cay. Dbi véi Cas9 tir
Streptococcus pyogenes, trinh tw PAM nén 1a 5'-NGG-3'". Su phién ma ctia gARN ¢6 thé
dugc din bai gen khoi dong Pol ITT U3 (ARN bét ddu bing A) hogc U6 (ARN bat dau
bang G). gARN nén mang trinh ty dich & dau 5' ngay sau A (U3) hodc G (U6). Cas9 s&
tao ra doan gy hai dau ("DSB") & ba cdp bazo 5' trinh ty dich dén trinh tu PAM. Trinh
tu axit amin cta Cas9 13 gidng nhu Cas9 tir chiing SF370Streptococcus pyogenes, voi
hai thay d6i axit amin, L1164V vaI1179V trong ving PI (1099-1368) trong thuy NUC.
Hoat tinh Cas9 da duoc chitng minh trong thtr nghiém bién nap la co Xép xi 90% tan
suét dot bién cta trinh tu dich duge thit & ngd. Noi chung, nén xac dinh nhiéu PAM ung
vién va trinh tu dich trong vung dich, sau d6 tim kiém mot cai t6t nhit bang cach tim
trinh tu nao 13 duy nht trong bo gen cla dich. Cy dich 1a ngd, lua, hodc cdy mot 14

mam bat ky.

Chién Iuoc nay duoc theo dudi dé x4c dinh trinh tu dich CRISPR ma xép chong
v6i dot bién dich khung hién c6. Vi tri cét chinh x4c 13 ngay hai cip bazo cach diém
chén trong dich khung. Céc ciu tric chira ca Cas9 va gARN duoc bién nap vao cay ngd.
Noi chung, hai alen hodc cay dot bién ddng nhat dugc tai tao tir cac sy kién tao ra, nhung

cay dot bién di hop tt cling hitu dung. Céy di hop tir ty lai, sau d6 hat T1 duge tréng,
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sang loc vé tinh ddng nhét cia dot bién, va lai xa. Dong bién nap ddng nhat hodc dot
bién hai alen TO duoc tu lai don gian va lai xa dé khong bién nap NP2222. T4t ca phoi

lai xa duge phan 1ap dé phan tich mirc boi thé dé tim céc thé don boi.

Ba ciu tric dot bién nhim dich khac nhau dugc tao ra: CRISPR/CASO 1,
CRISPR/CAS9 TI, va TALEN. Su khac nhau gitta CRISPR/CAS9 I va II 1 nho. Pia
diém vi tri dich cho tit ca ba cAu triic 1a cing ving ma dich khung thiy & dong kich
thich tao don boi. Dbi véi ciu triic CRISPR, trinh tw ARN din bat dau & nucleotit +1560:
-GTCAACGTGGAGACAGGG- (tirc 13, SEQ ID NO: 20). Vi tri —~AGG—PAM ctia SEQ
ID NO: 20 gach dudi va viét nghiéng. Chén bbn cip bazo trong dong kich thich tao don
boi 1a & vi tri chinh x4c, & nucleotit +1576. Sau khi bién nap, mdt vai sy kién CRISPR I
khéc nhau (bao gdm cau trac bidu hién thiy & SEQ ID NO: 34), su kién CRISPR II (bao
gdm cAu triic biéu hién thiy & SEQ ID NO: 36), va su kién TALEN (bao gbm céu triic
bidu hién thay & SEQ ID NO: 35) dugc chon, duge nudi dén khi truong thanh, va hinh
thanh hat séng. Trong thé hé TO, tac gia thuc hién PCR & vi trf dich va tao trinh tw sdn
phim PCR sau khi tich dong phy. Téc gia nhan dién nhiéu dot bién duy nht trong s6

cac sy kién nay (va nhiéu trong so6 cac su kién 1a thé kham hodc nhiéu alen).

Nhidu cdy 1 kham, nhu dugc thé hién boi nhiéu trinh ty khdc nhau xuat hién
trong thé hé T1. Sau khi tu thu phén T0, cay T1 dugc tachra 1:2:1 cho cAu trac dot bién
dich, va nhidu cdy c6 dot bién mdi & dia diém dich hoic 1a trong hai alen hodc trong tinh
trang ddng nhét. T4c gia sang loc cdy con & mic ADN st dung gen dénh didu TAQMAN,
nhan dién thé hai alen khong c6 gen chuyén Cas9 hodc TALEN, va thyc hién sép trinh
tu PCR dé tao ra san phdm PCR doc cdp bazo +1494 to +1691 trong trinh tu gen
GRMZM2G471240. Téc gia sau d6 thir nghiém dot bién dong nhét vé kha nang kich
thich tao don bdi. Xem SEQ ID NOs: 9-19 & 4244 cho céc trinh ty ctia cdy T1 m6i &

gen mitl.

HIR duoc do cho cic dong méi duge gia dinh. Xem Bang 4, ¢ trén. Dt liéu HIR
nay 1a tir viéc lai trong d6 duc 12 dong kich thich tao don boi gid dinh va cai la dong bién
nap ndi dong ti€u chuédn NP2222 ctia tac gia. Dong kich thich tao don boi gia dinh dugc
tao ra st dung hodc la dot bién nhim dich trung gian TALEN- hodc CRISPR/CAS9 ctia
dia diém pPLAIla. Trong s6 cac loai dugc thé hién & ddy, c6 mudi mot cdy dong kich
thich tao don bdi khac nhau bao gém tam su kién khac nhau tir ba cAu tric bién nap

riéng biét. Su kién 39A 12 sy kién TALEN. Su kién 18A va 27A 1a sy kién CRISPR. Su
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ién sau la thé kham nhu cdy TO, va sau khi né ty thy phén, nhiéu dot bién dugc théy o
quéan thé T1, bao gdm cay "hai alen" (thuat ngit hai alen, nghia la khi tac gia tao trinh ty
vung cia pPLAIla ma duoc dot bién, tac tia thdy hai alen méi khac nhau— sao cho rd
rang I3 c4 hai ban sao kiéu dai ctia gen da dugc dot bién, nhung ching dwoc dot bién
khéc nhau, do d6 c6 hai alen méi). Mbi trong s6 mudi mot cdy ca thé nay do d6 c6 két
hop dot bién riéng biét trong pPLAILc. T4t ca nhitng gi ching c6 thong thuong 13 khong
¢6 cdy ndo trong s mudi mot cdy co ban sao kiéu dai cua pPLAIla. Do d0, cac cdy nay
déu 12 "dot bién dong nhat" d6i voi gen pPLAIIa. Dot bién déu 13 dich khung trong exon
4, bét chuée dot bién gbe trong dong kich thich tao don boi bam sinh. Str dung nam céy
nay lam cdy duc, tic gia lai trén mot hodc mot vai bong cai, tao ra hang nghin phoi. Téac
gia cét ra va 1am phén tich mic boi thé trén cac thé hé con d6 va thdy ring mdi bo thé
hé con c6 it nhét 3,98% thé don boi véi tdi da 12,5% céc thé don boi. Didu nay ching
minh réng viéc tao ra cac dot bién trong pPLAIla s€ dAn dén kich thich tao don bdi. Tac
gia nghi réng cac kidu dot bién khac, ngoai dich khung, cling s& din dén kich thich tao
don boi. Cac dot bién nay c6 thé & bt ky dau trong gen, va ching c6 thé 1a dot bién

diém ho#c chén hodc loai bo hodc loai dot bien khac.

