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(54) PO UONG BUGC TAO RA TU CAY LUA MACH CO HOAT TINH
LIPOXYGENAZA GIAM, TE BAO CUA CAY LUA MACH, BO PHAN CUA
CAY LUA MACH, SAN PHAM THUC VAT CHUA TE BAO CUA CAY LUA
MACH, PHUONG PHAP SAN XUAT PO UONG VA PHUONG PHAP SAN
XUAT CHE PHAM MACH NHA
(57) Sang ché dé cap dén d6 udng duoc tao ra tir ciy lta mach mat hoan toan enzym chirc
nang lipoxygenaza (LOX)-1 va LOX-2, va san phém thuc vat duoc san xudt tir cdy laa
mach nay, nhu ché pham mach nha dugc san xuat bang cach sir dung cac hat lia mach co
su thiéu hut trong khi tong hop enzym LOX-1 va LOX-2 bang cach dioxy hoa axit béo.
Céc enzym nay pha huy hoat tinh chu yéu lién quan dén sy dioxy héa axit linoleic 1an luot
thanh axit 9-hydroperoxy octadecadienoic va axit 13-hydroperoxy octadecadienoic. Axit 9-
hydroperoxy octadecadienoic la chét chuyén héa do con duong LOX tao ra, théng qua cac
phan ng enzym hodc ty phat tlep ntta - ¢o thé dan dén sy xuat hién cta trans-2-nonenal
(T2N). Sang ché clng de cap dén té bao cua cdy loa mach, bo phén cua cay laa mach,
phuong phap san xuat d6 udng chira TN2 tiém ning va phuong phap san xuat ché pham
mach nha.
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Linh vue ky thuit dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén nhiing tién bd trong cong nghé sinh hoc thuc vat, cho
phép phat hién ra cdy lia mach, va céc san pham ciia né c6 sy thiéu hut trong
téng hop hai enzym lipoxygenaza (LOX), LOX-1 va LOX-2 - vi thé d& xuét cac
vat liéu tho méi dung cho cac ing dung khac nhau. Céc vat liéu tho nay, vi du,
khi dugc khai thac trong san xuét dd uéng, tao diéu kién thuan loi cho viéc ndm
bat duoc cac kha nang san xuat méi dbi voi bia ¢ huong vi 6n dinh, khac biét
hon, nhung tich liiy hop chét c6 vi la cia trans-2-nonenal (T2N) véi lugng nhod
dang ké - v6i loi ich b6 sung 1a chira T2N tiém ‘néng chi v&i luong nhd.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Phéan 16n bia duoc san xudt trén co s& lua mach (Hordeum vulgare, L.) 1a
cdy tréng mot 14 mam duge trdng & nhiéu khu vuc trén thé gidi. Lia mach duoc
pho bién khong chi do tAm quan trong ciia n6é vé mat kinh t& 1am ngudn sén
pham céng nghiép, nhu bia, ma con lam nguén thtrc an cho dong vat.

Tiéc ring, hién chua cé phuong phép ndo tao ra cdy lua mach chuyén gen
hoan toan khéng co sy biéu hién cta gen nhét dinh va protein tuong Uung. No6i
chung, d6i véi laa mach, viéc ap dung k¥ thuit gen dbi nghia co thé dugc dung
dé tao ra cac ciy chuyén gen ma van bidu hién mot sb protein (vi du, xem 4n
pham ciia Robbins va cac ddng tac gia, 1998; Stahl va cac dong tac gia, 2004;
Hansen va céc dong tac gia, 2007). Ngoai ra, cac phuong phap hitu hiéu van
chua dugc phat trién dé tao ra céc dot bién dic biét béng cach su dung
ARN/ADN thé kham hosc thé giy dot bién dinh huéng diém & cay lta mach.
Trén thuc té, chua c6 vi du riéng biét ndo vé sy dinh huéng gen oligonucleotit
thanh cong & cdy lua mach duoc cong bd. Lida va Terada (2005) d& nhén thiy

rang, su dinh huéng gen oligonucleotit di duoc tiép tuc nghién ctru & ciy ngd,
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cay thudc 1a va ciy lia, nhung khong duogc nghién ctru & ciy lua mach — va
trong tit ca céc truong hop nay déu dung gen ALS (axetolactate syntase —
axetolactat syntaza) lam dich. M6t phan két luan cta nghién ctru nay 13 cin phai
xac minh xem liéu c6 phai phuong phap véi cac bién dbi thich hop c6 thé ap
dung duogc ddi véi céac gen khac vai cac gen chon loc duge mot cich truc tiép,
nhu gen ALS hay khong. Su gy dot bién dinh huéng bing cich st dung
nucleaza c6 ngén tay kém 1a mot cong cu khac co thé duge st dung trong tuong
lai dé nghién ctru sinh hoc thuc v4t co ban cta thuc vat hodc bién ddi cay tré)ng
(Durai va cic dong tac gia, 2005; Tzfira va White, 2005; Kumar va cac dong tac
gia, 2006). Ciing trong truong hop nay, su gy dot bién da khéng duoc tiép tuc
nghién ctru hodc 4p dung mot cach thanh cong & cdy lta mach.

Tuy nhién, cic dot bién cta cdy la mach c6 thé duoc tao ra bing gy dot
bién ngiu nhién bang cach xt Iy bing héa chét hodc chiéu xa, nhu bang cach xir
ly béng natri nitrua (NaN3; FIG.1). Mot vi du la cac hat lia mach dugc giy dot
bién béng NaN3, va duoc sang loc dé tao ra lugng 16n phosphat tu do, duge dinh
huéng @& nhan dang céc dot bién phytat thip (Rasmussen va Hatzack, 1998);
téng cOng da nhan dang dugc 10 dbt bién trong s6 2000 hat dugc sang loc. Tuy
nhién, viéc nhan dang mét dot bién cu thé sau khi xur ly béng NaNj; cin dén
phuong phap sang loc hitu hiéu va khéng phai luc nao cling thanh cong.

Vao ndm 1970, phan tit tao ra huwong vi trong bia giéng nhu mui bia céc-
tong da dugc phan lap va duoc nhan dang la T2N, 1a mot alkenal ¢6 9 nguyén tr
cacbon dé bay hoi (Jamieson va Gheluwe, 1970). Do miic ngudng vi dbi véi
T2N ¢ nguoi la cuc ky thép, trudc day da xac dinh dugc 1a khoang 0,7nM hodc
0,1 phén ty (ppb) (Meilgaard, 1975), cac san pham chita aldehyt thdm chi véi
lwong khong dang ké duoc coi 14 bi héa gia bia do vi la ctia san phim nay. Tuy
nhién, n6i chung T2N & trong bia tuoi véi luong rat nhd (Lermusieau va céc
dong tac gia, 1999), nén né duge tich trit trong qué trinh bao quan, T2N c6 thé
dugc gidi phong ra khéi san phdm cong cua T2N (Nyborg va cac dong tac gia,

1999). Quan niém nay duogc chap nhin bdi quan sat sau dé 1a T2N tiém nang
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trong ché pham 0 men c6 lién quan dén su tao ra T2N sau khi cét giit san phim
(Kuroda va cac dong tac gi, 2005).

Céc hat lua mach chita ba enzym LOX d4 biét 1a LOX-1, LOX-2 va LOX-
3 (van Mechelen va cac dong tac gia, 1999). LOX-1 xlic tic su tao ra axit 9-
hydroperoxy octadecadienoic (9-HPODE; xem FIG.2 dé biét tong quan mot phan
vé con dudong LOX) — tién chit cia ca T2N va axit trihydroxy octadexenoic
(dwoc viét tat 13 THA) — tir axit linoleic. LOX-2 chu yéu xuc tac su chuyén héa
axit linoleic thanh 13-HPODE, chét nay tiép tuc duogc chuyén hoéa thanh hexanal,
mot aldehyt c6 6 nguyén tir cacbon c6 ngudng vi cao ~0,4ppm (phan triéu)
(Meilgaard, néu trén). Su tic dong ctia LOX-3 c6 1& 1a khong thich hop dbi véi
sang ché nay vi hai Iy do: mirc biu hién cta gen tuong ung trong hat 14a mach 1a
rat nhé, va san phém dic hiéu cia LOX-3 van kho ta.

Theo su hd trg cua dit liéu néu trén, mot sb thong bdo di cho thiy ring
T2N dugc tao ra théng qua phuong phép sinh hoa kém theo su chuyén hoa axit
linoleic thanh 9-HPODE, ban dau duoc xtc tic béi LOX-1, va sau do6 phén cit
9-HPODE thong qua tdc dong cua 9-hydroperoxit lyaza (vi du, xem Kuroda va
cac dong tac gia, 2003, 2005; Noodermeer va cac dong tac gia, 2001).

Céc biéu hién & day khong co6 su lién hé gilta hoat tinh chung cia LOX
trong mach nha va nonenal tiém ning trong ché phim U men. Tuy nhién, & day
c6 su suy doan vé méi lién hé quan trong gitta hoat tinh cia LOX-1 va T2N tiém
nang cua ché phém U men, chu yéu la vi hoat tinh ctia LOX-2 dugc xem 14 nho
d6i vé6i su tao ra T2N tiém nang trong ché phdm t men (Kuroda va céc ddng tac
gia, 2005).

Nhu néu trén, FIG.2 thé hién mét phan quy trinh tao LOX, & day tap trung
vao cac phan tmg chuyén hoa tir axit linoleic thanh T2N. Hoat tinh chu yéu cua
enzym LOX-1 lién quan dén sy chuyén hoéa axit linoleic thanh 9-HPODE, axit
ndy 14 chit chuyén héa ban diu cua quy trinh sinh hoa din dén su tao ra T2N.
Trai lai, hoat tinh chu yéu cua LOX-2 lai lién quan dén su chuyén hoa axit
linoleic thanh 13-HPODE, axit nay duogc tach ra tir quy trinh sinh héa tao ra T2N

néu trén. Cén luu y rang, céc enzym LOX-1 va LOX-2 c6 thé dung axit linolenic
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lam chét nén, nhung hoat tinh nay la khéng ndm trong pham vi cua sang ché nay
vi quy trinh twong tu khéng dan téi su tao ra T2N.

LOX-1 di dugc xem 13 déng gop bing hoat tinh chi yéu ctia LOX trong
mach nha (vi du, xem Kuroda va c4c dong tac gia, 2003).

Mot sb cay lia mach khac nhau d duoc phat trién, khac biét & chd, c6 su
giam hodc khong c6 hoat tinh cia LOX-1. Vi du, c4c hat lia mach hoic cic cay
lua mach c6 hoat tinh cia LOX-1 nhoé duge boc 16 trong WO 02/053721 cua
Douma A.C. va cac dong tac gia. Va trong WO 2005/087934 ctia Breddam K. va
cac déng tac gia, su chi y dugc tap trung vao hai dot bién khac nhau thiéu hoat
tinh cua LOX-1 — dot bién tach va dot bién c6 codon két thic dich ma sém. Céc
dot bién nay duoc nhan dang sau khi nhan giéng va sang loc céc cay duogc dot
bién, nhu dugc minh hoa trén FIG.1. Trong khi cic dot bién néu trén dugc nhan
dang bing cach sang loc lia mach duoc gdy dot bién bang NaNs, thi Hirota N. va
cic dong tac gia lai mé ta cay lua mach khéng c6 hoat tinh LOX-1 trong
EP1609866, dugc nhan dang béng cach sang loc b suu tdp lua mach tré)ng tu
nhién.

P4 biét mot sb vi du vé cay dugc dot bién téng hop dugc LOX véi lugng
nho. Tuy nhién, khoéng ciy lda mach nao duge mé ta 1a thiéu mot trong s6 hoat
tinh ctia cd LOX-1 va LOX-2. Cac phuong phép c6 kha ning thao tac di truyén
cdy trong thuong 13 cac phuong phap dac biét dic trung cho mét loai ciy trong,
va do do6 - mac du c6 mot vai giéng lba, diu twong, hodc cay Arabidopsis da biét
1a chira LOX véi lugng nhd - nhung cac phuong phép ding dé tao ra cac cay nhu
vay khong thé duoc st dung dé tao ra cay lta mach chita LOX c¢é hoat tinh thép
hodc khong c6. Ngoai ra, LOX ctia c4c dot bién ctia mot loai cly trong c6 thé co
cac tinh chét khéc so véi LOX ctia cac dot bién ciia loai cay khac.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Ché pham & men 13 chét 16ng phirc hop quan trong trong linh vuc san xuét
dd ubng c6 ngudn gbe tir mach nha nhu bia (xem FIG.3 thé hién quy trinh tong
thé san xuét bia). Ché phrflm U men duoc tao ra tir cdy lta mach thiéu hoat tinh

cua LOX-1, thuc su khac biét & chd, ché phém nay chira T2N tiém nang voi

-5-



23548

lwong dang ké, mic du lwong néu trén 13 nhé hon so véi lwong T2N tiém ning
trong ché phim & men dugc tao ra tir 10a mach kiéu dai. Vi tiém nang néu trén
trong ché pham ¢ men lién quan dén T2N dugc tao ra trong bia sau khi bao quan
(Kuroda va cac dong tac gia, 2005), do d6 c6 nhu ciu vé cay lua mach ding dé
san xuat ché phdm 0 men chtra T2N tiém ning véi lugng giam dang ké.

Céc phuong phép lam giam hoat tinh ctia LOX béng cach xu ly nhiét da
dugc mo ta. Tuy nhién, viéc xt ly nhiét ndi chung dugc thuc hién trong khi tao
mach nha va/hodc san xuét ché phém U men, va cac san phém c6 hoat tinh LOX
nhd d6 duogc phép tich Iily trong lda mach cho dén khi thuc hién viée xur ly
nhiét. Viéc phan tich la mach d4 kham pha ra réng, cac san phém co hoat tinh
LOX véi lugng dang ké 13 c6 chira trong lua mach, thdm chi con ¢6 trudce khi
tao mach nha (Wackerbauer va Meyna, 2002).

Sang ché dé xuét cay lua mach thiéu hoat tinh ctia LOX-1 va LOX-2 va
boc 16 rang cay lia mach nay c6 mét sé wu diém rit 16n. Nhu néu trén, Kuroda
va cac dong tac gia (néu trén) da mé ta sy thiu tuong quan giffa hoat tinh cia
LOX trong mach nha va T2N tiém ning trong ché pham U men, va duoc cho 13
do su c6 mat hoat tinh cia LOX-2. Do d6, Kuroda va cac déng tac gia (2005) da
dé xuét ring LOX-2 c6 vai trd khong dang ké ddi véi sur tao ra T2N tiém nang.

Cé4c nha nghién ctru cong nghé san xuét bia da vat 16n véi sy hidu biét vé
diéu gi chi phéi su tao ra T2N tu do va T2N tiém ning. Do d6 diéu bat ngd 13, co
1& gy bdi ri, khi sang ché dé xut biang chimg thir nghiém cho thiy tac dong co
loi bang cach sir dung cy lia mach thiéu hoat tinh cia ca LOX-1 va LOX-2 dé
san xuat ché phim G men c¢6 T2N tiém nang véi lugng rat nhé. Va ngoai ra, T2N
tu do chira trong ché phdm 0 men dugc tao ra tir cay lta mach thiéu hoat tinh cua
ca LOX-1 va LOX-2 duogc phat hién la véi lugng nho hon so véi luong chira
trong ché phém u men tao ra dugc tir lta mach ¢é null-LOX-1.

Do d6, mét muc dich ciia sang ché 13 dé xuét d6 ubng tao ra duoc tir cay
lia mach, hodc bd phan ciia no, trong d6 d6 udng nay chira T2N tiém nang voi
lwong rat nhé — va trong d6 cdy lta mach ndy, va bd phan ctia n6 chira dot bién

thtr nhat din dén viéc 1am mAt hoan toan chirc nang hoat tinh cia LOX-1, nhu
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mat hoan toan enzym chirc ning LOX-1, va dot bién thtr hai dn dén viéc lam
mét hoan toan chitc ning hoat tinh ctia LOX-2, nhu mét hoan toan enzym chitc
nang LOX-2.

Sang ché cling nhim muc dich dé xuit cay lta mach ding dé san xuét do
ubng theo sang ché. Vi viy, sang ché mé ta viéc tao ra cdy lia mach, hodc cac bd
phan cda nd chira dot bién thir nhat dan dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang
hoat tinh ctia LOX-1, nhu mit hoan toan enzym chirc nang LOX-1, va dot bién
tht hai dan dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cia LOX-2, nhu mét
hoan toan enzym chirc nang LOX-2.

Ngoai ra, sang ché dé xuit cac san phém thuc vat chira cdy laa mach da
duge xit 1y, bd phan cta nd, trong d6 cdy nay chia dot bién thir nhat dan dén
viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cua LOX-1, nhu mét hoan toan
enzym chirc nang LOX-1, va d6t bién thtr hai dn dén viéc 1am méAt hoan toan
chirc ning hoat tinh ctia LOX-2, nhu mit hoan toan enzym chirc nang LOX-2.
Khong gidi han pham vi cia sang ché, vi duy, cac san phém chira thuc vat néu
trén c6 thé 1a ché phdm mach nha, ché phdm @ men, hodc db ubng (nhu db udng
c¢6 ngudn gbe tir mach nha, vi du, bia hodc db udng cé ngudn gbc tir mach nha
khéng chira con), hodc dd udng c6 ngudn goc tir lda mach, hodc dd ubng c6
ngudn gbc tir hdn hop ctia mach nha va lia mach va tiy y cac thanh phan khac.
Cac san phém chira thuc vat nay co thé cling la xiro lia mach, xiro mach nha,
dich chiét 1a mach, va dich chiét mach nha.

Ngoai ra, séng ché ciing dé xudt cic phuong phap san xuit dd ubng, khac
biét & chd, d6 udng nay chira T2N tiém ning vdi lugng rat nhd, cac phuong
phap nay bao gdm céc bude:

(i) tao ra ché pham chira cdy ltia mach, hodc bd phan cta né chira dot

bién thir nhat din dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cda
LOX-1, nhu mat hoan toan enzym chirc ning LOX-1, va dot bién thi
hai din dén viéc 1am mét hoan toan chic nang hoat tinh cia LOX-2,
nhu mat hoan toan enzym chitc ning LOX-2;

(i) xur 1y ché phim thu duoc tir bude (i) thanh dé udng;
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nho d6 thu duge dd uéng, khac biét & chd, do uéng nay chira T2N tiém
nang véi lugng rat nho.

Sang ché ciing lién quan dén cay lia mach, cdy nay — ngoai viéc chira dot
bién tht nhét din dén viéc 1lam mét hoan toan chirc nang hoat tinh cua LOX-1,
va dot bién thtr hai dan dén viée 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cua
LOX-2 — con c¢6 mét hodc nhidu dét bién hitu ich bd sung.

MO ta van tit cic hinh vé

FIG.1 1a hinh v& thé hién mét vi du vé viéc 1am thé ndo c6 thé nhan giéng
cac hat lia mach dugc gay dot bién béng NaNjs. Cac hat thé hé MO phat trién
thanh cdy va cdy nay phat trién thanh hat thé hé M1. Céc hat nay cé thé duoc
gieo dé phat trién thanh cay thé hé M1, ciy nay lai tao ra cac cac hat méi thé hé
M2. Tiép theo, cac cay thé hé M2 phat trién va tao ra cac hat thé hé M3. Cac hat
thé hé M3 c6 thé dugc cho nay mam, vi du, dé phén tich 14 bao mam cta cay thé
hé M3 méi nay mam. Ngoai ra, hoa thu duoc tir cac hat ctia cay thé hé M3 cé
thé duoc st dung dé lai gidng véi dong hodc cay lta mach dé thu duogc cy thé
hé M4. Hinh v& twong tu dugc thé hién nhu FIG.1A trong WO 2005/087934 cua
Breddam K. va cac dong tac gia.

FIG.2 14 hinh v& thé hién con duong sinh hoéa dudi dang so d6 chuyén héa
va phan ri axit linoleic thanh T2N. LOX-1 chu yéu xuc tac cho viéc chuyén héa
axit linoleic thanh 9-HPODE, axit ndy bj phén rd bing enzym tr& thanh cis-
nonenal. Hop chét ndy qua ddng phan hod hoc tu phat thanh T2N. LOX-2 chu
yéu xic tic cho viéc chuyén héa axit linoleic thanh 13-HPODE, axit nay c6 thé
duoc chuyén hoa thanh 2-E-hexanal (khong duoc thé hién).

FIG.3 13 hinh v& thé hién duéi dang so db tong quan dugc don gian hoéa
quy trinh duoc wu tién dé san xuit bia, bao gdm cac budc: ngam hat lia mach
(1), tao mach nha (2), sdy kho trong 16 (3), nghién mach nha di duoc sdy khé
nay (4), ngam 1 (5), loc (6), dun s6i ché phidm 0 men véi su c6 mit cia cay hoa
bia duoc bd sung vao (7), 1én men véi su c6 mit cia men (8), oxy hoa bia (9),
loc (10), bao géi, nhu déng chai, lon, hodc do chira twong tu (11), va gén nhin
(12). C4c quy trinh riéng 1& c6 thé dugc phan nhém thanh céc cong doan bao
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gbm céc céng doan: san xuét mach nha (1-3), san xuét ché pham & men (4-7), 1én
men (8-9), va san xuét bia thanh phim (10-12). Mic di minh hoa phuong phap
dugc uu tién, nhung cac phuong phap khac cé thé duge du tinh ma bé qua mot
s6 budc néu trén (vi du, ¢ thé bd qua budce loc hodc bude bd sung cay hoa bia -
hodc c6 thé bd sung mot s6 budc, nhu bude bd sung chét bd tro, dudng, xiro
hodc cacbonat).

FIG.4 12 hinh v& thé hién két qua so sanh téng hoat tinh ciia LOX trong
cac hat ndy mam thé hé M3 (Fig.4A), thé hé M4 (Fig.4B), va thé hé M5
(Fig.4C). Céc hoat tinh nay do duoc trong cac dich chiét cua cac phoi phan lap
duoc tr cac hat ndy mam cua dot bién A689 c6 null-LOX kép, dot bién D112 ¢c6
null-LOX-1 va dong nhan gibng Ca211901 null-LOX-1. Cac phan phan udc cia
san phim chiét tir cac maiu gidng nhau bi bét hoat do nhiét duoc dung lam cac
mau d6i chimg thi nghiém [trén Fig.4C: d6t bién thé D112 ¢6 null-LOX-1(*),
dong nhan gibng Ca211901 null-LOX-1 (**)]. Trén hinh vé nay ciing thé hién
cac kiéu gen LOX-1 va LOX-2 cta cdc miu thuc vat duoc phén tich (wt: wild-
type — kiéu dai).

FIG.5 12 hinh v& thé hién biéu do sic ky phén tich HPLC diung dé phén
tich d6i véi su tao ra 9-HPODE va 13-HPODE trong cac phodi ctia lia mach nay
mam duoc 48 gid. Cac HPODE nay duoc phét hién bang cach do mirc hép thu &
buéc séng 234nm, véi két qua nhat dinh lién quan dén cac don vi hép thu
(absorbance units - AU). Céac dinh cua bién dang ria giai twong Ung véi 9-
HPODE va 13-HPODE duoc biéu thi bang cac miii tén. Fig.5A thé hién biéu dd
sic ky clia cac mAu chuin 9-HPODE va 13-HPODE. Fig.5B thé hién biéu db séc
ky ctia HPODE duoc tao ra trong cac san phdm chiét duoc tao ra tir cac phoi da
nay mam ciia dot bién D112 c6 null-LOX-1. Fig.5C thé hién bidu dd sic ky cua
HPODE dugc tao ra trong cac dich chiét dugc tao ra tir cac phoi da nay mam cla
dot bién A689, thé hé M4, null-LOX kép.

FIG.6 12 hinh v& thé hién biéu do sic ky ctia phéan tich HPLC ding dé phan
tich déi véi su tao ra 9-HPODE va 13-HPODE trong cac hat dugc tao mach nha
& quy md nhé nay mam dwoc 72 giv. Cac HPODE nay dugc phat hién bang cach
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do mirc hép thu & budc séng 234nm, véi két qua nhét dinh lién quan dén céc don
vi hp thu (AU). Cac dinh cta bién dang rtra giai twong tng vai 9-HPODE va
13-HPODE dugc biéu thj bing cac mii tén. F ig.6A thé hién biéu dd sic ky cua
9-HPODE va 13-HPODE dugc tao ra trong lia mach kiéu dai ching cv. Barke.
Fig.6B thé hién biéu d6 sic ky ctia cac HPODE duoc tao ra trong cac dich chiét
ciia cac phdi clia d6t bién D112 ¢6 null-LOX-1. Fig.6C thé hién biéu dd sic ky
cua cac HPODE dugc tao ra trong céc dich chiét ctia dot bién A689 c6 null-LOX
kép, thé hé MS5.

FIG.7 14 hinh v& thé hién lugng T2N tu do dugc tao ra trong lia mach
kiéu dai chung cv. Power, dot bién D112 c6 null-LOX-1, va ba dong cta dot
bién A689 c6 null-LOX kép tiém ning, thé hé M5. Trén hinh vé nay ciing biéu
thi ca cac kiéu gen LOX-1 va LOX-2 ctia cdc miu lta mach duoc phan tich (wt:
wild-type- kiéu dai).

FIG.8 13 hinh vé thé hién lugng T2N tu do duge tao ra trong cac mau cia
ché phém i men s6i san xut duoc tir cac hat dugc tao mach nha & quy mé nho
clia laa mach kiéu dai cv. Power, dot bién D112 c6 null-LOX-1, va d6t bién
A689 c6 null-LOX kép, thé hé M5. Trén hinh v& nay ciing thé hién cac kiéu gen
LOX-1 va LOX-2 cta c4c mau lia mach duoc phén tich (wt: wild-type-kiéu
dai).

FIG.9 13 hinh v& thé hién luong cta céc tién chit T2N trong cic mau ché
phém 1l men s6i san xuét dugc tlr cac hat dugc tao mach nha & quy mé nho cua
lta mach kiéu dai cv. Power, dot bién D112 ¢6é null-LOX-1 va dot bién A689 co
null-LOX kép, thé hé M5.

FIG.10 14 hinh v& thé hién luong tién chit T2N trong bié dugc tao ra trong
thtr nghiém san xuét bia ddm dung tich 200 lit béng cach st dung mach nha cv.
Power, d6t bién D112 c6 null-LOX-1, va dot bién A689 ¢6 null-LOX kép. Trén
hinh v€& nay ciing thé hién cac kiéu gen LOX-1 va LOX-2 ctia mach nha dugc st
dung (wt: wild-type-kiéu dai).

FIG.11 12 hinh v& thé hién su so sanh lugng T2N tu do trong cac phan

phén udc cua cidc mau duge chi dinh lay trong ché pham U men s6i ¢dm dung
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tich 200 lit, tao ra duoc béng cach san xuét bia hodc béng cach tao mach nha
hodc ngdm U thong thuong. Trén hinh v& nay cling thé hién cac kiéu gen LOX-1
va LOX-2 cta vat liéu thé dugc sit dung (wt: wild-type-kiéu dai).

FIG.12 1a hinh v& thé hién su so sanh lwong tién chat T2N trong cac phan
phan uéc ctia mau dugc 14y tir ché phim 0 men s6i d4m dung tich 200 lit (xem
FIG.11), hoac tao ra dugc br?lng cach san xudt bia tr lta mach hoac béng cach su
dung budc tao mach nha thong thuong va budc ngdm U. Trén hinh v& nay ciing
thé hién cac kiéu gen LOX-1 va LOX-2 cua vat liéu thé dugc sir dung (wt: wild-
type-kiéu dai).

FIG.13 13 hinh v& thé hién cac khia canh phat trién cua T2N trong bia tir
cac thtr nghiém san xuét bia dung tich 200 1, bang cach sur dung cay lua mach va
cac dot bién duoc chi dinh 1am nguyén liéu. Fig.13A thé hién cc phan tich cla
chi bia dugc niu béng la mach, dua trén sy phat trién ctia T2N tu do trong khi
bi ngau. Mirc ngudng vi ciia T2N & 50ppt dugc biéu thi bing duong nét dirt ndm
ngang. Trong mot thr nghiém riéng, so sanh céc luong cla tién chit T2N trong
bia tuoi cia bia duoc niu bing lia mach va bia binh thuong (Fig.13B); Trén
Fig.13C thé hién cac lugng T2N tu do trong bia tuoi (cot mau tring) so sanh véi
cac lugng T2N tu do trong bia dugc cét giit sau hai tudn & 37°C (c6t mau den).
Trén hinh v& nay ciing thé hién cac kiéu gen LOX-1 va LOX-2 cua nguyén liéu
duoc sir dung (wt: wild-type-kiéu dai).

FIG.14 13 hinh v& thé hién su so sanh cac luong THA va cac ty 1€ trong ca
bia duoc ndu bang lua mach (FIG. 14A), va trong bia san xuat dugc bang cach str
dung mach nha théng thudng (FIG.14B). 9,12,13-THA va 9,10,13-THA lan luot
1a cac chat dugc sinh ra béi cac phan tmg timg phan chua biét ctia phuong phap
st dung LOX-1 va LOX-2.

FIG.15 14 hinh v& thé hién sy phét trién vuot qua thoi gian cua vi la "mui
vi gidy" (FIG.15A) va "bi hoa gia" (FIG.15B) trong bia duoc ndu biang lta mach
& quy md dung tich 200 lit, bang cach st dung nguyén liéu 13 chuing cv. Power
(cot mau den), dét bién c6 null-LOX-1 (cdt mau mau xam), va dot bién c6 null-

LOX kép (cdt mau trang). Hoi dong chuyén gia danh gia huong vi bia danh gia
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cac bia nay bing cach st dung thang diém tir 0 (khong c6 vi la) dén 5 (vi la cuc
nhiéu).

FIG.16 14 hinh v& thé hién lam thé nao bot phat trién trong bia dugc niu
bing lia mach (FIG.16A), va trong bia c6 ngudn goc tir mach nha (FIG.16B).
Trong ca hai thtr nghiém, bia lager thwong mai dugc ding 1am tham chiéu
(dudng nét dut dam), so véi bia duge tao ra bing cach st dung vét liéu tho 1a
chiing cv. Power (duong nét dit manh), dot bién c6 null-LOX-1 (dudng nét lién
manh), va dot bién cé null-LOX kép (duong nét lién dam).