ARNI ciing duge dung dé tao ra dong kich thich tao don boi. DPéi véi ARNI, hai
cAu trac kep toc dugce thuc hién; mot cAu tric tao ban dd dén ranh gidi gitta exon 1 va
2, va cAu trac con lai tao ban dd dén exon 4 (cac Hinh 8 va 9). Cac cAu trac dugc bién
nap vao kiéu dai va cay TO dugc tu thu phén. Hat T1 tir ba sy kién moi clu trac dugc
trdng, sang loc vé tinh dong nhit ctia gen chuyén, va lai xa trén mot vai bong nhu thir
nghiém déi véi kich thich tao don boi. Sau khi kiém tra trén 1500 hat tir viéc lai xa nay,
tic gia tim thdy ca su kién kich thich tao céc thé don boi & ty 16 xép xi 1% dén 2%. Ty
1€ kich thich tao don bdi cao nhét thu dugc trén bong don 1a 4,3%. bong nay c6 khoang
300 hat, do d6 téc gia c6 thé két ludn ring ty 1¢ thui phdi ciing thip hon dong kich thich
tao cao thong thuong. Viéc lam nay ching minh rang chién luge ARNi + GM ¢6 thé
dung dé tao ra dong kich thich tao don bdi méi trong dong kiéu dai théng thudong khac
bang cach thay doi biéu hién ctia pPLAIla.

Phuong phap dot bién gen TILLING ciing dugc dung dé tao ra va nhan dién dot
bién phospholipaza va ngd theo sang ché. Céac cong bd mé ta TILLING hién c6 cho cay
trong nhu laa: Till va cong su, BMC Plant Biology 7:19 (2007), ca chua: Rigola va cong
su PLOS ONE 13 thang ba 2009, va ng6: Till va cdng sy BMC Plant Biol. 28 thang sau
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2004;4:12 (2004), tat ca tai lidu nay duoc két hop vao day béng cach vién dan. Theo hé
phuong phap TILLING co ban, vt li¢u cdy, nhu hat, chiu dot bién gen hoa hoc, ma tao
ra hang loat dot bién trong bd gen cua té bao hat. C4c hat duoc dot bién gen dugc tréng
thanh cAy M1 trudng thanh va tu thu phén. Céac miu ADN tir cdy M2 tao dugc tron 1an
va sau d6 dugc sang loc dot bién trong gen ¢6 loi. Khi dot bién dugc nhan dién trong
gen ¢6 1¢i, hat ciia cdy M2 mang dot bién d6 dugc nudi 16n thanh cdy trudng thanh M3

va sang loc vé déc tinh kiéu hinh két hop véi gen c6 loi.

B4t ky cdy trdng ctia ngd c6 it nhét mot gen phospholipaza véi do twong ddng co
ban v6i SEQ ID NO: 1 ¢6 thé dugc ding theo sang ché. Nhu duoc st dung & ddy, "co
ban tuong ddng" nghia 14 trinh ty ADN cta gen du twong ty véi SEQ ID NO: 1 ¢ mie
nucleotit & ma hoa protein twong dwong nhu SEQ ID NO: 1, cho phép sy khac nhau vé
alen gifta cac cdy trong. Theo mot khia canh ctia phuong an vi du cua sang ché, "co ban
twong ddng" c6 thé c6 mit khi d6 twong ddng giita gen phospholipaza va SEQ ID NO:
1 1a thap khoang 85%, véi didu kién 12 do twong dong trong ving dugc bao tdn clia gen
cao hon (vi dy, it nhat khoang 90%). Tét hon 13, phin trim twong ddng trong viing ma
hoa 13 85-90%, &t hon nita 1a 90-95%, va tdi wu, 12 trén 95%. Chuyén gia trong linh vuc
c6 thé wu tién cdy trdng ngd c6 tinh phd bién trén thi trudng hodc mdt loai cb cac diac
tinh mong mudn cuy thé trong do6 dé tao ra ngd dot bién phospholipaza. Tuy ¥, chuyén
gia trong linh vuc co thé wu tién cay trong ngd c6 vai da hinh, nhu cdy trong ndi dong,

dé tao diu kién sang loc dot bién trong dia diém phospholipaza.

Theo mot khia canh ctia phuong &n vi du cua sang ché, cac hat tir lta va ngd dugc
d6t bién gen va sau d6 nudi trong thanh cdy M1. Cay M1 sau d6 dugc dé tu thy phin va
hat tir cdy M1 dugc nudi trdng thanh cdy M2, ma sau d6 dugc sang loc dot bién ¢ dia
diém phospholipaza cua chung. Trong khi cdy M1 ¢6 thé dugc sang loc dot bién, loi ich
cua viéc sang loc cay M2 1a tAt ca dot bién sinh dudng twong Gmg v&i dot bién dong té
bao sinh duc. Chuyén gia trong linh vuc hiéu rang nhiéu vat liéu ngd khac nhau, bao
gbm, nhung khong gi6i han ¢, hat, phén hoa, mo cay hodc té bao cdy, ¢ thé dugc dot
bién gen dé tao ra ngd dot bién phospholipaza theo sang ché. Tuy nhién, loai vat lidu
cay dugc dot bién co6 thé anh huéng khi ADN cua cdy duge sang loc dot bién. Vi du, khi
phén hoa dugc gy dot bién trudc qué trinh thu phén cua cay khong dot bién, hat thu

duoc tir su thu phéin dé dugce nudi tréng thanh cay M1. M3i té bao ctia cdy M1 sé& chira
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dot bién dugc tao ra & phén hoa, do d6 cay M1 nay co thé sau d6 duoc sang loc dot bién

phospholipaza thay vi doi dén thé hé M2.

Céc tac nhan dot bién ma tao ra dot bién diém cin ban va xéa bd ngén, chén,
chuyén ddi, va hodc chuyén tiép (khoang 1 dén khoang 5 nucleotit), nhu tc nhan dot
bién hoa hoc hoic bire xa, co thé duoc st dung dé tao ra cac dot bién theo séng ché. Cac
tac nhan dot bién x4c nhan véi phuong phép theo sang ché bao gbdm, nhung khong giGi
han ¢, etyl metansulfonat (EMS), metylmetan sulfonat (MMS), N-etyl-N-nitrosuré
(ENU), trietylmelamin (TEM), N-metyl-N-nitrosouré (MNU), procarbazin,
chlorambuxil, xyclophosphamit, dietyl sulfat, acrylamit monome, melphalan, nito mu
tac, vincristin, dimetylnitosamin, N-metyl-N'-nitro-Nitrosoguanidin  (MNNG),
nitrosoguanidin, 2-aminopurin, 7,12 dimetyl-benz(a)anthraxen (DMBA), etylen oxit,
hexametylphosphoramit, bisulfan, diepoxyalkan (diepoxyoctan (DEO), diepoxybutan
(BEB), va tuong tu), 2-metoxy-6-clo-9[3-(etyl-2-clo-etyl)aminopropylamino]acridin
dihydroclorua (ICR-170), va formaldehyt. Dot bién tu phat trong ving tao hach nhén
("NOR") ma khong thé gay truc tiép bang tac nhan gy dot bién ¢6 thé con duge nhan

dién theo nhiéu phuwong an theo sang ché.

Phuong phap thich hop bét ky cta viéc didu ché ADN ctia cay hién da biét hodc
duoc sang ché sau day co thé duoc st dung dé didu ché ADN cua ngd dé sang loc dot
bién phospholipaza. Vi dy, xem Chen va Ronald, Plant Molecular Biology Reporter
17:53-57, 1999; Stewart va Via, Bio Techniques 14:748-749, 1993. Hon nira, mot vai
bo kit ban trén thi trwong hién cd, bao gém bo kit tir Qiagen (Valencia, Calif) va

Qbiogene (Carlsbad, Calif.).

Theo mot khia canh cia phuong 4n vi du cua sang ché, cac miu ADN tir ca thé
cay ngd dugce didu ché va sau d6 duoc tron 1An dé thuc diy viée sang loc dot bién &
phospholipaza cta toan bd quan thé ciia cdy c6 ngudn goc tir md clia cdy dot bién. Kich
thude ctia nhom tron 13n 6 thé 13 phu thudc vao do nhay cua phwong phap sang loc
duoc st dung. Theo mot khia canh cuia phuwong 4n vi du cia sang ché, nhém gdém bdn

hodc nhiéu cé thé cay ngd duoc tron 1an,

Theo khia canh khéc ctia phuong an vi du, sau khi mau ADN duogc tron 1an, cac
hdn hop tron 14n duge dua qua k¥ thuét khuéch dai dic hiéu trinh tu phospholipaza, nhu

phan tng chudi polymeraza (PCR). Déi véi tdng quan chung ctia PCR, xem nguyén tac
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PCR: A Guide to Methods and Applications (Innis, Gelfand, Sninsky, J., va White, eds.),
Academic Press, San Diego, 1990, ma dugc két hop vao day béng cach vién dan. Bt ky
doan mdi dic hiéu cho dia diém phospholipaza hodc trinh tu lién ngay voi dia diém
phospholipaza co thé dugc st dung dé khuéch dai trinh ty phospholipaza trong mau
ADN tron 14n. Tét hon 13, doan mdi duoc thiét ké dé khuéch dai cdc ving dia diém
phospholipaza & chd cac dot bién hitu ich gin nhu ¢6 thé xay ra. Tt nhét 13, doan moi
duoc thiét ké dé phat hién cac dot bién trong viing ma héa ctia gen phospholipaza. Hon
nita, tét hon 12 d6i v6i doan mdi d& tranh céc vi trf da hinh da biét dé sang loc dot bién
diém d& dang. P tao didu kién phat hién san phdm PCR trén gel, doan mdi PCR c¢6 thé
duoc dén nhan st dung bt ky phuong phap da biét hodc phwong phéap dan nhan duoc

sang che sau day.

Theo mot khia canh cua phuong an vi du cua sang ché, san phdm khuéch dai PCR
¢6 thé duoc sang loc dot bién phospholipaza sir dung bét ky phuong phdp ma nhén dién
su khac biét nucleotit gilta trinh ty kidu dai va dot bién. C4c phuwong phap nay co thé
bao gdm, nhung khong giéi han @, tao trinh tu, sdc ky 1ong cao ap bién tinh (dHPLC),
dién di mao quan bién tinh khong d6i (CDCE), dién di mao quan gradien nhiét do
(TGCE) (xem Li va cong su, Electrophoresis 23(10):1499-1511, 2002), hodc bang cach
phéan doan st dung phan cit enzym, nhu duge dung trong phuong phap luu lugng cao
duge md ta boi Colbert va cong sy, Plant Physiology 126:480-484, 2001. T4t hon 13,
san phdm khuéch dai PCR dugc u véi endonucleaza ma phén cit vu tién su khong trung
khép trong chudi kép di hop gitra trinh tu kiéu dai va dot bién. Theo khia canh khéc clia
phuong 4n vi duy, san phém phéan cit dugc dién di st dung thiét bi gel tao trinh tu tu
dong hoa, va hinh anh gel dugc phén tich v6i sy trg gitip ctia chuong trinh X0 1y hinh

anh thuong mai tiéu chuan.

Tac gia sang ché xac dinh rang dé thu dugc kich thich tao don bdi & ngo, dot bién
ma thay ddi chc ning phospholipaza 1a dugc mong mudn. Céc dot bién bao gdm sai
nghia, vO nghia va thay dbi méi ndi, bao gém dot bién ma cét cut sém su dich ma cta
protein phospholipaza tir ARN thong tin, nhu cac dot bién ma tao ra bd ba ma hoa két
thuc trong viing ma hoa cta gen phospholipaza. Cac dot bién nay bao gém chén, trinh

tyr lap, khung doc m& bién déi (ORFs) va, tot nhét 1a, dot bién diém.

Theo khia canh khéc nita cia phuong 4n vi du theo sang ché, khi cdy M2 c6 trinh

tu dot bién phospholipaza dwoc nhan dién, dot bién duge phan tich dé xé4c dinh tac dong
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ctia n6 1én biéu hiéu, dich ma, va/hodc hoat tinh cua protein. Theo mot phuong an vi du,
doan phospholipaza chtra dot bién duoc tao trinh tu, st dung k¥ thuat taob trinh tu ti€u
chudn, d& xac dinh vi tri chinh xdc ctia dot bién lién quan dén tong thé trinh tur
phospholipaza. M&i dot bién dugc danh gid dé dy bao tac dong ciia n6 lén chirc néng
protein (tGc 1a, kha néng chiu hoan toan mét chirc ning) st dung dung cu thong tin sinh
hoc nhu SIFT (Sorting Intolerant tir Tolerant; Ng va cdng su, Nucleic Acids Research
31:3812-3814, 2003), PSSM (Position-Specific Scoring Matrix; Henikoff va Henikoff,
Computer Applications in the Biosciences 12:135-143, 1996) va PARSESNP (Taylor
va Greene, Nucleic Acids Research 31:3808-3811, 2003). Vi du, diém SIFT ma it hon
0,05 va thay dbi 16n vé diém PSSM (vi dy, khoang 10 hogc hon) chi dot bién ma c6 kha
ning ¢6 tdc dong c6 hai téi chirc ndng protein.