FIG.17 14 hinh v& thé hién ban dd vé& sy t6 chitc gen di truyén cia lia
mach d6i v6i LOX-2, dva trén ving kéo dai codon khéi dau (ATG) va codon két
thiic (TAA). Trinh ti 3229bp dugc phat hién bao gdm 6 exon (cac hop mau den),
va 5 intron (cac dudng). Su dot bién nay duoc nhin dang trong gen dbi véi
LOX-2 c6 dot bién A689 c¢6 null-LOX kép dugc biéu thi bing miii tén thing
ding. Piéu dang chi y 13, dot bién A689 c6 null-LOX kép ciing chtta codon két
thic dich ma sém trong gen dbi véi LOX-1 (xem dot bién D112 nhu dugc minh
hoa trén FIG.15 cia patent M§ s 7420105).

FIG.18 14 hinh v& thé hién lam thé nao phén tich kiéu gen ma c6 thé duoc
st dung dé nhan dang cac doét bién ¢6 null-LOX. Su tap trung lién quan dén su
phét hién ciy lia mach c6 null-LOX kép nhd tro gitip ctia SNP, tic 13 cach dé
dat dugc su phat hién td hop cua dot bién G—A & vi tr 3474 cla gen LOX-1, va
dot bién G—A & vi tri 2689 ciia gen LOX-2. FIG.18A thé hién biéu dd dién di
trén gel agaroza ctia cic doan PCR dugc mo rong tao ra khuén mau ADN béng
cach st dung céac cap doan mdi duoc chi ra, tic 1a gen LOX-2 kiéu dai c6 thé
duge mé rong bang cach sir dung cac doan mdi FL1035 va FL1039, trong khi
gen cua dot bién ¢6 null-LOX-2 c6 thé duoc mé rong béng cach st dung cac
doan mdi FL1034 va FL1039. FIG.18B thé hién du6i dang biéu d6 dé minh hoa
cach cac PCR véi cap doan moi FL820 va FL823 (chira bazo 3' b trg cho su dot
bién dic hiéu null-LOX-1 nhu dugc thé hién bf?mg dAu hoa thi), va cap doan moi
FL1034 (chtra bazo 3' b tro cho su dot bién cé null-LOX-2 nhu duoc minh hoa
bing déu hoa thi) va FL1039 1an luot ¢6 thé sinh ra c4c san phdm PCR 166bp va
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200bp, dugc tao ra véi su c¢6 mit cia cac thé dot bién cé null-LOX néu trén.
FIG.18C thé hién két qua sau khi dién di trén gel agaroza cua ADN chi thi (cac
lan 1 va 4), va két qua sau khi dién di trén gel agaroza cua ADN dugc mé rong
boi PCR ctia dot bién A689 c6 null-LOX kép bang cach sir dung t& hop cac doan
moi néu trén dé phat hién cac sy dot bién c6 null-LOX-1 va null-LOX-2 (lan 2).
Céc phan tmg PCR cta ltia mach kiéu dai khong thu dugc céc san phim PCR
tuong ung (1an 3).

FIG.19 14 hinh v& thé hién vi du vé viéc phéan tich cic cdy con chau thu
dugc tur sy lai chéo véi Iua mach c6 null-LOX kép nho trg giup ctia SNP.
FIG.19 A thé hién dudi dang so dd béng cach st dung cac td hop doan mdi dugc
chi tiét héa trong ch giai theo FIG.18 trén day, tirc 1a cac doan moi dé phét hién
cac su dot bién c6 null-LOX-1 va LOX-2 trén co s& PCR. Lan thtr nhit tr bén
trdi — v6i mau bang "a", nhu duoc chu thich duéi lan nay — khong chtra san
phém PCR dic hiéu véi su c6 mit cia hai dot bién [tirc 1a cd hai vung khuén
mau c6 cac trinh tu kiéu dai (W)], trong khi lan tiép theo véi mau bang "b" lam
nbdi bat san phdm PCR thu duoc tir ciy c6 dot bién c6 null-LOX-1 (M). Lan thir
ba véi mau bang "c¢" thu duoc tir cdy ¢ null-LOX-2, va trong lan thtr tu véi mau
bang "d" 1a cdy c6 null-LOX kép. FIG.19 B thé hién két qua dién di trén gel
agaroza cla cac kiéu gen ltia mach kiéu dai, null-LOX-1, null-LOX-2, va null-
LOX kép. Viéc phén tich cdc mau bing duge thé hién trén Fig.19A, d3 phat hién
ra réng caclan 2, 6, 10, 12, 18, va 22 chtta c4c san phém duoc khuéch dai tir cay
mang dot bién c6 null-LOX-1 (dwoc dénh ddu bing chit "b" bén dudi cac lan
nay), trong khi cac lan 1, 3, 9, 11, 19, 21, va 23 chtra cac san pham tir cay mang
dot bién c6 null-LOX-2 (dwoc danh d4u bing chit "c" bén duéi cac lan nay). Céc
lan 7, 15, va 17 chira cac san phdm PCR tir cdy c6 null-LOX kép mang d6t bién
gen t6 hop LOX-1 va LOX-2 (dugc danh déu bing chit "d" bén dudi cac lan
nay). Vacaclan 4, 5, 8, 13, 14, 16, va 20 chra cac san phém khong m& rong tu
cac cdy mang hodc cac alen null-LOX (dugc danh ddu bang chit "a" bén dusi
céc 1an nay), tlrc cic cay hoang dbi véi céc trinh tu duoc thi nghiém. ADN chi

thi duge tach ra trong lan dugce danh dau béng chir "MW".
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Mo ta chi tiét sing ché
Céc dinh nghia

Trong phan mé t4, cac hinh v&, va cac bang dudi day c6 sir dung mot sb
thuat ngfr. Dé tao ra céac déc tinh k¥ thuat va cac diém yéu cau bao ho, ké ca
pham vi sir dung céc thuét ngit nay, cac dinh nghia sau dugc dua ra:

Nhu dugc st dung & day, danh ti 30 it hodc sb nhiéu dugc st dung tuy
thudc vao ngit canh.

Thuat ngit "tinh trang ndng hoc" mé ta tinh trang di truyén hodc kiéu hinh
clia cAy dong gép vao gia tri nang suét hodc kinh té cua cay nay. Cac diu hiéu
nay bao gém stic dé khang bénh, khang con trung, khang virut, khang giun tron,
chiu dugc han héan, chiu dugc d6 man cao, nang sut, chiéu cao cla cay, sb ngay
cho dén khi chin, phan loai hat (tc 1a phan doan c& hat), ham lugng nito trong
hat va ddu hiéu tuong ty.

Thuat ngit "trinh tu nucleotit déi nghia" duoc hiéu 13 trinh tu ma trinh tu
nay dinh hudng nguoc theo huéng ma hoa théng thuong tir vi tri 5' dén 3' cla
trinh tu nucleotit nay. Néu ¢6é mat trong té bao thuc vat, thi tét hon néu trinh tu
ADN d6i nghia ndy 1am giam su biéu hién binh thuong ctia trinh tu nucleotit ddi
v6i gen nodi sinh, va c6 thé lam gidn doan viéc san sinh protein nguyén thé tuong
tmg. Trong cay ltia mach, su biéu hién ctia céc nucleotit dbi nghia néi chung chi
lam giam sy biéu hién ma khong lam gidm su c6 mit cia protein nguyén thé néu
trén.

Thuat ngit "lta mach" khi d& cép dén quy trinh san xuét bia va dd ubng cé
ngudn gbc tir cdy ltia mach, cu thé 1a khi duoc st dung dé mé ta quy trinh tao
mach nha, c6 nghia 1a cac hat [ta mach. Trong tit ca cac trudng hop khac, trir
khi ¢6 quy dinh khéc, "lia mach" cé nghia 1a cdy 1Ga mach (Hordeum vulgare,
L.), bao gébm dong hoic ciy hodc gidng sinh san bat ky, trong khi mot bo phan
cua cdy lta mach cé thé 1a bd phén bét ky cta cdy Iia mach, vi du, mé hoic té
bao bét ky.

Thuat ngir "khang bénh" c6é nghia la cac cdy tranh dugc céc triéu ching

bénh ly, cic triéu chimg nay la do hau qua tuong tac cla céc tac nhin giy bénh
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thuc vat. Theo céch nay, céc tdc nhan giy bénh dugc ngidn khong cho gy ra cac
bénh cho cay trong va céc triéu chimg bénh ly c6 lién quan. Theo cach khac, cac
triéu chimg bénh Iy nay do tic nhan gy bénh gay ra dugc lam giam dén muc t6i
thiéu hoac dugc lam giam hodc duoc ngin chin.

Nhu duoc sit dung & ddy, thuat ngit "null-LOX kép" ding dé chi sy mét
hoan toan chirc ning hoat tinh cia LOX-1 va su mit hoan toan chirc nang hoat
tinh ctia LOX-2. Vi thé, "null-LOX kép" c6 thé 12 khac biét boi sy mAt hoan toan
enzym chuc ning LOX-1 va su mat hoan toan enzym chirc nang LOX-2. Vi vay,
thuét ngir "cdy lua mach c6 null-LOX kép", 1a ciy lta mach chira dot bién thir
nhét dan dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cua LOX-1 va su dot
bién thir hai d4n dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cua LOX-2. Do
vay, "cdy lua mach c6 null-LOX kép" c6 thé 1a khac biét & chd, mit hoan toan
enzynlchﬁcnéngIA)XklVélnéthoéntoanenzynlch&cnéngIA)X}2.Tuongtu,
thudt ngft "cac hat c¢é null-LOX kép", 14 cac hat chira dot bién tht nhit dan dén
viéc lam méat hoan toan chic nang hoat tinh ciia LOX-1 va dot bién thtt hai dan
dén viéc 1am méat hoan toan chic nang hoat tinh ctia LOX-2. Do vay, thuat ngit
"cac hat c6 null-LOX kép" c6 thé 13 khac biét & chd, mAt hoan toan enzym chirc
nang LOX-1 va mét hoan toan enzym churc nang LOX-2.

Cay "ngli cdc" nhu dugc xac dinh ¢ day, 1a chi ciia ho Graminae, duoc
tréng chi yéu dé 14y hat chia tinh bot. Cac cdy ngil coc bao gdm, nhung khéng
chi gidi han 6, cdy lia mach (Hordeum), ciy lGa mi (Triticum), cdy lta (Oryza),
cly ngd (Zea), ciy lua mach den (Secale), cdy yén mach (Avena), cdy la mién
(Sorghum), va cay Triticale, cy lai lGa mach-my.

Thuat nglt "dang m& hoéa" hodc "dugc mi hoa" trong truong hop axit
nucleic quy dinh c6 nghia bao gom thong tin dé dich ma thanh protein dadc hiéu.
Axit nucleic hodc polynucleotit ma héa protein c6 thé chira cac trinh tir khong
dugc dich ma (vi du, intron) trong cac ving dugc dich ma cua axit nucleic nay,
hodc c6 thé khong c6 mit cac trinh tur xen k& khéng duoc dich ma nay (vi du,
trong ADN bb trg). Thong tin dé nho do protein dugc ma héa dugce quy dinh

bang céch st dung codon.
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Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit "biéu hién" trong trudng hop axit
nucleic dugc hiéu 1a phién ma va tich ltly ARN thong tin c6 nghia hodc ARN
dbi nghia thu dugc tir mét doan axit nucleic. Thuat ngit "biéu hién" duogc s
dung trong trudng hop protein chi viéc dich ma ARN thong tin thanh polypeptit.

Thuat nglt "gen" c6 nghia la doan ADN tham gia vao quy trinh tao ra
mach polypeptit; gen bao gdm céc viing nim trudc va nim sau vung ma hoa (gen
khoi dau va gen két thic). Hon thé nita, néi chung céc gen cua thuc vat chira cac
exon bi gidn doan béi intron. Sau khi phién ma thanh ARN, céc intron nay bi loai
bo bang cach tach intron dé tao ra ARN thong tin trudng thanh. Thuat ngit "cac
vi tri tich intron" gifta cdc exon thuong dugc x4c dinh badi cac trinh tu lién Ung
hoat dong nhu c4c tin hiéu tach intron dbi véi quy trinh tach intron, bao gbém mat
intron tlr san phim phién ma ARN chinh va néi ghép hoic dung hop cic diu cua
ARN con lai vao mot trong hai phia cta intron dugc kich thich. Trong mot s6
truong hop, cic dang thay thé hodc khac nhau cua su tich intron c6 thé tao ra cac
protein khac nhau tir doan ADN duy nhét tuong tu. Gen nguyén thé cé thé duoc
goi la “gen ndi sinh”.

Nhu dugce sir dung ¢ day, "khac loai" chi axit nucleic 14 axit nucleic khoi
nguén tr cac loai ngoai lai, hodac, néu tir cung mot loai, thi 14 loai hau nhu duoc
cai bién tir dang nguyén thé cua no trong thanh phan va/hodc vi tri gen béi su
can thiép c6 tinh toan cia con nguoi.

Thuét ngit "su ndy mam" nhu duge st dung & day c6 nghia 13 bit dau hodc
khoi phuc sy sinh truéng nhd hat Ita mach trong cac ché phdm khéc nhau, nhu
d4t binh thudng trong tu nhién. Vi thé, phoi dang nay mam la phéi duge lam cho
nady mam. Sy nay mam cé thé cling xay ra trong dat dat trong hdp trong cac
budng tréng trot loai ciy nay, hodc, vi du, xay ra trén gidy loc udt dat trong cac
dia Petri clia phong thi nghiém chuén hoic trong khi tao mach nha (trong cac bé
ngam hodc hop ndy mam cia nha may tao mach nha chang han). Néi chung, su
nay mam duoc hiéu bao gém su hydrat hoa hat, lam truong nd hat va tdc dong

dén sy sinh trudng cia phéi. Cac yeu to moi truong tac dong dén sw ndy mam
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bao gém d6 4m, nhiét d6 va lugng oxy. Su phat trién cua ré va mam duoc quan
sat.

Nhu duogc str dung & day, thuat nglt "duoc phan 1ap" nghia la vat liéu dugc
loai ra khéi méi truong gbe. Vi du, polynucleotit xuat hién trong tu nhién hoic
polypeptit c6 mit trong co thé séng khong dugc phan 1ap, nhung polynucleotit
hodc polypeptit trong tu tach ra khoi mot sb hodc tit ca cac chit cung ton tai
trong hé tu nhién déu dwoc phan 1ap. Céc polynucleotit nhur vay c6 thé 1a mot bd
phan cua vat truyén va/hoic cac polynucleotit hodc polypeptit nay c6 thé 13 mot
phan ciia ché phidm, va ciing duoc phan l4p vi vat truyén hodc ché phim nay
khong phai 1a mét phan ciia méi trudong tu nhién.

Thuat ngft "hat" duoc xac dinh dé bao gém hat ngii cbe, cling c6 nghia la
mam bén trong, may ngoai va vay. Trong hau hét cac loai lua mach, may ngoai
va vay bam dinh vao hat va 1a mét b phan cua hat sau khi tudt. Tuy nhién, cac
loai lia mach tran cling nim trong thuét ngfr nay. Trong cac trudng hop nhu vy,
hat khéng c6 may ngoai va vay va hat khong tudt c6 cac bd phan ndy nhu trong
hat Iia mi. Thuat ngit "hat" va "hat nhé" duoc str dung & dy c6 thé thay ddi cho
nhau.

Thuat ngit "sy phat trién cua hat" duoc dung dé chi giai doan bat dAu véi
su thu tinh béi té bao phén hoa. Trong qua trinh thu tinh cac nguén du trir
chuyén hoa, vi duy, duong, oligosacarit, tinh bot, nhya phenol, axit amin, va
protein dugc tich Iily, 1a c6 hodc khong dua khong bao dich vao cac md khac
nhau trong hat (hat giéng), ndi bao tir, vo ngoai cua hat, hat aloron, va vay sung,
nho vay dan dén su phat trién cua hat, hat dﬁy 1én, va két thic béng hat (hat
gidng) trudng thanh.