Theo khia canh khac cta phuong an vi dy, néu danh gia ban dau cta dot bién &
ciy M2 chi ra né 1a tu nhién hitu dung va & vi tri hiru dung trong gen phospholipaza, thi
c4c phan tich kiéu hinh khac cua cdy ngd chua dot bién nay dugc theo dudi. Pau tién,
cdy M2 dugc lai ngugc hodc lai xa hai lan dé tao ra cay BC1 dé loai trir dot bién nén.
Sau d6 cdy BC1 dugc lai nguge hogc lai xa duoc tu thu phén dé tao ra cay BC1F2 ma

ddng nhéit cho dot bién phospholipaza.

Mot vai dic tinh vat Iy cda cdy dot bién phospholipaza dong nhét nay dugc danh
gi4 dé xac dinh xem dot bién tao ra thay di kiéu hinh hitu dung & ngd hay khong. Ngbo
phospholipaza dot bién dugc danh gia vé kich thich tao don bdi so v6i ngd bd me thuong
(vi du, kidu dai) hodc so v&i ngd dbi chimg anh em kiéu dai. Bang 13 thé hi¢n dot bién

méi thu duge bai TILLING.

Bang 13. b0t bién pPLAIIo. méi thu duge béi TILLING & HIR ctia né. Cot thay
ddi nucleotit thé hién vi trf tir bit ddu cta trinh tw cADN (TRINH TU' S6 1), va nucleotit
duoc thay déi duge viét in hoa trong bbi canh bo ba ma cta n6. Thay ddi axit amin sau
d6 duoc chi ra tiép d6 tac dong cua thay di nay (Hap thu hozc Khong hép thu). Hai
alen ma khong hap thu, mot chira cac thé don bdi véi ty 1€ bang 1,04% (3/288).

Céc thé
Thay ludng Cécthé PA duoc
Dong Thay d6i nucleotit ~ Exon dbi AA  Hép thu? boi donbdi xdcnhédn HIR

1139 bp+128 tGt/tAt 1 C13Y Co 389 0 0 0,00%
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3594 bp+167 cCe/cTe 1 P26L C6 381 0 0 0,00%
0505 bp+431 cCg/ cTg I PII4L  Khéng 235 0 0 0,00%
2658  bpt+718 Geg/Acg 4  A237T Cé 379 0 0 0,00%
1983 bp+1077 atG/atA 4  M356]  Khoéng 285 3 3 1,04%
2732 bp+1163 aCt/aTt 4  T385I C6 383 0 0 0,00%
2414 bp+1226 aGa/aAa 4  R406K (o) 392 0 0 0,00%

Danh phap ding trong Bang 13 chi nucleotit hodc axit amin kiéu dai, sau dé vi
tri cia no theo SEQ ID NOI1 vién dan, sau do nucleotit hodc axit amin dugc thay ddi &

vi tri st dung hé thuit nglt ma hoéa di truyén tiéu chudn.

Di v6i ngd, gen pPLAIIa ciia ngd TILLING tao ra alen méi ma c6 ty 1€ kich
thich tao don boi thép . biéu nay cho phép tao ra chudi alen, bao g6m bt hoat, cia
GRMZM?2G471240. Trinh tuy cua hai doan clia gen nay (téi da 1,5 kb, ma béng 20 don
vi siéu sao chép mdi gen) dugc sang loc cho dot bién. Céc trinh tu nay gdm trinh ty bd
gen bao g@)m intron, cong véi trinh tw cADN dy bdo va trinh tu ma hoa dbi vai hai bién
thé ndi. trinh tu ting va don vi siéu sao chép don dugc thiét két dua trén c4c trinh ty do,
va sang loc dot bién dugc thuc hién trong quﬁn thé ngd M2 khéi c6 s&n. Cac dot bién
duoc xac dinh khac biét vé trinh tw ADN va két qua trén trinh ty protein dich ma. Hat
M3 duogc trong va tu lai va dé tao ra dong M4 kém theo tach céc cac thé ddng nhat dot
bién gia dinh. Céac ca thé nay dugc xac dinh béng cach sép trinh ty PCR va lai xa va tu

lai dé tht kha ndng tao ra don bdi ctia dong dot bién.

Dé thuc hién lai thir nghiém, cdc dong méi duge trong doc theo dong gen danh
dAu ma 13n dong nhéit ddi véi gen danh dAu mau khong gay chét ngudi. Lai qua lai dugce
ding dé thir tinh diic hiéu ctia kich thich tao chuyén d6i duc véi cdi bing cach dénh gia
cac cdy tao ra vé céc thé don bodi, ma biéu hién kiéu hinh mau sic. Két qué duong duogc

x4c nhan bing phan tich mirc bdi theé nhu dugc mo ta & trén.

Céc c4 thé ma ddng nhit cho dot bién SNP dugc lai 1a duc voi dong gen danh
d4u céi va din dén hinh thanh ty 16 thé don boi thip trong mot s6 truong hop (xem Bang
18). Két qua duong dugc xac nhan bing phén tich mirc bi thé nhu duge mo ta & trén.
Cu thé 13, dong ma din dén hinh thanh thé don bdi c6 dot bién G dén A & cip bazo 1077

cta trinh tw cADN. D6t bién nay gay ra thé axit amin ctia methionin (M) cho isoleuxin
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(I) & axit amin 356. Day 1 thay déi axit amin khong bao tdn ma c6 thé pha v& hoat tinh
cua protein dAn dén hinh thanh ty 1& thép cac thé don boi. Trong s6 288 thé hé con dugc

fhit, téc gia tim thy ba thé don bdi, cho ty 1¢ kich thich tao bang 1% (3/288).
V1. Tao dong kich thich tao don bdi & lua

G Ita, thé tuong ddng gin nhdt véi pPLAlla cua ngd la Os03g27610,
phospholipaza gidng patatin ctia lua (OspPLAIIp) v6i chu thich twong ty, cAu tric gen
va mau biéu hién, tic 13, dugc biéu hién trong phén hoa va khong c6 mat & dau khac
(Hinh 10). SEQ ID NO: 21 bao gdm trinh tw ADN b gen cua 0s03g27610, SEQ ID
NO: 22 bao gém trinh tw cADN, va SEQ ID NO: 23 bao gém trinh ty axit amin. Mbi
quan h¢ chat ch€ gitra cac d4u hiéu, cing véi khoang cach tién hoa ngén gitra hai loai
than ¢6 nay, dé xut rang dot bién & gen lta ciing c6 thé tao ra sy ting dong kich thich
tao don boi. Trong cong bd gan day protein cta laa dugc phat hién trong hat tinh tir cia
hat phin hoa (Abiko va cong sy, 2013), dé xuit su tham gia cla protein trong thy phén

va/hodc phat trién hop ti.

Dé tang ty 1é kich thich tao don bdi & ngd va tao ra dong kich thich tao don boi
tht nhét & lia, nghién ctru TILLING di truyén nguoc duge sir dung dé thu duoc dot bién
méi & gen GRMZM2G471240 clia ngd va gen Os03g27610 cia lia. Xem McCallum
CM va cdng su (2000) Targeting induced local lesions IN genomes (TILLING) for plant
functional genomics, PLANT PHYSIOL. 123: 439-42, dugc két hop vao day bang cach
vién din. TILLING dé xuét nghién ctru dé tao ra dot bién méi do khong c6 kiém soat
bdi cac nha nghién ctru trong do dot bién gen etylmetansulfonat (EMS) s& tao ra dot bién
mai. Su da dang va sy ddi dao cua alen méi duoce tao ra va dugc thir vé ty 1& kich thich

tao don boi.

Mudi ba dong TILLING M3 khac nhau dugc thu. Xem Bang 14. Cot
PosGenomic chi vi tri nucleotit cia dot bién va thay dbi (vi du, G803A chira réng cap
bazo G & vi tri 803 dwgc dbi thanh A). Téc dong la thay ddi axit amin hodc thay doi
protein khac ma tao ra tir dot bién (vi du A209T chira réng Alanin ¢ axit amin 209 dugc
dbi thanh Threonin). Diém BLOSUM la du bao dd manh ctia tac dong cua viéc thay dbi
axit amin s& c¢6 1én cu hinh hodc gip cla protein (cang 4m, tac dong cang x4u). "Loai"
chi loai thay dbi axit amin ("NSM" nghia 12 dot bién khong cm; "PSM" nghia la dot

bién 1am cAm mot phan; "lam cAm" nghia 1a dot bién lam cadm; "ndi" nghia la dot bién
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vi tri ndi tao ra ndi ndm chd; "intron" nghia 14 dt bién 1a ¢ intron). Cudi cung GSOR#

1a dong ID cho tap hgp Genetic Stocks — Oryza ¢ USDA.

Muoi ba dong nay dugc tu lai dé tao ra M4 va hat M4 dugc tréng va thir v& tinh
ddng nhét. Cac c4 thé dot bién ddng nhit dugc ty lai va lai xa dé thir kha nang kich thich
tao don boi. Thé hé con tao thanh dugc kiém ra him lugng ADN méi t€ bao (mic bdi

thé) st dung thiét bi phan tich mirc bdi thé.

Céc thay dbi khong bao tdn, nhu thay ddi vi tri ndithe va thay ddi véi diém
BLOSUM am ¢6 tiém ning kich thich tao don bdi 16n nhat. Didu nay c6 nhiéu tic dong
bat &n dinh 1én san phém protein, va do d6 la alen TILLING kich thich tao don bdi cao
cAp so v6i loai khac, 1am tang nhiéu thé don bdi mdi sur lai kich thich tao don boi va c6
thé tao ra bo hat chuyén tiép mot ph?m. That vay, tac gia da bét dau théy réng trong mot
s6 trong cac dong tu thu phén T4. Dong v6i bo hat thép nhét 13 dot bién didm nbi G153 A,
v6i chi 29 hat dugc tai tao mdi 12 cdy M4 dot bién ddng nhét dugc lai. Cac dong khac

¢6 nhiéu hon 100 duoc ti tao.

Bang 14. Alen TILLING ¢ lta Os03g27610.

Hiéu
Gen PosGen PosTIL qua BLOSUM Loai GSOR#
0s03g27610 G803A  G590A A209T 0 NSM 406317
0s03g27610 G761A  G548A DI9SN 1 NSM 405490
0s03g27610 G1163A G950A G293E -2 PSM 403403
0s03g27610 G1189A G976A G302R -2 PSM 406250
0s03g27610 T374C  T161C intron NA intron 403453
0s03g27610 G1026A G813A K247= NA cam 406338
0s03g27610 C738T  C525T PIRTL -3 PSM 405205
0s03g27610 G1149A G936A Q288= NA cam 405898
0s03227610 G366A  GI353A nbi NA nbi 403878
0s03g27610 G366A  GI353A nbi NA nbi 405549
0s03g27610 C792T  C579T T205I -1 PSM 404794
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0s03g27610 A1021G A808G T246A 0 NSM 404534

0s03g27610 G558A  G345A V156M 1 NSM 404675

Tuy ¥, gen phospholipaza & lua thiy & 0s03g27610 c6 thé dugc chinh sira bing
phuong phap CRISPR/Cas9. Nhu dugc nén & trén, c6 ba thanh phan chinh cho quy trinh
CRISPR. Thanh phdn chinh thér nhit 13 trinh tw dich. Thir hai 13 Cas9, ma la
endonucleaza. Thanh phan chinh thir ba [a ARN dan ("gARN"), ma bd sung cho trinh
tu dich va chiu trach nhi€ém tuyén chon Cas9 cho vi trf mong mudn. Cac ARN dan c6
thé du6i dang ARN din don (sgRNA) hosic ARN dén kép (dgRNA). Doi v6i laa, téc gia
tao ra ba cAu tric nham dich gen phospholipaza cia lua. SEQ ID NO: 38 bao gdm cat-
xet biéu hién ma tao ra dgRNA nhiam dich 0s03g27610, trong exon 4 gén v6i vi tri ma
¢6 dot bién cua bdn cip bazo tw nhién trong thé trong ddng ctia ngd. Trong gen cua lua,
vi tri dich ctia ARN dan 13 GAGACCGGCAGGTACGTCGAGG. SEQ ID NO: 39 bao
gdm cat-xet biéu hién ma tao ra sgARN nhidm dich 0s03g27610, exon 4, & cung vi tri
dich ctia gARN nhu nhém dich trong SEQ ID NO: 38. Dot bién dich khung cho ca SEQ
ID NO 38 va 39 duoc ky vong xay ra ¢ thanh doc nam gitta G va T trong trinh ty
CAGGTACG | TCGAGG (& cip bazo +1150 ctia trinh tw gADN trong SEQ ID NO 22.
Do d6, cé hai trong s6 cac cau tric nay duge ky vong dé tao ra cac dot bién dong kich
thich tao don bdi ma chi 13 bay cdp bazo xudi dong tir vi tri c6 sy chén dong kich thich
tao don boi clia ngd. Cac dot bién nay trong hiu hét céc truong hop s& 1a dot bién dich
khung ma kich thich tao sy chén hodc loai bo nhd, vi du loai b6 G hodc T & vi trf cit,
hodic bét ky dot bién trong tu khac. SEQ ID NO: 40 bao gom cat-xet biéu hién ma tao
ra dgARN nhdm dich 0s03g27610. SEQ ID NO: 41 bao gém cat-xet biéu hién ma tao
ra sgARN nhim dich 0s03g27610. C4 hai trong s& cdc ARN din 14n cin ma nhim dich
trinh tr CCTCGCCGATTACTTCGACTGCA trong Exon 1. Didu nay c6 thé tao ra su
bt hoat ph?m 16n trinh tu ma hoéa cia gen. Dot bién ma dugc tao ra nén xay ra & vi tri
cit noi ma thanh doc nam giita C va C trong trinh ty CCTCGC | CGATTAC (¢ cép
bazo +215 cua trinh tw cADN trong SEQ ID NO 22). Do do ca cAu tric 40 va 41 duoge
ky vong dé tao ra tn sudt cao clia cdy chtra dot bién bt hoat ctia gen, ma cfing nén dan