Thuat ngit "mat hoan toan chic ning" duoc ding dé chi su thidu hoat tinh
enzym nhat dinh. Vi vay cdy liia mach "méat hoan toan chuc nang hoat tinh cta
LOX-1 va LOX-2 la cay lua mach c6 cac hoat tinh cia LOX-1 va LOX-2 khong
phat hién duogc. Trong trudng hop cia sang ché, cic hoat tinh ctia LOX-1 va
LOX-2 dugc xac dinh bdi quy trinh phén tich xac dinh su tao ra 9-HPODE va
13-HPODE tir axit linoleic, tham chi thong qua LOX-1 va LOX-2 c6 thé c6 cac
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hoat tinh khac. Tét hon, néu sy tao ra 9-HPODE va 13-HPODE tir axit linoleic
dugc x4c dinh nhu duge mo ta trong vi du 4 dudi ddy. Hoat tinh nay can duoc
x4c dinh bang cach su dung céc dich chiét protein cua phéi d& nay mam. Trong
trudng hop cua sang ché, su nay mam trén dinh bidu db sic ky tuong Ung véi
dinh chuan cta 9-HPODE duoc thé hién trén FIG.5A nhung véi lugng nhé hon
5%, tot hon 13 nhé hon 3%, va/hodc dinh twong tng véi dinh chudn cua
13-HPODE dugec thé hién trén FIG.5A nhung véi lugng nhé hon 5%, tét hon 14
nhé hon 3%, néu b:%mg cach st dung axit linoleic lam chét nén, dugc coi la khong
phat hién dugc hoat tinh cia LOX-1 va LOX-2, néu bang cich st dung phép
phén tich dugc md ta trong vi du 4. C4c phuong phap phén ti dé c6 dugce sy mét
hoan toan hoat tinh chtic ning ctia LOX bao goém sy phat sinh cc dot bién hodc
gay ra su thiéu hoan toan céc ban phién ma d6i véi enzym néu trén, hoic su
thiéu hoan toan enzym di dugc mi hoda twong tng, hoic cac dot bién lam bét
hoat hoan toan enzym da duge ma hoa.

Thuat nglt "hoat tinh cua LOX-1" dugc dung dé chi hoat tinh enzym cua
enzym LOX-1 cia la mach. Cu thé, trong truong hop cda sang ché, "hoat tinh
cua LOX-1" la sy dioxy hoa axit linoleic thanh 9-HPODE duogc xuc tac béi
enzym, va thanh 13-HPODE v6i mire d0 nho honléilﬂﬂéu.bdéc du enzym
LOX-1 c6 kha ning xtc téc cdc phan tGng khac, nhung dbi v6i muc dich xéc
dinh hoat tinh ctia LOX-1 theo sang ché, thi chi cAn xem xét dén 9- HPODE va
13-HPODE tao ra cac hoat tinh nay. FIG.2 phac hoa phuong phip sinh héa
trong d6 axit linoleic dwoc chuyén héa thanh 9-HPODE.

Thuét ngt "hoat tinh cia LOX-2" dugc dung dé chi hoat tinh enzym cua
enzym LOX-2 ctia la mach. Cu thé, trong truong hop cua sang ché, "hoat tinh
cua LOX-2" 1a sy dioxy hoéa axit linoleic thanh 13-HPODE duoc xtic tic bdi
enzym, va thanh 9-HPODE véi mic d6 nhé hon rt nhiéu. Mic du enzym
LOX-2 c6 kha nang x{ic tdc cac phan tng khac, nhung dbi v6i muc dich xéac
dinh hoat tinh cuia LOX-2 theo sang ché, thi chi can xem xét dén 13- HPODE va
9-HPODE tao ra céac hoat tinh nay. FIG.2 phac hoa phuong phép sinh héa, trong
d6 axit linoleic duoc chuyén héa thanh 13-HPODE.
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Thuét ngir "dd ubng tir mach nha" hodc thuét ngft "dd ubng cé ngudn gbc
tr mach nha" dugc dung dé chi do uéng duoc tao ra béng cach st dung mach
nha, t6t hon néu db udng nay dugc tao ra bing phuong phap bao gbém budc u
mach nha véi nudc néng. Vi du, dod uéng san xuét tir mach nha c6 thé 13 bia hoac
d6 udng tir mach nha.

Thuat nglr "d6 uéng tr mach nha dugc 1én men" dugc dung dé chi d6
ubng tir mach nha duoc 1én men, tic 13 dugc 0 béng ndm men.

Thuat nglt "tao mach nha" la dang déc biét ciia su nay mam hat lGa mach
xay ra trong didu kién méi trudng duge kiém soat - bao gdm, nhung khong chi
giéi han &, cac bé ngam hodc hop nay mam cla nha may tao mach nha. Theo quy
trinh cua sang ché, viéc tao mach nha bét du xay ra trong khi va/hoac sau khi
ngdm hat lta mach. Quy trinh tao mach nha c6 thé dugc dimg lai bang cach sy
khé c4c hat Itia mach, vi du, quy trinh sdy khé trong 10. Trong truong hop mach
nha khong dugc siy kho trong 10, thi ¢6 nghia 1a "mach nha xanh". Ché phim
mach nha san xuét duoc tir lta mach c6 null-LOX kép duoc hiéu bao gém mach
nha chira null-LOX kép, nhu mach nha tinh khiét c6 null-LOX kép hodc hdn hop
mach nha bit ky chira mach nha ¢6 null-LOX kép. Mach nha c6 thé dugc ché
bién, vi du, bang cach nghién, trong truong hop d6 ¢ thé goi 14 "mach nha bot"
hoac "bdt mach nha".

"Ngam 1" 14 viéc i mach nha nghién trong nuGe. Tt hon, néu viéc ngam
u duoc thyc hién ¢ nhiét d6 quy dinh va dung tich nuéc quy dinh. Nhiét do va
dung tich nuéc 1 cac yéu té quan trong vi chung anh huéng dén mirc d6 lam
giam hoat tinh clia enzym thu dugc tir mach nha, va nhe d6 c6 thé xay ra qué
trinh thuy phan tinh bot mét cach dac biét. Tac dong cua proteaza cod thé cling la
quan trong. Viéc ngdm 0 c6 thé xay ra véi su cbé mit cia chét bd tro, chat nay
duoc hiéu bao gdm ngudn hydrat cacbon bat ky khac véi mach nha, nhu, nhung
khéng chi giéi han &, ltia mach (ké ca lda mach c6 null-LOX kép), xiro lia
mach, hodc ngd, hodc la - hodc dudi dang nguyén hat hodc cic san phérn da
qua xir Iy giong nhu hat nghién hodc tinh bot, v& nguyén tic tAt ca cac chit bd

trg néu trén cé thé duge sir dung 1am ngudn dich chiét bd sung (xiro thuong
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dugc dinh liéu trong khi dun séi ché phim u men). Céc yéu cu vé viée xir ly dbi
véi chat bo tro trong nha u bia phu thudc vao trang thai va loai chit b tro duoc
st dung va cu thé 13 nhiét do gelatin hoa hoac nhiét d6 hoa long cua tinh bot.
Néu nhiét do gelatin hod cao hon nhiét d6 sacarit héa mach nha thong thuong,
thi sau dé tinh bdt dugc gelatin hod va duge hoéa 16ng trude khi bd sung vao ché
pham ngim u.

"ot bién" bao gbm dot bién do mét doan, thém doan, thay thé doan,
chuyén doan va dot bién diém trong cac vung ma hoa va khong m4 hoa cta gen.
M4t doan c6 thé 12 toan bd gen hodc chi 1a mot phén cua gen, trong do t6t hon
néu ving khéng m4 héa 13 ving khéi dau, hodc viing két thic hodc 12 cc intron.
Céac d6t bién diém c6 thé lién quan dén cac thay dbi ctia mét bazo hodc mot cap
bazo va c6 thé tao ra cac codon két thic, dot bién dich khung hoac thay thé axit
amin. D6t bién soma 13 dot bién xay ra chi trong céc té bao hodic mé nhét dinh
clia cdy va khong duoc di truyén sang thé hé tiép theo. Dot bién dong mam co
thé dugc phat hién trong té bao thue vat bat ky va khong duoc di truyén. Theo
FIG.1 ¢ day - thé hién mot cach khai quat vé cach cac hat ltia mach dot bién c6
thé duoc nhén giéng trong chuong trinh nhan gidng - cac hat thé hé M3, va cac
hat ctia ching duoc nhan gidng mét cach truc tiép, hodc thé hé tiép theo bt ky,
ké ca céc cay cua chung, co thé duoc goi [a "dot bién thd". Hon nita, van theo
FIG.1 & day, thuét ngit "dong nhén gidng" dugc dung dé chi cac hat thé hé M4,
va thé hé tiép theo bt ky, ké ca cac cay cua ching, co thé 1a két qué cia viée lai
chéo véi cay trong, hodic c6 thé 1a két qua ctia viéc lai chéo vé6i dong nhan gibng
khéc véi tinh trang dic hiéu.

Thuat ngft "null-LOX" dugc dung dé chi su ¢6 mit cia dot bién trong gen
" ma héa LOX, lam mét hoan toan chitc nang cua enzym da dugc ma hoa LOX
(LOX-1 hodc LOX-2). Cac dét bién tao ra cac codon két thic (vo nghia) sém
trong gen ma héa LOX 13 chi mét co ché ma nhd d6 c6 thé 1am méAt hoan toan
chitc ning hoat tinh cia LOX. Cac phuong phép phan tir dé lam mét hoan toan
enzym chitc ning ciia LOX bao gdm sy hinh thanh céc dot bién gay ra sy thiéu

hoan toan cac ban phién méi doi véi enzym néu trén, hodc cac dot bién gy ra su
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bét hoat cua enzym dugc ma héa. Thuat ngt "null-LOX" lién quan dén thuc vat
duoc dung dé chi thuc vat v6i sy mat hoan toan hoat tinh chirc nang ctuia enzym
LOX dac hiéu.

Thuat ngft "duoc lién két linh hoat" dugc dung dé chi su lién két cta hai
hodc nhiéu doan axit nucleic trén mot polynucleotit duy nhét, sao cho chic nang
cta doan nay bi anh huéng boi doan kia. Vi du, doan méi duoc lién két linh hoat
v6i trinh tu ma héa khi n6 c¢6 kha nang tac déng dén su biéu hién cua trinh tu ma
- héa nay, tic 13 trinh tu ma héa ndy ndm dudi su diéu khién phién ma ctiia doan
mdi. Céc trinh tu m3 héa cé thé duoc lién két linh hoat véi trinh tu diéu khién
theo su dinh huéng c6 nghia hoic di nghia.

"PCR" hodc "phén Ung tao mach polymeraza" dugc ngudi cé hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay biét dén 13 k§ thuét duge st dung dé mé rong céc
doan ADN dic hiéu (patent My s6 4683195 va s6 4800159 duoc cép cho Mullis
K.B. va c4c dong tic gia).

Thuat ngtt "thuc vat" hodc "vat liéu thuc vat" bao gém cac té bao thuc vat,
té bao thuc vat nguyén sinh, va moi trudong ciy cac mé té bao thuc vat dé tir d6
c6 thé tao lai duoc cay lua mach - bao gém thé san thuc vat, va té bao thuc vat
nguyén ven trong ciy trong, hodc cac bd phan cia cdy trong, nhu phéi, phén
hoa, nodn, hoa, hat, 14, r&, dau ré, bao phén, hodc bd phan hodc san phém thuc
vat bat ky.

Thuat ngit "san phém thuc vat" c6 nghia la san phém thu duoc tir viéc xur
Iy cdy hodic mét phan cua cdy. Vi vdy, vi dy, san phdm thuc vat nay co thé 1a
mach nha, ché phém i men, do uéng dugc 1én men ho#ic khong duogc 1én men, do
an, hodc thuc phém.

Nhu duogc sir dung & ddy, thuat ngit "tai td hop" lién quan dén mot protein
1a protein c6 ngudn gdce tir loai khéc, hodc, néu co ngudn gdc tir cung mot loai,
thi 13 loai dugc bién dbi mot cach dang ké tix dang nguyén thé cta nd trong
thanh phan béi su can thiép c6 tinh toan clia con nguoi.

"Hoi déng chuyén gia d4nh gia huong vi bia" theo nghia ctia sang ché nay

la hoi dong chuyén gia duoc dao tao toan dién vé viéc ném thir vi va mé ta
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huong vi bia, dac biét nh4n manh vé aldehyt, mui vi giéy, va vi cli. Mac du hién
c¢6 nhiéu dung cu phén tich dé danh gi4 cac hop phan vi, nhung cac hop phan
hoat héa vi tuong di quan trong lai kho danh gia bang cach phan tich. Tuy
nhién, cac tinh chét phirc hop nay c6 thé duoc danh gia boi cac chuyén gia vé
mui vi. Viéc dao tao lién tuc ho bao gdm viéc ném tht vi va danh gia cac mau
bia chuan.

Thuét ngit "vi tri tach intron" c6 nghia la duong ranh gidi gifra cac exon va
intron cua gen. Vi vay, vi tri tach intron cé thé 14 bién di tir exon dén intron
(duoc goi 12 "vi tri ciia chat cho"), hodc bién tach intron ra khoi exon (cling c6
nghia 13 "vi tri ctia chit nhan"). Vi tri tach intron trong cay thuong la cac trinh tu
lién Gmg. N6i chung, dau 5' cua intron 13 dinucleotit GT bao tdn (GU trong ARN
thong tin), va dau 3' cta intron thuong 14 dinucleotit AG bao ton. Vi vay, vi tri
tach intron 5' intron ndy 13 ddu 5' cua intron, va vi tri tach intron 3' 13 du 3' cua
intron. Trong pham vi cta sang ché, t6t hon néu vi tri tach intron cua intron 1a
hoic vi tri tich intron 5' la dinucleotit 1én nhit 5' cua intron (néi chung
dinucleotit nay 13 GT); hodc vi tri tach intron 3' 1a dinucleotit 16n nhét 3' cia
intron (no6i chung dinucleotit nay 1a AG).

Ngoai trir ¢6 chi dan khéc, "T2N" ¢ nghia 14 trans-2-nonenal (T2N) dang
tu do. D61 khi, T2N cling dugc goi la 2-E-nonenal.

Thust ngit "T2N tiém ning" dugc mé ta 13 chit héa hoc c6 kha nang giai
phéng T2N, hodc cé thé duogc chuyén héa thanh T2N, trong maot hodc nhiéu phan
tmg. Trong truong hop cia sang ché, T2N tiém ning dugc xac dinh duéi dang
nong do cia T2N dugc giai phong vao dung dich, vi du, ché phdm @ men hoic
bia, trong khi u trong thoi gian 2 gio & 100°C, d6 pH 1a 4,0. Trong truong hop
thuc té, néng d6 ban dau ctia T2N duge xac dinh, sau dé dung dich nay dugc u
trong 2 gi & 100°C, d6 pH 12 4,0, tiép theo x4c dinh ndng dd cua T2N. Muc
chénh 1éch gitta nong d6 ban diu va ndng d6 cubi cua T2N duge biéu thi 12 T2N
tiém nang. Viéc x{r Iy bang nhiét, bang axit tao ra su giai phéng

T2N ra khéi T2N tiém ning, vi dy, ra khoi "san phdm coéng T2N", thuét

ngit "san pham cong T2N" duoc st dung dé mé ta T2N lién hop véi mot hodc
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nhiéu chat nén, ké ca, nhung khoéng chi giéi han &, protein (cac protein), sulfit,
manh vun té bao, thanh té bao, hodc chit tuong tu. Noi chung, san phém cong
T2N chi la vi la ma con nguoi khong cam nhén duge. Tuy nhién, T2N duoc giai
phong ra khéi san phdm céng T2N néu trén c6 thé 1am gia tang vi la hoi.