dén ty 18 kich thich tao don boi cao & lua.
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Cay laa duoc bién nap véi cAu tric bién nap bao gdm trinh ty duge chon tir nhom
bao gdm SEQ ID Nos: 38-41. Qua co ciu CRISPR/Cas9 dugc ma hoa trong cAu tric
bién nap, alen phospholipaza méi dugc tao ra trong dong bién nap, tic 13, cay laa TO.
Cay lua TO, duoc tréng va lai (tic 13, tu thu phén) détaora cay T1. Cay laa T1 dugc thir
v& tinh ddng nhéit & alen phospholipaza méi. Cay lua T1 ddng nhét dugc lai v6i dong
ltia, va tao ra thé hé con dugc thir v& tinh don bdi sir dung thiét bi phan tich mc boi the.
Céc phdi don bdi chira khong ADN T1 phat hién dugc duge xac dinh va dém, va HIR
duge do. [t nhét mot phai don bdi duge tao ra tir viéc lai, va HIR tang. Tot hon 13, HIR
13 it nhAt 5%. {t nhat mot phai don bdi duge xit Iy v6i tac nhan nhan doi nhim séc the,

vi du colchixin, va cdy don bgi kép phat trién tir do.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap kich thich tao phoi don boi trong phép lai giita cac cdy, phuong
phap nay bao gom:

(a) biéu hién phospholipaza gibng patatin dot bién & cdy, trong do
phospholipaza gidng patatin dugc ma hoa boi trinh ty axit nucleic cia SEQ
ID NO: 1, va dot bién nay din dén su biéu hién giam ctia phospholipaza

gidng patatin; hodc

(b) dung cho cdy phén t& ARN can thi¢p kich thuéc nhd bao gbm 18-21
nucleotit ctia gen ma hoa phospholipaza gidng patatin, trong d6
phospholipaza gidng patatin dugc ma hoa béi trinh ty axit nucleic ctia SEQ

ID NO: 1; hoac

(c) bién nap cdy véi phospholipaza gidng patatin dot bién, trong d6
phospholipaza gidng patatin dugc ma héa boi trinh ty axit nucleic ctia SEQ
ID NO: 1, va dot bién nay dan dén sy biéu hién giam cua phospholipaza

gidng patatin; hozc

(d) gy dot bién trinh tu phospholipaza gidng patatin ctia cdy st dung chinh stra
gen, trong d6 phospholipaza giéng patatin dugc ma hoa boi trinh ty axit
nucleic cua SEQ ID NO: 1, va dot bién nay dan dén su biéu hién giam cua

phospholipaza gidng patatin;

trong d6 cay nay dugc dung lam cay bd me trong phép lai nay, sao cho

phép lai nay tao ra it nhat mot phoi don boi.

2. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 phospholipaza gidng patatin dot bién duoc
ma hda bai trinh tu axit nucleic ciia SEQ ID NO: 3.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc chinh stra gen cta bude (d) dugc thuc

hién bang dot bién dinh huéng diém.
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. Phuong phép theo diém 3, trong d6 dot bién dinh huéng diém dugc thye hién
bing k¥ thuat dugc chon tir nhom bao gdm CRISPR/Cas9, TALENS, ngén tay

ké&m, va meganucleaza.
. Phuong phép theo diém 1, trong d6 cay la cdy mot 14 mam.

. Phuong phép theo diém 5, trong d6 cay mot 14 mam 13 cdy ngd, ciy lua, cy lua

my, hodc cay lia mach.
. Phuong phép theo diém 1, trong d6 cay la cay ngd hodc céy la.

. Phuong phép theo diém 7, trong d6 cdy ngd hodc cay la tao ra phén hoa ding

trong phép lai.

86



<110>

Delz

Tim
Dakota

er, Brent

Chintamanani,

Skibbe,
Chen,

<120>
<130>

<150>

<151> 2015

<150>

<151> 2016

<160> 81
<170>
<210> 1

<211> 1371
<212> ADN
<213> Zea

<400> 1
agttcatcac

atcaatcggg
aatacctgta
cagagggtga
atcctcgect
gactacttcg
gcgcccggcea
gagaactgcc
aggaagccaa
acgagggcca
tccgeccgege
gagcgcgaat
atgacgcaga
gtgaagccgt
gagcagggcec
aacaacggca

atccacgtcg

David

US 62/256,902

-11-15

Us 62/300,507

-02-16

PatentIn phién

mays

taatcacact
gtgtgcggte
gcacgaaggc
cggtgctgac
tcctcgaggce
actacatcgc
aggacaagcg
cgcgcatctt
agtacaacgg
agagcacgcc
cgacctacct
acaacctcat
tcaccaaaaa
cgaactgccg
tctacacggce
tggccccceat

ccgcgatgtt

Zhongying

52327

DANH MUC TRINH TU

Sebastian

Satya

80906-WO-REG-ORG-P-1

ban 3.5

tattgttccc
gaaggcggcea
gatggccggg
ggtggacgge
caggctgcag
cggaaccagc
gcctctctac
ccctcagaag
caagtgcatg
tctgaagaac
ccecggegceac
cgacggcggt
gatgcttgcc
caggttcctg
gcggcagtge
catcgacatc

ccagtcgcetce

Syngenta Participations, AG
Kelliher,
Starr,
Wendeborn,

tcgacgagta
atggcgagct
agcgtggtceg
ggcggegtee
gagctggacg
accggcggtc
gctgccaagg
agcaggcttyg
cgcagcctga
gctctgctct
tacttccaga
gtggcggceca
agcaaggaca
gtgctgtcca
tcceggtggg
ttcatggcgg

cacagcgacg

tctagctage
actcgtcgcecg
gcgagcccegt
ggggtctcat
gaccggagge
tcatcaccgc
acatcaacca
cggccgceccecat
ttaggagcat
cggacgtgtg
ctgaagacgc
acaacccgac
aggccgagga
tcgggacggg
gtatctgccg
ccagctcgga

gcgactacct

tcattaatcg
gcgtccatgce
cgtgctgggg
cccgggaacce
gaggctggceg
catgctcacc
cttttacatg
gtccgegetg
cctcggcgag
cattggcacg
caacggcaag
gatggttgcg
gctgtaccca
gtcgacgtcc
gtggctccgce
cctggtggac

gcgcatccag

87/299

PHUONG PHAP KfCH THICH TAO PHOI DON BOI TRONG PHEP LAI GIUA CAC CAY

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



52327 88/299

gacaactcgc tccgtggecge cgeggecace gtggacgcgg cgacgccgga gaacatgcegg 1080
acgctcgtcg ggatcgggga gcggatgectg gcacagaggg tgtccagggt caacgtggag 1140
acagggaggt acgaaccggt gactggcgaa ggaagcaatg ccgatgccct cggtgggcete 1200
gctaggcagce tctccgagga gaggagaaca aggctcgcgce gccgcegtgte tgccatcaac 1260
ccaagaggct ctagatgtgc gtcgtacgat atctaagaca agtggettta ctgtcagtca 1320
catgcttgta aataagtaga ctttatttta ataaaacata aaaatatata t 1371
<210> 2

<211> 401

<212> PRT

<213> Zea mays
<400> 2

Met Ala Ser Tyr Ser Ser Arg Arg Pro Cys Asn Thr Cys Ser Thr Lys

Ala Met Ala Gly Ser Val Val Gly Glu Pro Val Val Leu Gly Gln Arg
20 25 30

Val Thr Val Leu Thr Val Asp Gly Gly Gly Val Arg Gly Leu Ile Pro
35 40 45

Gly Thr Ile Leu Ala Phe Leu Glu Ala Arg Leu Gln Glu Leu Asp Gly
50 55 60

Pro Glu Ala Arg Leu Ala Asp Tyr Phe Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Ser
65 70 75 80

Thr Gly Gly Leu Ile Thr Ala Met Leu Thr Ala Pro Gly Lys Asp Lys
85 90 95

Arg Pro Leu Tyr Ala Ala Lys Asp Ile Asn His Phe Tyr Met Gln Asn
100 105 110

Cys Pro Arg Ile Phe Pro Gln Lys Ser Arg Leu Ala Ala Ala Met Ser
115 120 125

Ala Leu Arg Lys Pro Lys Tyr Asn Gly Lys Cys Met Arg Ser Leu Ile
130 135 140

Arg Ser Ile Leu Gly Glu Thr Arg Ala Lys Ser Thr Pro Leu Lys Asn
145 150 155 160

Ala Leu Leu Ser Asp Val Cys Ile Gly Thr Ser Ala Ala Pro Thr Tyr
165 170 175



Leu

Glu

Val

Ala

225

Val

Ala

Gly

Val

Asp

305

Val

Glu

Arg

Gly

Arg

385

Ile

Pro

Tyr

Ala

210

Glu

Leu

Arg

Met

Asp

290

Tyr

Asp

Arg

Tyr

Leu

370

Val

<210>
<211>

<212>

Ala

Asn

195

Met

Glu

Ser

Gln

Ala

275

Ile

Leu

Ala

Met

Glu

355

Ala

Ser

1375
ADN

His

180

Leu

Thr

Leu

Ile

Cys

260

Pro

His

Arg

Ala

Leu

340

Pro

Arg

Ala

Tyr

Ile

Gln

Tyr

Gly

245

Ser

Ile

Val

Ile

Thr

325

Ala

Val

Gln

Ile

Phe

Asp

Ile

Pro

230

Thr

Arg

Ile

Ala

Gln

310

Pro

Gln

Thr

Leu

Asn
390

Gln

Gly

Thr

215

Val

Gly

Trp

Asp

Ala

295

Asp

Glu

Arg

Gly

Ser

375

Pro
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Thr

Gly

200

Lys

Lys

Ser

Gly

Ile

280

Met

Asn

Asn

Val

Glu

360

Glu

Arg

Glu

185

Val

Lys

Pro

Thr

Ile

265

Phe

Phe

Ser

Met

Ser

345

Gly

Glu

Gly

Asp

Ala

Met

Ser

Ser

250

Cys

Met

Gln

Leu

Arg

330

Arg

Ser

Arg

Ser

Ala

Ala

Leu

Asn

235

Glu

Arg

Ala

Ser

Arg

315

Thr

Val

Asn

Arg

Arg
395

Asn

Asn

Ala

220

Cys

Gln

Trp

Ala

Leu

300

Gly

Leu

Asn

Ala

Thr

380

Cys

Gly

Asn

205

Ser

Arg

Gly

Leu

Ser

285

His

Ala

Val

Val

Asp

365

Arg

Ala

Lys

190

Pro

Lys

Arg

Leu

Arg

270

Ser

Ser

Ala

Gly

Glu

350

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

Asp

Phe

Tyr

255

Asn

Asp

Asp

-Ala

Ile

335

Thr

Leu

Ala

Tyr

Arg

Met

Lys

Leu

240

Thr

Asn

Leu

Gly

Thr

320

Gly

Gly

Gly

Arg

Asp
400
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aatacctgta
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mays

taatcacact
gtgtgcggte
gcacgaaggc
cggtgctgac
tcctggagge
actacatcgc
aggacaagcg
cgcgcatctt
agtacaacgg
agagcacgcc
cgacctacct
acaacctcat
tcaccaaaaa
cgaactgccg
tctacacggc
tggcccccat
ccgcgatgtt
tccgtggege
ggatcgggga
aggtacgaac
cagctctccg
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ccctcagaag
caagtgcatg
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accggcggtce
gctgccaagg
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gcatctgcceg
ccagctcgga
gcgactacct
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tgtccagggt
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tcattaatcg
gcgtccatgce
cgtgetgggyg
cccgggaace
gaggctggcg
catgctcacc
cttttacatg
gtccgegetg
cctcggcgag
cattggcacg
caacggcaag
gatggttgcg
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gtcgacgtcc
gtggctccge
cctggtggac
acgcatccag
gaacatgcgg
caacgtggag
ccctcggtgg
tctctgcecat
tttactgtca

tatat

Met Ala Ser Tyr Ser Ser Arg Arg Pro Cys Asn Thr Cys Ser Thr Lys

1

5

10
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20
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Val

Gly

Pro

65

Thr

Arg

Cys

Ala

Arg

145

Ala

Leu

Glu

Val

Ala

225

Val

Ala

Gly

Thr

Thr

50

Glu

Gly

Pro

Pro

Leu

130

Ser

Leu

Pro
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Ala

210

Glu

Leu

Arg

Met
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35

Ile

Ala

Gly

Leu

Arg

115

Arg

Ile

Leu

Ala

Asn

195

Met

Glu

Ser

Gln

Ala
275

Leu

Leu

Arg

Leu

Tyr
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Ile
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Leu

Ser
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180

Leu

Thr
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Cys

260

Pro

Thr
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Leu
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165

Tyr
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245

Ser
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Thr
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Val
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230

Thr
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Tyr
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Thr

215

Val

Gly

Trp

Asp
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Gly

40
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Tyr

Met

Asp

Lys

120

Asn
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Ile
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200

Lys
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Lys

190

Pro

Lys

Arg

Leu

Arg

270

Ser

Ile

Asp

Thr

Asp

95

Gln

Met

Leu

Lys

Thr

175

Glu

Thr

Asp

Phe

Tyr

255

Asn

Asp

Pro

Gly

Ser

80

Lys

Asn

Ser

Ile

Asn

160

Tyr

Arg

Met

Lys

Leu

240

Thr

Asn

Leu
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Val Asp Ile His Val Ala Ala Met Phe Gln Ser Leu His Ser Asp Gly
290 295 300