Thuat ngit "nudi ciy mé" chi ché pham chira cac té bao duoc phan 18p cia
cung mot hodc nhiéu kiéu khac nhau, hodc bd suu tap cac té bao nay duoc tb
chtic thanh c4c bod phan ctia cdy — ké ca, vi duy, té bao nguyén sinh, thé sin, phoi,
phin hoa, bao phéan, va bo phéan tuong tu.

Thuét ngit "bién nap" cé nghia dua ADN vao co thé sao cho ADN duogc
duy tri, hodc dudi dang phan tir ngoai nhiém sic thé (khong c6 tinh di truyén
gén lién va 6n dinh), hodc duéi dang nhiém sic thé hoa nhép (tinh di truyén 6n
dinh). Trir khi c6 chi dan khéc, phuong phép duge st dung & day dé bién nap E.
coli 1a phuong phédp dya trén co s¢ CaCl, (Sambrook va Russel, néu trén). Dé
bién nap lta mach, thi sy bién nap do Agrobacterium gay ra co thé duoc thuc
hién — thi t6t hon 13 nhu duoc mé ta béi Tingay va céc dong tac gia (1997), hodc
Wang va cac dong tac gia (2001), ngoai trir cac cdy trong khéc c6 thé duoc sur
dung lam vat chu.

Thuat ngit "chuyén gen" 13 gen dugc dua vao bd gen theo quy trinh bién
nap.

Nhu duogc st dung & ddy, "chuyén gen" bao gdm dé cap dén té bao da
duoc bién ddi béng cach dua axit nucleic khac loai vao, hodc té bao nay thu dugc
tir té bao da dugc bién déi nhu vay. Vi thé, vi du, té bao chuyén gen bidu hién
cac gen ma khéng phét hién duoc & dang giéng nhau trong dang nguyén thé ctia
té bao nay, hodc biéu hién cic gen nguyén thé ma theo cach khac dugc biéu hién
mdt céch bat thuong, biéu hién dudi muc binh thuong, hodc hoan toan khong
duoc biéu hién do su can thiép c6 tinh toan cda con ngudi. Nhu dugc sir dung &
day, thuét ngit "chuyén gen" dé cap dén cay trong, cu thé 12 cay lua mach, khong
bao ham su bién dbi cia té bao theo cac phuong phap nhan gidng ciy trong
truyén théng —vi dy, géy dot bién trén co s& NaN3, hodc bdi cac su kién xay ra

trong tu nhién ma khong c6 su can thiép c6 tinh todn cua con nguoi.
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"Lua mach dai", Hordeum vulgare ssp. spontaneum, dugc xem 1 td tién
cla cac dang lia mach duge trong ngay nay. Su chuyén déi cua lua mach tir kiéu
dai dén trang thai dugc trong ciy duoc hidu 1a trung khép véi su thuan dudng
cdy ndy thanh "lia mach tréng tu nhién". C4c cdy nay cé su lién quan mét thiét
vé mit di truyén voi loai tréng céy hién dai so v&i lua mach dai.

Thuat nglr [ia mach "kiéu dai" dugc dung dé chi cay lia mach dugc sinh
truéng trong didu kién thong thuong. Tt hon, néu thuat ngit nay duoc ding dé
chi cdy lia mach dé tir d6 thu dugc cdy lia mach theo sang ché, tic 13 cdy bb-
me. Noi chung, cac hat 1Ga mach kiéu dai dugc mua tir cac cong ty giéng nhu
"cay trong" hodc "gidng ciy trdng" - tirc 1a céc hat nay giéng nhau vé mat di
truyén duoc cac td chirc nhan gidng quéc gia liét ké. Mic du hién cé mot sb
gidng cdy lta mach c¢6 null-LOX-1 (vi du, cvs. Chamonix va Charmay), nhung
v6i muc dich hiéu rd hon sang ché, thi tit ca céc ciy cé null-LOX-1, null-LOX-
2, va null-LOX kép & day duge coi la cac cdy dot bién, va khéng 1a cac cay
“kiéu dai”. Thuat ngit "cay tréng" va "gidng cay trong" duoc su dung ¢ day cé
thé thay d6i cho nhau.

Thuét ngit "ché pham U men" ¢6 nghia 13 dich chiét mach nha long, vi du,
ché phém mach nha nghién hoac mach nha xanh hoac mach nha xanh nghién.
Khi san xuit bia bang ltia mach, ché phim @ men ciing duoc tao ra bing cach u
dich chiét cua lta mach chua duoc tao mach nha véi hon hop enzym thuy phéan
cac hop phan cuia lia mach nay. Ngoai loai mach nha hoic cac dich chiét ¢
nguén géc tir mach nha néu trén, dich chiét long co thé duoc tao ra tir mach nha
va cac thanh phin bb sung, nhu chét chira tinh bt bd sung mot phin dugc
chuyén hoa thanh dudng c6 thé G men. Néi chung, ché phim @ men thu duoc
bang cach ngam u, tiy ¥, tiép theo 13 "suc khi", tirc 1a quy trinh chiét duong can
va cac hop chat khéc ra khoi hat da st dung sau khi ngam u véi nude nong. Viéc
suc khi thuong dugc thyc hién trong thiét bi tach, bod loc ngam 1, hoic thiét bi
khac cho phép tach chat 16ng chiét ra khoi hat da su dung. Ché phdm @ men thu
dugc sau khi ngdm 0 néi chung duoc goi 13 "ché phdm G men th nhat", trong

khi ch€ pham U men thu dugc sau khi suc khi n6i chung duogc goi 1a "ché pham u
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men thir hai". Néu khéng c6 quy dinh khéc, thuét ngit ché phdm 1 men c6 thé 1a
ché phim 0 men thir nhit, ché phdm 0 men thir hai hodc hdn hop cia ca hai ché
pham nay. Néi chung, trong san xut bia ché pham 0 men duoc dun sbi cung voi
cdy hoa bia. Ché phim @ men dugc tao ra ma khong dun s6i cung véi cay hoa bia
c6 thé ciing duoc goi 13 "ché phim & men ngot", trong khi ché phdm 0 men duoc
dun s6i c6 hosic khong cé ciy hoa bia ¢ thé duge goi 14 "ché phidm 1 men s6i".
Cay lua mach

Céy lba mach la ho thuc vat. “Lua mach dai”, Hordeum vulgare ssp.
spontaneum, dugc xem la t6 tién cta céc dang lua mach duogc tré)ng ngay nay. Sy
chuyén ddi cua lua mach tir loai dai dén trang thai duogc tréng cé'ly duoc hiéu 1a
tring khép véi su thay doi can ban ctia cac tin suit alen & rat nhidu vi tri (locus).
Céc alen hiém va cac truong hop dét bién méi duoc chon duong tinh béi nhiing
nong dan nhanh chéng thiét 1ap cac ddu hiéu méi trong quén thé cdy duoc trong
cdy, c6 nghia 13 "laa mach trdng tu nhién". Céc ciy nay co su lién quan mét thiét
vé mat di truyén vo1 loai tréng céy hién dai so v6i lda mach dai. Cho dén cudi
thé ky 19, cay lia mach tréng tu nhién ton tai dudi dang hon hop rat khac kiéu
ctia cac dong nodi phdi va lai phan ly, ké ca mot sb cdy thu duoc tir cay lai ngau
nhién trong cac thé hé trude. Hau hét cac cay lua mach tré“mg tu nhién duoc di
chuyén t6i cac ving canh téc tién tién nho cdy trong dong thuan khiét. Cac murc
gen da dang trung gian hodc cao dic trung cho cac cdy lia mach trong tu nhién
con lai. Ban du, cdy "lia mach hién dai" biéu thi su chon loc tir cac cay lua
mach trong tu nhién. Sau dé, cdy nay thu dugc tir cic chu trinh ndi tiép nhau
gifta cac dong thuan di 6n dinh, nhu cic dong c6 ngudn gbc dia ly khac nhau.
Cubi cing, két qua 1a sy thu hep d& thiy bazo cla gen trong nhiéu, c6 1& 1a trong
tat ca cac ving canh tac tién tién. So véi cac cay lia mach tréng tu nhién, cay lua
mach hién dai c6 mot s6 tinh chét dugc cai thién (Nevo, 1992; von Bothmer va
cac dong tac gia, 1992), vi du, nhung khong chi gidi han &:

(1) hat c6 vo va hat tran;

(11) trang thai ngu cda hat;

(iii) khang bénh,;
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(iv) dung nap méi truong (vi du, han han hodc do pH cua dat);

(v) ty 1€ gifta lysin va céac axit amin khac;

(vi) ham lugng protein;

(vii) ham lugng nito;

(viii) thanh phan hydrat cacbon;

(ix) ham lugng va thanh phan hordein;

(x) ham luong (1-3,1-4)-B-Glucan va arabinoxylan;

(xi) san luong;

(xii) d6 bén ving cua rom;

(xiii) chidu cao cta cay.

Theo sang ché, thuét ngit "cay lta mach" bao gdm cay lua mach bét ky. Vi
vay, sang ché dé cip dén cdy lua mach bt ky chita d6t bién thir nhit dan dén
viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh ciia LOX-1 va dot bién tht hai dan
dén viéc 1am mét hoan toan chirc ning hoat tinh ctia LOX-2. Vi vy, sang ché dé
cap dén cay lta mach bat ky chtra dot bién thr nhat ddn dén viéc lam mét hoan
toan enzym chirc ning LOX-1 va cdy lia mach bat ky chira dot bién thir hai dan
dén viéc 1am mat hoan toan enzym chirc ning LOX-2.

Tuy nhién, ciy lta mach duoc uu tién st dung theo sang ché 1a cay la
mach hién dai hodc thudc dong thudn. Vi du, cay ltia mach can duge st dung
theo sang ché ¢ thé duoc chon tir nhém bao g@)m Sebastian, Celeste, Tangent,
Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Harrington, Klages, Manley, Schooner, Stirling,
Clipper, Franklin, Alexis, Blenheim, Ariel, Lenka, Maresi, Steffi, Gimpel, Cher,
Krona, Camargue, Chariot, Derkado, Prisma, Union, Beka, Kym, Asahi 5, KOU
A, Swan Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata No. 2, Kirin - choku No. 1, Kanto
late Variety Gold, Fuji Nijo, New Golden, Satukio Nijo, Seijo No.17, Akagi
Nijo, Azuma Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato golden, Haruna Nijo,
Scarlett va Jersey, tdt hon néu duoc chon tir nhom bao gém Haruna Nijo,
Sebastian, Celeste, Lux, Prestige, Saloon, Neruda va Power, t6t hon néu duoc
chon tir nhém bao gdm Harrington, Klages, Manley, Schooner, Stirling, Clipper,
Franklin, Alexis, Blenheim, Ariel, Lenka, Maresi, Steffi, Gimpel, Cheri, Krona,
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Camargue, Chariot, Derkado, Prisma, Union, Beka, Kym, Asahi 5, KOU A, Swan
Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata No. 2, Kirin — choku No.1, Kanto late Variety
Gold, Fuji Nijo, New Golden, Satukio Nijo, Seijo No.17, Akagi Nijo, Azuma
Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato golden, Haruna Nijo, Scarlett va
Jersey, t5t hon néu duge chon tir nhém bao gém Haruna Nijo, Sebastian, Tangent,
Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Power, Quench, NFC Tipple, Barke, Class va
Vintage.

Do d6, theo mot phuong 4n ctia sang ché, cAy laa mach néu trén 1a cdy lua
mach hién dai (t6t hon 13 cdy nay dugc chon tir nhém bao gdm céy lta mach
dugc mo ta trén day) chira dot bién thir nhat ddn dén viéc 1am mAt hoan toan
chirc nang hoat tinh cia LOX-1, nhu mét hoan toan enzym chirc nang LOX-1, va
d6t bién thr hai din dén viéc lam mét hoan toan chuc nang hoat tinh cua LOX-2,
nhu mét hoan toan enzym chtic ning LOX-2. Theo phuong 4n nay, t6t hon néu
cay 1ua mach nay khong phai 13 lta mach tréng tir nhién.

Cay lta mach nay c6 thé & dang thich hop bét ky. Vi du, cdy lua mach
theo sang ché c6 thé 1a cay lia mach tuoi, khé, ciy dong thé, hoic hat lia mach
nghién. Cay nay c6 thé 1a cdy truéng thanh, phéi, hat ndy mam, hat duoc tao
mach nha, bot hat mach nha hodc dang tuong tu.

Cac bd phan cua cay lua mach cé thé 12 bd phan thich hop bat ky cuta cay,
nhu céc hat, phéi, 14, than, r&, hoa hodc cic ph?m cta noé. Vi du, phﬁn nay co thé
la mot phﬁn ctia hat, phdi, 14, than, ré hoic hoa. Cac bod phén cua cay lua mach
c6 thé ciing 1a mét phan dong thé, hodc mot phin cia ciy hodc hat laa mach
nghién.

Theo mét phuong an ciia sang ché, cac bd phan cta cy lta mach cé thé 1a
cac té bao clia cay lia mach néu trén, t6t hon 13 cac té bao séng c6 thé duoc
nhan gidng in vitro trong cac mo cdy. Cu thé, theo mot phuong 4n céc té bao néu
trén c6 thé 13 céc té bao khong c6 kha ning sinh truéng thanh cay lia mach hoan
chinh, tirc 13 cac té bao nay khéng phai 13 té bao sinh san.

Su mét chirc nang hoat tinh ctia LOX
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Sang ché dé cap dén cay lua mach — hodc bd phan cua nd, hoac cac san
pham thuc vt ctia no — cdy nay chira dot bién thur nhat va tha hai, trong d6 dot
bién thr nhat dn dén viéc 1am mét hoan toan chirc nang hoat tinh cia LOX-1,
va dot bién tht hai ddn dén viéc lam mAt hoan toan chic nang hoat tinh cua
LOX-2. Vi vay, vi du, dot bién thtr nhit ddn dén viéc lam mét hoan toan enzym
chirc nang LOX-1, dot bién thtr hai ddn dén viéc 1am méat hoan toan enzym churc
nang LOX-2.

Su mét hoan toan chirc ning hoat tinh cia LOX-1 (nhu mét hoan toan
enzym chirc nang LOX-1, va su mat hoan toan chirc ning hoat tinh ciia LOX-2
(nhu mAat hoan toan enzym churc ning LOX-2), doc lap c6 thé dua trén cac co
ché khac nhau. Vi du, su mét hoan toan chirc nang hoat tinh ciia mot hodc ca hai
LOX-1 va LOX-2 c6 thé 13 do cac protein 1am viéc sai chirc ning gay ra, tuc la
protein lam viéc sai chirc nang LOX-1 va/hoac LOX-2, nhu protein LOX-1 duoc
doét bién véi hoat tinh tao ra 9-HPODE khong phat hién dugc (vi du, xac dinh
dugc nhu dugc mo ta trong vi du 4), va/hodc protein LOX-2 dugc dot bién véi
hoat tinh tao ra 13-HPODE khong phat hién dugc (vi du, xac dinh dugc nhu
dugce mo ta trong vi du 4).

SunnéthoéntoénchﬁcnﬁnghoatﬁnhcﬁarnéthoéccéhaihoatﬁnhIiIX=
1 va LOX-2 ¢6 thé 1a do khéng ¢ protein LOX-1 va/hodc LOX-2. Piéu r5 rang
13, khong c6 protein LOX-1 s& dan dén viéc 1am mat hoan toan enzym chic nang
LOX-1, va khéng c6 protein LOX-2 s& din dén viéc lam mAt hoan toan enzym
chirc ning LOX-2. Vi vy, tot hon 14 cdy lia mach khong chta — hodc chira chi
v6i lugng rat nhé, hodc t6t hon nita 14 khéng chira - protein LOX-1 va/hoac
protein LOX-2. Protein LOX-1 va/hodc protein LOX-2 c6 thé dugc phat hién
bang phuong tién thich hop bat ky ma ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay dé biét. Tuy nhién, t6t hon néu protein (cac protein) nay dugc phat hién
bdi cac k¥ thuat, trong d6 protein LOX-1 dugc phat hién bai cac khang thé dic
thi v&i LOX-1 va LOX-2, nhu cac khéng thé dong v6 tinh don dbi véi LOX-1 va
LOX-2. Vi du, c4c k¥ thuat néu trén c6 thé 13 phép lai thAm protein (Western
blotting) hosic ELISA. C4c khang thé néu trén c6 thé 12 khang thé don dong hoic
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khang da dong. Tuy nhién, t6t hon néu cac khang thé néu trén la khéang thé co
ngudn gdc da dong da nhan biét mot sb epitop khac nhau lan lugt trong protein
LOX-1 va protein LOX-2. Protein LOX-1 va/hodc protein LOX-2 ¢c6 thé ciing
duoc phat hién mot cach gian tiép, vi du, bang cac phuong phéap xac dinh hoat
tinh LOX-1, ho#c bing cac phuong phép xdc dinh hoat tinh LOX-2. Theo mét
phuong 4n dugc uu tién cua sang ché, protein LOX-1 duoc phét hién bang cach
sir dung cac phuong phép néu trong vi du 4 cia WO 2005/087934. Protein LOX-
2 c6 thé dugc phat hién theo cach twong tu, bang cach sit dung céc khang thé lién
két véi LOX-2.

Su mét hoan toan chirc nang hoat tinh ctia mot hodc ca hai hoat tinh LOX-
1 va LOX-2 c6 thé 1a do khong c¢6, hodc 6 rat it, tot hon 1a khong c6 su biéu
hién ctia ban phién ma LOX-1 va/hodc ban phién ma LOX-2. Ngudi c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc nay sé nhéan thiy ring sy khéng c6 ban phién ma LOX-
1 ho#c ban phién ma LOX-2 ciing sé& 14n luot din dén su khoéng c6 protein LOX-
1 hodc protein LOX-2 duoc dich ma. Theo cach khac, sy mat hoan toan chirc
nang hoat tinh ctia mot hodc ca hai LOX-1 va LOX-2 (vi du, mit hoan toan
enzym chitc ning LOX-1 va LOX-2), c6 thé ciing 13 do sy biéu hién ciia ban
phién ma LOX-1 khac thuong va/hodc ban phién ma LOX-2 khéac thuong giy ra.
Ban phién md LOX-1 va/hodc ban phién ma LOX-2 khac thuong c6 thé 12 do su
tach intron khac thuong gay ra, vi du, do su dot bién & vi tri tich intron. Vi vay,
cac cdy lua mach theo sang ché c6 thé mang su dot bién & vi tri tach intron, nhu
vi tri tach intron 5' hodc vi tri tach intron 3', vi du, trong mot hodc tdi da hai
nucleotit 5' cta intron, hodc trong mot hodc t51 da ba nucleotit 3' cua intron. Vi
du vé& dot bién cé su tach intron khac thuong cua ban phién ma LOX-1 dugc md
ta 12 dot bién A618 trong WO 2005/087934. Su bidu hién cta cic ban phién ma
m4 hoa LOX-1 hodc LOX-2 c6 thé, vi du, dugc phat hién boi phép thdm tach
Bic hoic cac thir nghiém RT-PCR.

Su mét hoan toan cc enzym chirc ning LOX-1 va LOX-2 cua cay lua
mach theo sang ché 1a do cac dot bién gdy ra. Vi vay, noi chung cay lia mach

theo séng ché c6 thé mang dot bién trong gen LOX-1. Su d6t bién nay c6 thé &
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trong cac ving diéu khién, vi du, trong doan mdi hosc trong cac intron, hoac dot
bién nay c6 thé & trong ving ma héa. Tuong tu, néi chung cay lia mach theo
sang ché co thé mang dét bién trong gen LOX-2. Dot bién nay c6 thé & trong cac
vung diéu khién, vi du, trong doan moi hodc trong céc intron, hodc dot bién nay
c6 thé & trong ving ma hoéa. Vi véy, nguyén nhan clia su mét hoan toan enzym
chirc nang LOX-1 va/hodc LOX-2 c6 thé cling dugc phat hién béng cach nhéan
dang cac dot bién trong gen ma héa LOX-1, hodc trong gen ma hoa LOX-2. Cac
dot bién trong gen ma héa LOX-1 ¢6 thé, vi du, dugc phat hién bang cach xac
dinh trinh tu gen néu trén. Tét hon 13, sau khi nhan dang duoc su dot bién, thi su
mét hoan toan chtic ning dugc khing dinh bang cach thir nghiém v& hoat tinh
cua LOX-1 va/hoac LOX-2.

Thuat ngit "protein LOX-1" c6 nghia la bao ham protein LOX-1 c6 d6 dai
déy du cua lta mach theo SEQ ID NO:3 cua WO 2005/087934, hoic trong SEQ
ID NO:7 ctia WO 2005/087934, hodc chat ddng déng chirc ning cta né. Vi tri
hoat tinh cia LOX-1 dugc dit trong phan cudi C cia enzym nay. Cu thé, c6 thé
biét trudc rang ving kéo dai cac gbe axit amin 520-862, hodc cac bd phan cua
no, lién quan dén hoat tinh cia LOX-1. Do do, theo mot phuong an, t6t hon néu
lta mach c¢6 null-LOX-1 chtta gen ma hoa dang dugc dot bién cua LOX-1,
khéng c6 mot s6 hodc khong co tht ca cic axit amin 520-862 cua LOX-1. LOX-
1 dugc ddt bién néu trén co thé ciing khong co cac gbe axit amin khéc, cac gbc
nay c6 trong LOX-1 kiéu dai.

Do d6, lta mach ¢6 null-LOX kép theo sang ché c6 thé chta dang bi cit
cut ciia LOX-1, 1a dang khong c6 chitc ning — nhu dang bi cat cut ddu tan cing
N hodc dau tin cung C. Tét hon, néu dang bi cat cut nay chira axit amin ndi tiép
nhau ctia LOX-1 véi luong khéng nhiéu hon 800, t6t hon nita 13 véi lugng
khong nhiéu hon 750, tham chi t&t hon nita 12 véi lugng khong nhiéu hon 700,
con t6t hon nita 1a v6i lugng khong nhiéu hon 690, tham chi tét hon nita 13 véi
lwong khong nhiéu hon 680, van con tét hon nita la véi lugng khong nhiéu hon
670, nhu véi lugng khong nhiéu hon 665, vi du, véi lugng khong nhiéu hon 650,
nhu véi lugng khong nhiéu hon 600, vi du, véi luong khéng nhiéu hon 550, nhu
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vai luong khong nhiéu hon 500, vi du, véi lugng khong nhiéu hon 450, nhu véi
luong khéng nhiéu hon 425, vi du, v6i luong khéng nhidu hon 399 axit amin néi
tiép nhau cia LOX-1 ciia SEQ ID NO:3 ctia WO 2005/087934. Tét hon, néu
dang bi cit cut néu trén chia chi dau tan cung N cua LOX-1, tdt hon 1a chua tbi
da 800, tot hon nita la chira t6i da 750, tham chi tét hon nita 1 chira tbi da 700,
con tot hon nita 1a chua t6i da 690, tham chi con t6t hon nira 14 chira t6i da 680,
van con tot hon nita la chira t6i da 670, tham chi t6t hon nita 14 chia ti da 665
axit amin cta dau tin cung N cua SEQ ID NO:3 cua WO 2005/087934, nhu
ch&akhﬁnglﬁﬁéu}un1665,Vidu,chﬁakhﬁngrﬂﬂéulun1650,nhUTdmhakhéng
nhiéu hon 600, vi du, chita t6i da 550, nhu chia t6i da 500, vi du, chia t&i da
450, nhu chira téi da 425, vi du, chta tdi da 399 axit amin cta dau tan cung N
cua SEQ ID NO:3 ctia WO 2005/087934.

Theo mét phuong an dugce uu tién, dang bi cat cut c6 thé chua axit amin
v6i lugng nim trong khoang tir 1 dén 665 axit amin ciia SEQ ID NO:3 ciia WO
2005/087934.

Theo mot phuong 4n duoc wu tién ciia séng ché, cdy lia mach theo sing
ché chira gen ma héa LOX-1 duoc phién mé thanh ARN théng tin, gen nay chta
codon v6 nghia hodc codon két thic ndm trudc codon két thic cia ARN thong
tin cia LOX-1. Codon vé nghia nay & day c6 nghia 13 codon v6 nghia sém. Tt
hon, néu tat ca cac gen ma héa LOX-1 dugc phién ma thanh ARN théng tin cta
cay lia mach néu trén chira codon vo nghia sém hodc codon két thiic sém. T6t
hon, néu codon v6 nghia va codon két thiic nay duoc dit ¢ vi tri tdi da 1a 800, tbt
hon nita néu & vi tri tdi da 1a 750, tham chi tét hon nita néu & vi tri tdi da 13 700,
con tét hon nira néu & vi trf t6i da 1a 690, thAm chi con t6t hon nita néu & Vi tri
t6i da 12 680, con tot hon nita néu & vi tri t6i da 14 670, tham chi con ot hon nira
néu & vi tri t8i da 13 665 codon nim sau codon bit dau. Trinh ty bo gen ADN
kiéu dai ma hoa LOX-1 dugc néu trong SEQ ID NO:1 cia WO 2005/087934
hodac SEQ ID NO:5 cua WO 2005/087934.
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Theo mdt phuong an dwogc wu tién, cdy lua mach theo sang ché chtra gen
ma hoa LOX-1, trong d6 tién ARN théng tin dwoc phién ma tir gen néu trén
chtra trinh tu tuong ing véi SEQ ID NO:2 caa WO 2005/087934.

Theo mét phuong an rat duoc wu tién cia sang ché, gen ma héa LOX-1
clia dot bién cla ciy lia mach c6 null-LOX theo sang ché chira dot bién vo
nghia, dot bién nay tuong Umg v6i sy thay thé G—A & vi tri 3574 ctia SEQ ID
NO:1 cua WO 2005/087934.

Thuét ngit "protein LOX-2" c¢6 nghia 14 protein LOX-2 ¢6 d6 dai day du
ctia [a mach theo SEQ ID NO:5 ctia cong bd sang ché nay, hodc chit dong
déng chtic nang cua no6. Vi tri hoat tinh cia LOX-2 duoc dat & déu tan cung C
ctia LOX-2. Cu thé, c6 thé biét trude duoc rr?tng vung kéo dai qéc géc axit amin
515-717, hoac cac bd phan cua né, lién quan dén hoat tinh ciia LOX-2. Dya trén
xét nghiém céu tric tinh thé LOX-1 cua d4u tuong, trinh tu biét trude kéo dai
khe h¢ cua vi tri hoat tinh ctia enzym LOX-2 ctia lia mach dugc biéu hién boi
cac géc axit amin 515-525 va 707-717. Protein LOX-2 bi d6t bién duoc dich
ma, tic 1a dang bi cat cut béng dau tan cung C cua dot bién A689 c6 null-LOX
ctia lia mach chira tdi da 684 géc, va do d6 s€ khong co su kéo dai khe hé cua vi
tri hoat tinh cta trinh tu thit hai — lam cho né trd nén bat hoat. Theo mot phuong
4n ctia sang ché, t6t hon 13 lta mach c6 null-LOX kép theo sang ché chira gen
mi héa dang d6t bién ciia LOX-2, gen niy khéng c6 mot sb, hodic khéng c6 toan
bd céc axit amin 515-717 ctia LOX-2, t6t hon néu khong c6 mot s6 hodc hoan
toan khong cé cac axit amin tir 707 dén 717. Dot bién LOX-2 néu trén c6 thé
cling khong c6 cac gbc axit amin khéc, cac gdc nay c6 trong LOX-2 kiéu dai.

Do d6, Ita mach cé null-LOX ¢6 thé chira dang bi cat cut ciia LOX-2,
dang nay khong la dang chirc ning, nhu dang bi cét cut dau tn ciing N hoic dau
tan cung C. Tét hon, néu dang bi cat cut néu trén chira khong nhiéu hon 800, tbt
hon nita néu chira khéng nhiéu hon 750, tham chi t6t hon nita néu chira khéng
nhiéu hon 725, con tdt hon nita néu chtra khéng nhiéu hon 700, thAm chi con tdt
hon nita néu chira khéng nhiéu hon 690, van t6t hon nita néu chtra khong nhiéu

hon 684 axit amin ndi tiép nhau cia LOX-2 ctia SEQ ID NO:5 cua cong bd sang
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ché nay. Tét hon, néu dang bi cat cut chira chi diu tan cung N cta LOX-2. Do
dé6, tét hon néu dang bi cit cut néu trén chira téi da 800, t8t hon nita 13 chira tbi
da 750, tham chi t6t hon nita 13 ch(ra t6i da 725, con t6t hon nita 13 chira téi da
700, tham chi tot hon nita 1a chia tdi da 690, van con tét hon nita 13 chira tbi da
684 axit amin & dau tin cing N cua SEQ ID NO:5 cia cong bd sang ché nay.

Theo mot phuong an rat dugc uu tién, dang bi cat cut chira cac axit amin
nam trong khoang tir 1 dén 684 cia SEQ ID NO:5 cta cong b sang ché nay.

Theo mét phuong 4n dugc uu tién cia sang ché, ciy lta mach chia gen
dugc phién ma thanh ARN théng tin ddi v6i LOX-2, trong d6 ARN thong tin
nay chira codon vo nghia hoic codon két thic nim truée codon két thuc cua
ARN thong tin ctia LOX-2 kiéu dai. O day, codon vo nghia dugc xac dinh la
codon v6 nghia sém. Tt hon 14 tit ca cac gen dugc phién ma thanh ARN thong
tin md héa LOX-2 cta cdy néu trén chtra codon v6 nghia hodc codon két thic
sém. Tét hon, néu codon vo nghia hodc codon dugc dat & vi tri toi da 1a 800, tbt
hon nita néu dugc dit & vi tri tdi da 1a 750, tham chi tot hon nita néu duoc dat ¢
vi tri ti da 14 725, con tdt hon nita néu duoc dit ¢ vi tri tdi da 1a 700, tham chi
con tot hon nita néu duoc dat & vi tri tdi da 12 690, van tdt hon nita néu duoc dit
& vi trf toi da 1a 684 codon ndm sau codon bit dau. Trinh tu cua ADN b gen
kiéu dai ma héa LOX-2 dugc x4c dinh trong SEQ ID NO:1 cua cong bd sang
ché nay.