Asp Tyr Leu Arg Ile Gln Asp Asn Ser Leu Arg Gly Ala Ala Ala Thr
305 310 315 320

Val Asp Ala Ala Thr Pro Glu Asn Met Arg Thr Leu Val Gly Ile Gly
325 330 335

Glu Arg Met Leu Ala Gln Arg Val Ser Arg Val Asn Val Glu Thr Gly
340 345 350

Ser Glu Val Arg Thr Gly Asp Arg Arg Arg Lys Gln Cys Arg Cys Pro
355 360 365

Arg Trp Ala Arg

370
<210> 5
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> PDoan mdéi GRMZM2G471240_nil.F1

<400> 5

gtacgccgtg cgctaaca 18
<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> ©Doan mdi GRMZM2G471240 nil.R1

<400> 6

tcgtacctcc ctgtctccac 20
<210> 7

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao

<220>
<223> Poan mdi GRMZM2G471240_rwk.Fl

<400> 7

tacgccgtge gctaacata 19
<210> 8

<211> 20

<212> ADN



<213>

<220>
<223>

<400> 8
gtacctcgcect

<210> 9
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 9
agttcatcac

atcaatcggg
aatacctgta
cagagggtga
atcctcgect
gactacttcg
gcgccecggea
gagaactgcc
aggaagccaa
acgagggcca
tcecgeecgegce
gagcgcgaat
atgacgcaga
gtgaagccgt
gagcagggcce
aacaacggca
atccacgtcg
gacaactcgce
acgctcgtcg
aaccggtgac
ccgaggagag
gatgtgcgtc

aagtagactt

1358

ccctgtctcece

52327

Trinh tu nhén tao

Trinh tu nhdn tao

poan mdi GRMZM2G471240_ rwk.R1

bidn MTL do TALEN & Su kién 39A ca th& ID 22808-3954

taatcacact tattgttccc tcgacgagta

gtgtgcggtc
gcacgaaggc
cggtgctgac
tcctcgaggce
actacatcgc
aggacaagcg
cgcgcatctt
agtacaacgg
agagcacgcc
cgacctacct
acaacctcat
tcaccaaaaa
cgaactgccg
tctacacggc
tggcccccecat
ccgcgatgtt
tccgtggege
ggatcgggga
tggcgaagga
gagaacaagg
gtacgatatc

tattttaata

gaaggcggca
gatggccggg
ggtggacgge
caggctgcag
cggaaccagc
gcctctctac
ccctcagaag
caagtgcatg
tctgaagaac
cccggcegeac
cgacggcggt
gatgcttgcc
caggttcctg
gcggcagtge
catcgacatc
ccagtcgctc
cgcggccace
gcggatgctg
agcaatgccg
ctcgcgegcece
taagacaagt

aaacataaaa

atggcgagct
agcgtggtcg
ggcggegtec
gagctggacg
accggcggtce
gctgccaagg
agcaggcttg
cgcagcctga
gctctgctct
tacttccaga
gtggcggcca
agcaaggaca
gtgctgtcca
tcceggtyggg
ttcatggcgg
cacagcgacg
gtggacgcgg
gcacagaggg
atgccctcgg
gcgtctctge
ggctttactg

atatatat

tctagctage
actcgtcgcecg
gcgagccegt
ggggtctcat
gaccggaggce
tcatcaccgc
acatcaacca
cggccgcececat
ttaggagcat
cggacgtgtyg
ctgaagacgc
acaacccgac
aggccgagga
tcgggacggg
gtatctgccg
ccagctcgga
gcgactacct
cgacgccgga
tgtccagggt
tgggctcgct
catcaaccca

tcagtcacat

tcattaatcg
gcgtccatgce
cgtgctgggy
cccgggaacce
gaggctggcg
catgctcacc
cttttacatg
gtccgecgcetg
cctcggcgag
cattggcacg
caacggcaag
gatggttgcg
gctgtaccca
gtcgacgtcc
gtggctccgce
cctggtggaé
gcgcatccag
gaacatgcgg
caacgtggag
aggcagctcet
agaggctcta

gcttgtaaat

93/299

20

alen 1

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1358



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

10
1366
ADN

<220>

<223> Dot

<400> 10
agttcatcac

atcaatcggg
aatacctgta
cagagggtga
atcctcgect
gactacttcg
gcgcccggcea
gagaactgcc
aggaagccaa
acgagggcca
tccgecegcecge
gagcgcgaat
atgacgcaga
gtgaagccgt
gagcagggcc
aacaacggca
atccacgtcg
gacaactcgc
acgctcgtcg
acagggagaa
gcagctctcc
aggctctaga
ttgtaaataa
<210>
<211>

<212>
<213>

11
1358
ADN

<220>
<223>

52327

Trinh ty nhdn tao

bidn MTL do TALEN & Su kién 23A ca thé ID 22808-3924

taatcacact
gtgtgcggtc
gcacgaaggc
cggtgctgac
tcctcgagge
actacatcgc
aggacaagcg
cgcgcatctt
agtacaacgg
agagcacgcc
cgacctacct
acaacctcat
tcaccaaaaa
cgaactgccg
tctacacggc
tggccccceat
ccgcgatgtt
tccgtggege
ggatcgggga
ccggtgactg
gaggagagga
tgtgcgtegt

gtagacttta

tattgttccc
gaaggcggcea
gatggccggg
ggtggacggce
caggctgcag
cggaaccagc
gcctctctac
ccctcagaag
caagtgcatg
tctgaagaac
cccggcgeac
cgacggcggt
gatgcttgce
caggttcctg
gcggcagtgce
catcgacatc
ccagtcgctc
cgcggccacce
gcggatgctg
gcgaaggaag
gaacaaggct
acgatatcta

ttttaataaa

Trinh ty nhé&n tao

tcgacgagta
atggcgagct
agcgtggtcg
ggcggcegtcec
gagctggacg
accggcggte
gctgccaagg
agcaggcttg
cgcagcctga
gctctgctct
tacttccaga
gtggcggceca
agcaaggaca
gtgctgtcca
tceceggtggg
ttcatggcgg
cacagcgacg
gtggacgcgg
gcacagaggg
caatgccgat
cgcgcgccge
agacaagtgg

acataaaaat

D&t bién MTL do TALEN & Sy kién 81A

tctagctagce
actcgtcgeg
gcgagcccegt
ggggtctcat
gaccggagge
tcatcaccgc
acatcaacca
cggccgceeat
ttaggagcat
cggacgtgtg
ctgaagacgc
acaacccgac
aggccgagga
tcgggacggg
gtatctgccg
ccagctcgga
gcgactacct
cgacgccgga
tgtccagggt
gccctcggtg
gtctctgcca
ctttactgtc

atatat

tcattaatcg
gcgtccatgce
cgtgctgggg
cccgggaacce
gaggctggceg
catgctcacc
cttttacatg
gtccgegetg
cctcggecgag
cattggcacg
caacggcaag
gatggttgcg
gctgtaccca
gtcgacgtcc
gtggctccgce
cctggtggac
gcgcatccag
gaacatgcgg
caacgtggag
ggctcgctag
tcaacccaag

agtcacatgc

94/299

alen 1

60

120

180