TMommpmmgénéumanﬁﬁg@nmémmLOXQmhﬂé&mc
dot bién cia cdy lua mach cé null-LOX chira dot bién vo nghia, dot bién nay
tuong ung véi sy thay thé G—A & vi trf 2689 cia SEQ ID NO:1.

Cay lua mach theo sang ché co thé duoc tao ra bang phuong phap thich
hop bét ky ma nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay di biét, t6t hon
13 bing mét trong sb cac phuong phép duoc néu duéi day trong phan "Tao ra lua
mach c6 null-LOX ".

Theo mdt phwong 4n cia sang ché, tét hon 1a cdy lta mach c¢6 null-LOX
theo sang ché co sinh Iy sinh truéng va phat trién cta hat thuc vat gibng nhu lGa
mach kiéu dai. Do d6, tt hon néu cay lua mach c6 null-LOX-1 giéng nhu laa
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mach kiéu dai vé chiéu cao cua cy, sb luong nhénh gbc & mdi cay, thoi gian bt
dﬁurahoa,V@%oécséluqng}mncﬁatnéibéng.

Ngoai ra, t6t hon néu cay lta mach cé null-LOX kép theo sang ché gidng
nhu lta mach kiéu dai, cu thé giéng nhu chung cv. Barke vé chiéu cao cay, thoi
gian tr6 bong, sttc dé khang bénh, dimg phat trién, gdy than cdy, thoi gian gy ra
su dot bién, va ning suét. Trong truong hop ciia sang ché, thuat ngfr "giéng nhu"
duoc hiéu 1a su gibng nhau vé sb luong +10%. Cac thong sd nay c6 thé duoc
x4c dinh nhu dugc mé ta dudi day trong vi du 5.

Theornétphuqngzhldu001n1ﬁéncﬁaséngcié,céylﬁarnadnnéylécéy
lia mach trong d6 cac hat ctia né duge Bao tang giéng chuin Hoa Ky (American
Type Culture Collection -ATCC), Nop luu Sang ché, 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110, United States (sé hiéu PTA-9640) ndp luu ngay 4 thang
12 ndm 2008 v6i tén goi "Barley, Hordeum vulgare L.; Dong A689". Vi vay,
cay lua mach theo sang ché cé thé 1a cay lta mach dong A689 (sb hiéu ATCC:
PTA-9640), hoac cay lia mach con chau bat ky cta no.

Tao ra cac dot bién cua cay lia mach

Cay Iia mach theo sang ché c6 thé duoc tao ra bang phuong phap thich
hop bat ky ma nguoi c6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay da biét. Tt hon,
néu cay lia mach theo séng ché tao ra bing phuong phap bao gém bude gay dot
bién cdy lua mach hoac bd phan ctia né, vi du, hat Iia mach, budce tiép theo 1a
sang loc va chon cdy ltia mach khac biét ¢ chd, cay lua mach nay méat hoan toan
chirc ning hoat tinh LOX-1, nhu mat hoan toan enzym LOX-1 va mAt hoan toan
hoat tinh chirc ning LOX-2, nhu méat hoan toan enzym chuic nang LOX-2. Theo
mot phuong an dugc uu tién, cdy lia mach nay cé thé duoc san xuét bing
phuong phép kéo theo su giy dot bién cua cdy lua mach, hodc cac bo phén cua
no — vi du, cac hat lia mach, trong d6 cay lia mach nay da mang sy dot bién gay
ra sy mat hoan toan enzym chirc nang LOX-1. Vi du, cdy lha mach nay la cay
lia mach duge mé ta trong WO 2005/087934.

Theo m6t khia canh ddng quan tim, sang ché dé cap dén phuong phap
sang loc mai va rAt hitu hiéu cho phép nhan dang dugc céyiﬁa mach mang sy
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dot bién lam mat hoan toan hoat tinh chiic nang LOX-2. Phuong phép sang loc
m&i 13p lai duge cho phép nhan biét ciy lua mach khong cé hodc c6 rat it hoat
tinh LOX-2. Phuong phap sang loc méi nay bao gdm viéc st dung céc phoéi da
nay mam lam vat liéu khéi dau. Pidu dang ngac nhién 13, cac tac gia sang ché da
phat hién ra ring viéc sir dung céc phdi truéng thanh 1am vat liéu khéi ddu cho
budc sang loc hoat tinh LOX-2 trén co s& sang loc nhiéu t6i mic 21000 phoi
trudng thanh, 13 it dugc wa chudng, va khong phat hién duoc dot bién duy nhét
cua Ita mach ¢6é null-LOX-2.

Vi véy, mét dau hiéu quan trong cua phuong phéap sang loc méi lién quan
dén viéc tan dung céc phoéi da nay mém lam vat liéu khoi dau dé phat hién hoat
tinh cua LOX-2.

Do d6, muc dich cua sang ché 13 dé xuét phuong phap san xuit cy lua

mach c6 null-LOX kép bao gbém cac budrc:

(1) Tao ra cay lua mach, hoac cac bd phéan ctia nod mét hoan toan hoat tinh
chttc naing LOX-1, nhu 1am mét hoan toan enzym chtrc nang LOX-1;
va

(ii) Gay dot bién cdy laa mach néu trén, va/hodc té bao lta mach, va/hodc
mo lua mach, va/hodc hat lua mach, va/hodc phoi ciia 1ta mach cua
cdy lta mach néu trén, nh& d6 thu duge 1ua mach thé hé MO; va

(iii) Nhan gidng ciy, hat, va/hoic phdi ctia lta mach d3 duoc gy dot bién
néu trén trong it nhét 2 thé hé, nho do thu dugc cay ltia mach thé hé
Mx, trong d6 x 13 sb nguyén >2; va

(iv) Thu dugc cac phoi tir cac cay la mach thé hé Mx néu trén; va

(v) Cho céc phdi ndy nay mam; va

(vi) Xac dinh hoat tinh LOX-1 va LOX-2 trong cac phoéi di ndy mam,
hodc céc bd phan cia no; va

(vii) Chon céc cdy cé sy mat hoan toan hoat tinh chic nang cua LOX-1 va
LOX-2 trong céc phdi di ndy mam; va

(viii) Phan tich vé dot bién trong gen LOX-1 va trong gen LOX-2; va

(k)Cmmuﬁcﬁymmgd&bﬁnmmggmLOXdVémmggmLOXQ;
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nh& d6 thu duge cdy lia mach mang cac dot bién trong gen dbi véi LOX-
1 va LOX-2, 1am mét hoan toan hoat tinh chtrc nang LOX-1 va mat hoan toan
hoat tinh chiric nang LOX-2.

Cay ltia mach néu trén ¢4 su mét hoan toan hoat tinh chic nang LOX-1 ¢6
thé, vi du, 1 ciy laa mach bat ky c6 sy mat hoan toan hoat tinh chtrc nang LOX-
1 dugc mo ta trong WO 2005/087934, tot hon 1a dot bién D112, hodc céc cy
thé hé sau cua no.

Budc (i) trong sb cic bude néu trén cé thé kém theo budc gy dot bién
vat liéu séng dugc chon tir nhém bao gém cay lba mach, té bao lba mach, mo
lta mach, hat 1ta mach, va phoi cua lia mach — t6t hon 14 dugc chon tir nhém
bao génlcéylﬁalnach,hatlﬁalnach,vé,phﬁicﬁalﬁalnach,téthonhn&alélmﬁ
lua mach.

Viéc gy dot bién cé thé duge thuc hién bang phuong phap thich hop bt
ky. Theo mét phuong 4n, viéc gdy dot bién co thé duoc thuc hién biang cach u
ciy la mach, ho#ic cac bo phan ciia n6é — vi du, hat la mach, té bao lta mach
riéng 1é tir lda mach — véi chat giy dot bién. Chit giy dot bién nay da dugc
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét, bao gom, vi dy, nhung
khong chi gié1 han &, natri nitrua (NaNj), etyl metansulfonat (EMS),
azidoglyxerol (AG, 3-azido-1,2-propanediol), metyl nitrosoure (MNU), va
maleic hydrazit (MH).

Theo mot phuong an khac, viéc gay dot bién dugc thuc hién béng cach
chiéu xa, vi duy, bang tia cuc tim (UV) cdy lta mach hodc by phén ctia n6, nhu
hat chang han. Theo cac phuong 4n duoc uu tién cia sang ché, viéc gay dot bién
ndy dugc thuc hién theo phuong phap bat ky néu duéi day, trong phan "Gay dot
bién bang phuong phap héa hoc". Vi du khdong gi6i han pham vi clia sang ché vé
quy trinh gy dot bién thich hop dugc néu trong vi du 2.

Tét hon, néu viéc gdy dot bién duoc thuc hién theo cich sao cho tan suét
ky vong ctia dot bién mong mudn it nht 14 0,5, nhu nim trong khoang tir 0,5
dén 5, vi du, nam trong khoang tir 0,9 dén 2.3 trong s6 10000 hat khi sang loc
laa mach thé hé M3. Theo mot phuong an dugc uu tién, viéc gdy dot bién dugc
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thuc hién trén hat [la mach. Hat d& dugc xur ly bﬁng chét gay dot bién duoc ky
hiéu 1a hat thé hé MO (ciing xem FIG.1).

Hoat tinh ctia LOX c6 thé dugc x4c dinh trong mau 14y tir phoi cua lua
mach nay mam, tt hon 1a trong dich chiét long 14y tir phdi cua laa mach nay
mam. MAu néu trén, nhu dich chiét néu trén c6 thé dugc tao ra tir b phén thich
hop bét ky ciia phéi cua laa mach ndy mam néu trén. N6i chung, mau laa mach
nay phai duoc déng nhat hoa bing cach st dung phuong phap thich hop bét ky
trirde khi chuén bi dich chiét ciia mau néu trén va xac dinh hoat tinh ctia LOX-2.
Cu thé, t6t hon 12 dich chiét protein duogc chiét tir phéi cua lta mach nay mam,
hodc bd phén cua no, va hoat tinh cua LOX duoc xac dinh béng cach st dung
dich chiét protein néu trén. Vi du, viéc lam dé)ng nhét héa cé thé dugc thuc hién
bé'mg cach sir dung luc co hoc, béng cach lac hodc khqu chéng han, nhu béng
cach lic véi su co mat cua hat, nhu hat thay tinh hoac hat cat.

Theo mét phuong 4n dugc wu tién, phdi ndy mam nay 13 phéi thé hé Mx,
trong d6 x 1a s6 nguyén >2; t6t hon néu x 1 sé nguyén ndm trong khoang tir 2
dén 10, tot hon nita 13 ndm trong khoang tir 3 dén 8. Theo mot phuong an dugc
uu tién, hoat tinh cda LOX duogc xéac dinh trong phdi cta lia mach nay mam thé
hé M3, hoic mau léy duogc tir cac phoi nay, t6t hon 12 céc hat lta mach duogc gy
d6t bién thé hé MO duge phat trién dé thu duoc cay lia mach va cdy laa mach
nay duogc lai gibng dé thu duoc hat lia mach thé hé M1. Quy trinh nay dugc lap
lai cho dén khi thu dugc cac hat thé hé M3 (ciing xem FIG.1).

Viéc xac dinh hoat tinh ciia LOX c¢é thé dugc tién hanh bé’mg cach sur
dung phép phan tich thich hop bat ky, t6t hon 14 bing cach sir dung mét trong sb
cac phwong phap néu duédi day. Cu thé, tot hon 14 phép phan tich dua ra duoc sb
liéu vé mirc do dioxy hoa axit linoleic thanh 9-HPODE va 13-HPODE béi LOX-
1 va LOX-2. Do vy, néi chung phép phan tich s& bao gdm céc buéc:

(i) chuin bi dich chiét protein chiét dugc tir phodi ctia lta mach nay mam
hodc bd phan cta no; va

(i) chuén bj axit linoleic; va

(iii) 0 dich chiét protein néu trén v6i axit linoleic néu trén; va
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(iv) do muc d¢ dioxy hoa cua axit linoleic thanh 9-HPODE va 13-
HPODE.

Tét hon, néu budc (iv) cua phuong phap nay bao gom viéc xac dinh luong
9-HPODE va 13-HPODE trong céc phdi ndy mam néu trén, t6t hon 12 trong dich
chiét protein duoc tao ra tir cac phdi nay mam néu trén. Bude nay cé thé bao
gdm viée x4c dinh truc tiép hodc gian tiép cac lugng 9-HPODE va 13-HPODE.
Tong lugng ctia ca hai HPODE c6 thé dugc x4c dinh, trong d6 tot hon 13 cac sb
do dic thu ctia 9-HPODE va 13-HPODE duoc tién hanh dé x4c nhén. Vi du, mot
phuong phap cé thé 13 phuong phép, trong d6 cac dich chiét protein tir cac phoi
nay mam dugc 0 voi axit linoleic 1am co chat dé tao ra 9-HPODE va 13-
HPODE. Sau d6 cic HPODE néu trén cé thé dugc phat hién bang cac phuong
phap khac. Mot phuong phép c6 thé kéo theo su tao ra hop chét c6 thé phat hién
duoc, nhu thude nhudn. Vi du, phuwong phap nay c6 thé 1a viéc lién két bing
cach oxy hoa axit 3-dimetylaminobenzoic va 3-metyl-2-benzothiazolinon
hydrazon vé6i1 su c6 mét cua hemoglobin, dugc xtic tac béi cac HPODE da dugc
tao ra dé tao thanh thudc nhuém indamin, ma c6 thé do dugc & Asos béng cach
str dung quang pho ké. Vi du vé phwong phap nhu vay duge mé ta trong céc vi
du 1 va 2 dudi day. Bang cach sir dung phép phan tich nay, chi s6 hip thu nho
hon 0,2 don vi Ases duge coi 1a chi bdo vé su khong c6 mat hoat tinh cua LOX-1
va sy khéng c6 mat hoat tinh cia LOX-2. Tuy nhién, mét phwong phép chinh
x4c hon dé xac dinh hoat tinh ctia LOX-1 va LOX-2 1a 0 dich chiét protein thu
duoc tlr cac phdi ctia lia mach ndy mam véi axit linoleic, tiép theo x4c dinh ham
lugng cua 9-HPODE va cua 13-HPODE. Vi dy, ham luong cua 9-HPODE va
ctia 13-HPODE c6 thé duoc xac dinh bang cach sit dung phép phan tich trén co
so HPLC.

Mtrc do dioxy hda axit linoleic thanh 9-HPODE va 13-HPODE c6 thé
duoc do mot cach truc tiép hodc gian tiép. C6 thé sir dung phuong phap phat
hién bét ky theo sang ché. Theo mét phuong 4n cia sang ché, cac hydroperoxit

clia axit linoleic dugc phat hién. Vi du, 9-HPODE va 13-HPODE c6 thé dugc
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phét hién mét cach truc tiép bang cac phuong phép sic ky, nhu HPLC nhu dugc
mo ta trong vi du 4.

Séang ché boc 16 céac khia canh nhét dinh cua quy trinh chiét protein thu
duoc tir phoi nay mam 13 rat quan trong. Vi vdy, tot hon 14 protein dugc chiét
bang cach sir dung dung dich dém 1a dung dich axit, tot hon la dung dich dém 1a
dung dich axit c6 d6 pH niam trong khoang tir 2 dén 6, t6t hon nita 1a ndm trong
khoéang tir 3 dén 5, tham chi t6t hon nira 13 ndm trong khoang tlr 3,5 dén 5, con
t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 4 dén 5, tham chi con tét hon nita 1a cé do
pHl1a 4,5. Tt hon 1a dung dich dém dugc sir dung dé chiét 14 trén co sé axit hitu
co, tot hon nita néu dung dich dém nay l1a dung dich axit lactic. Tét nhét 13, dich
chiét protein duoc chiét bing cach st dung dung dich dém la dung dich axit
lactic 100mM, c6 do pH 14 4,5.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, sang ché boc 16 céc phuong phép phat
hién cdy lta mach c6 null-LOX-1 va null-LOX-2 bao gdm phan Gng cia 9-
HPODE va 13-HPODE véi thudc nhudém, vi du, 3-metyl-2-benzothiazolinon
hydrazon. Tét hon, néu thudc nhuém néu trén, vi dy, 3-metyl-2-
benzothiazolinon hydrazon, dugc bd sung vao dich chiét protein sau khi bd sung
axit linoleic vao. Tét hon, néu thudc nhudm nay duoc bd sung vao thdi diém it
nhit 13 1 phut, t6t hon nita néu it nhét 13 5 phit, thdm chi t6t hon nita néu it nhét
13 10 phtt, nhu tir 1 dén 60 phit, vi du, tir 5 dén 30 phut, nhu tir 10 dén 20 phut
sau khi cho dich chiét protein tiép xuc véi axit linoleic.

Céc phuong phép duoc uu tién dé chon cdy laa mach theo sang ché duoc
md ta mot cach chi tiét dudi day trong vi du 2.

Quy trinh chon nay c6 thé duoc diéu chinh di véi quy trinh phan tich
trén dia vi chuan, hodc dinh dang phép phan tich canh tranh ning suét cao khac
d3 biét dé cho phép sang loc nhanh nhiéu mau. Tét hon 14, it nhit 5000, nhu it
nhat 7500, vi dy, it nhat 10000, nhu it nhat 15000, vi dy, it nhat 20000, nhu it
nhit 25000 cay lia mach dugc giy dot bién duoc phén tich vé hoat tinh cta
LOX-1 va LOX-2.
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Viéc xac dinh dot bién trong gen ma hoa LOX-1 ¢6 thé duge x4c dinh
bang mot sb phuong phap khéc nhau. Vi du, gen LOX-1 c6 thé duoc giai trinh
tu hoan toan hodc mot phén, va trinh tu nay dugc so sanh v6i SEQ ID NO:1 cua
WO 2005/087934 hodc SEQ ID NO:5 ctia WO 2005/087934. Néu khéo sat vé
sy dot bién dic hiéu, thi phan tich SNP ¢6 thé duoc ap dung. Ngudi ¢6 hiéu bit
trung binh trong linh vuc nay c¢6 kha ning thiét ké cic doan mdi dung dé phat
hién dot bién ddc hiéu nhit dinh, nhu d6t bién tao ra codon két thic sém trong
trinh tu ma héa LOX-1 (vi dy, cac codon két thic sém bat ky dugc mo ta trén
day). Mot vi du vé cach thuc hién phan tich SNP dugc mé ta trong vi du 10 duéi
day, véi cac doan mdi ding dé phat hién dot bién G—A & vi tri nucleotit 3474
cua gen LOX-1.

Viéc xac dinh d6t bién trong gen ma héa LOX-2 c6 thé dugc xac dinh
bing mét sb phuong phép khéac nhau. Vi du, gen LOX-2 ¢6 thé duge xac dinh
trinh tu hoan toan hodc mot phﬁn, va trinh ty nay dugc so sanh vdi SEQ ID
NO:1 cia cong bd sang ché nay. Néu khao sat v& dot bién dac hiéu, thi phan tich
SNP c6 thé dugc 4p dung. Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay cé
kha nang thiét ké céac doan mdi dung dé phat hién dot bién dic hiéu nhét dinh,
nhu dét bién tao ra codon két thuc sém trong trinh ty ma héa LOX-2 (vi du, cac
codon két thiic sém bat ky dugc mé ta trén day). Mot vi du vé cach thuc hién
phén tich SNP dugc mo ta trong vi du 10 duédi day, dudi dang cic doan moi
ding dé phét hién dot bién G—A & vi tri nucleotit 2689 ciia gen LOX-2.

Phuong phap san xuét cy ltia mach cé null-LOX trong pham vi cua sang
ché ciing bao gdm cic budce (viii) va (ix), nhu dugc néu mot cach chi tiét trén
day, co thé duoc thuc hién trudce khi thuc hién cac budce (vi) va (vii), trong d6
phuong phap ndy s& bao gém cac buéc (i), (ii), (111), (iv), (v), (viii), (ix), (vi), va
(vii) theo thir tw trén. Cu thé, quy trinh nay c6 thé 13 truong hop khi viée khao
sat vé dot bién dac hiéu, vi du, trong cic cdy lua mach con chau cha ciy lua
mach c6 null-LOX kép d& dugc nhan dang.

Mot khi cdy lua mach c¢6 null-LOX d3 duoc nhan dang chtra dét bién cu
thé trong gen LOX-1 va dot bién trong gen LOX-2 (nhu cac dot bién bat ky néu
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trén), thi cac cdy lia mach bo sung véi cac dot bién gidng nhau c6 thé dugc tao
ra bing céc phuong phap nhan giéng thong thuong, nhu cic phuong phap ma
nguoi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc nay d biét. Vi du, cdy lua mach cé
null-LOX kép néu trén co thé dugc lai nguoc véi cay lua mach khac.

Sau khi chon cdy lia mach hitu ich mét hoan toan céac chirc nang cua
LOX-1 va LOX-2, tily ¥ 13, mot hodc nhiéu phuong phap sang loc b sung ¢
thé duogc thuc hién. Vi du, cac d6t bién c6 thé duoc nhan giéng tiép theo, va cac
thé hé tiép theo c6 thé dugc nhén gidng dé lam mat hoan toan enzym chirc nang
LOX-1 vaLOX-2.

Tiép theo viéc chon cdy ia mach hitu ich, ciy lia mach nay co thé duoc
nhan gibng, nhu nhan gidng theo cach thong thuong. Cac phuong phap nhan
gidng dugc mé ta dudi day trong phan "Nhan gibng cay".

Céc san phrflm thuc vat

Séng ché dé cap dén d6 ubng, hodc céc san pham thuc vat, véi lugng T2N
tiém nang rat nho, dugc tao ra tir cay lta mach c6 null-LOX kép, hodc cac bd phan
cua no.

Vi véy, sang ché dé cdp dén cac san pham thuc vat, ¢6 thé 1a ché pham
chtra cdy lta mach néu trén, hodc cac bd phin cia nd, nhu cic san phém thuc vat
san xuét duge tir cac cdy Iia mach néu trén, hodc tlir cac bd phéan clia nod. Vi cay
lia mach néu trén thiéu hoat tinh ctia LOX-1 va LOX-2, nén noi chung cic ché
pham nay chira T2N tiém ning véi lwong rat nho. Cac vi du vé ché pham hitu ich
chira, hodc duoc tao ra tir cdy la mach chira dot bién thir nhat dan dén viéc lam
mét hoan toan hoat tinh chuc ning LOX-1 nhu lam méit hoan toan enzym chtc
ning LOX-1, va mang dot bién thir hai din dén viéc 1am mét hoan toan hoat tinh
chirc nang cia LOX-2, nhu 1am mét hoan toan enzym chirc nang LOX-2, dugc
mo ta dudi day.

Tt hon, néu ché phim néu trén chua:
(i) T2N tu do véi luong nho hon 60%, tham chi tét hon nita 13 véi lugng

nho hon 50%, con t6t hon nita 1 véi lugng nhé hon 40%, nhu nho
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hon 30%, t6t hon 1a nhé hon 20%, ot hon nita 1a nhé hon 10%;
va/hodc

(ii) T2N tiém ning vdi luong nho hon 60%, tham chi t6t hon nita 13 véi
lugng nho hon 50%, con tdt hon nita 1a véi lugng nhé hon 40%, nhu
nhé hon 30%, t6t hon la nhé hon 25%;

so v6i ché phdm tuwong tu duoc tao ra tir cdy lua mach kiéu dai theo cach tuong
tu, tot hon 12 tur ching cv. Power. Muc d6 giam dac biét vé T2N c6 thé khac
nhau tiy thudc vao kiéu ché phdm. Cac mtc d6 giam néu trén v& T2N 14 thich
hop mot cach cu thé dbi véi cac ché pham, trong d6 ché phim nay dugc chon tir
nhém bao gdbm mach nha, ché phim 1t men va db ubng ngiu.

Ngoai ra, tbt hon néu ché pham néu trén chia:

(i) T2N tu do véi luong nho hon 80%, tét hon 14 véi luong nhd hon 70%,
tham chi t8t hon nita 13 véi luong nhé hon 60%, nhu nhé hon 50%;
va/hoac

(ii) T2N tiém ning vdi luong nho hon 80%, t6t hon 14 vé6i luong nhé hon
70%, tham chi t&t hon nita 13 véi luong nho hon 60%, nhu véi luong
nhoé hon 50%;

S0 vGi ché phém u men tuong tu duogc tao ra tir cdy la mach chira dot
bién D112 theo céch tuong tu duoc mé ta trong WO 2005/087934.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén cac hat lta mach chta dot bién
thir nhat ddn dén viéc 1am mat hoan toan hoat tinh chirc nang cia LOX-1 (nhu
1am mét hoan toan enzym chirc ning LOX-1), va dot bién thr hai din dén viéc
lam mat hoan toan hoat tinh chic ning ctia LOX-2 (nhu lam mét hoan toan
enzym chirc ning LOX-2). Sang ché ciing dé cdp dén ché phidm chia céc hat
néu trén, va ché phém dugc tao ra tir cac hat néu trén, cling nhu cac san phém
thuc vat dugc tao ra tir cac hat néu trén.

D3 duoc mo ta rang, hoat tinh ctia lipoxygenaza trong c4c hat lua mach ¢6
thé dugc lam giam boi qué trinh ngdm, trong d6 lta mach c6 thé duge xu 1y
béng nhiét do cao va’hodc axit lactic. Viéc x1r ly nay co thé c6 cac anh huodng

trai ngugce khac, nhu lam gidm cac hoat tinh enzym mong muon, vi du, hoat tinh
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phytaza. Ngoai ra, viéc xir ly nhu vay chi lam gidm hoat tinh cta lipoxygenaza
tir quan diém néu viée xir Iy bang nhiét nay duoc thuc hién va vi vy khéng anh
huéng truéc khi tich lily cic san pham lipoxygenaza.

Do d6, theo mét phuong an ctia sang ché cac san phdm thuc vat duge tao
ra bang cach st dung phuong phép, trong d6 céc hat lia mach khong dugc cho
qua budc ngdm & nhiét d6 it nhat 1a 70°C. Ciing t6t hon, néu cac san phdm clia
sang ché dugc tao ra bang cach sir dung phuong phép, trong d6 cac hat lia mach
dugc cho qua budc ngdm ¢ nhiét do it nhét 13 57°C véi su c6 mit cla axit lactic.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén ché phém mach nha duoc tao ra
tur cac hat mach nha cé null-LOX kép bé'lng cach tao mach nha. Thuat ngit “tao
mach nha” can duoc hiéu 14 su nay mam cla céc hat mach nha da dugc ngdm
trong diéu kién mdi truong cé kiém soét (vi du, nhu dugc minh hoa trén FIG.3,
cac buédc 2 va 3).

T6t hon 1a ché phém mach nha néu trén chtta T2N tu do vdi lugng nho
hon 30%, tot hon nita 14 véi lugng nhé hon 20%, thdm chi t6t hon nita 13 véi
lwong nhé hon 10% so v6i ché phdm mach nha san xut duge theo cach tuong
tur bf?mg lua mach kiéu dai, tot hon 14 tir chung cv. Power. Tt hon nita, néu ché
phém mach nha néu trén chtta T2N tu do vé1 lugng nho hon 60%, t6t hon nira 1a
v6i lugng nhé hon 50% so véoi ché phidm mach nha san xuit dugc theo cach
tuong tu tur dot bién D112 cua lta mach c6 null-LOX-1 dugc mo ta trong WO
2005/087934. Tt hon nita, néu ché phim mach nha néu trén chtra T2N tiém
niang voi lwong nhé hon 60%, tét hon 13 véi lwong nhéd hon 50%, tét hon nita 13
v6i luong nhé hon 40%, tham chi t6t hon nira 14 véi luong nhé hon 30%, t6t hon
14 v6i lugng nhé hon 20%, tham chi t6t hon nita 14 vé6i luong nhé hon 10% so
véi ché phém mach nha san xuit duoc theo cach tuong tu tur [ia mach kiéu dai,
t6t hon 14 tir ching cv. Power. Tét hon, néu ché pham mach nha néu trén chta
T2N tiém ning véi lwong nho hon 60%, t6t hon 1a véi luong 50% so véi ché
phém mach nha dugc tao ra theo cach twong tu tir dot bién D112 cta lta mach
c6 null-LOX-1 dugc mo ta trong WO 2005/087934. Quy trinh tao mach nha la

quy trinh ngdm va lam ndy mam cé di€u khién, tiép theo la budc say cac hat lua
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mach, tot hon 1a séy hat Iia mach nay trong 16. Trudc khi séy, cac hat lta mach
da dugc ngdm va lam nay mam dugc goi 13 “mach nha xanh”, mach nha nay
cling 14 san pham thuc vét theo sang ché. Quy trinh nay 1a dic biét quan trong
d6i véi viée tong hop rat nhiéu enzym gdy ra su bién tinh cua céc hat, vé nguyén
tac, cac quy trinh nay khir tring hop cac thanh té bao cta néi bao tir chét dé lam
di chuyén cac chét dinh dudng clia cac hat va hoat tinh cua cac chét khur trung
hop khac. Trong quy trinh sdy tiép theo, mui vi va mau séc dugc tao ra 1a do cac
phan tmg hoa hoc nhudém nau. Mic du dé san xuét do uéng s dung vat liéu khai
du 14 mach nha, nhung mach nha nay c6 thé ciing duoc st dung trong cac quy
trinh cong nghiép khéac, vi du, 1am ngudn enzym trong céng nghiép lam banh
nudng, hodc lam bdt mach nha, hodc mot cach gian tiép lam xiro mach nha, v.v..
Theo mot khia canh, sang ché d& cép dén cac phuong phép san xult ché
" phdm mach nha. Tét hon 13, cac phuong phap nay bao gdm cac bude:
(1) taora céc hat lua mach co6 null-LOX kép;
(1) ngam céc hat néu trén;
(iii) cho cac hat d3 duwoc ngdm nay mam trong diéu kién dinh trudc;
(iv) sy kho cac hat d3 nay mam nay;

nhd dé san xuét ra ché phém mach nha mét hoan toan hoat tinh chitc nang
LOX-1 va LOX-2. Vi du, mach nha cé thé duoc tao ra bang phuong phép bat ky
dugc mo ta boi Briggs va cac dong tac gia (1981) va Hough va céc dong tac gia
(1982). Tuy nhién, phuong phép thich hop khac bt ky dé san xuit mach nha cé
thé dugc st dung theo sang ché, nhu cac phuong phap san xuit mach nha dic
thi, k& ca, nhung khong chi giéi han &, cac phuong phap lam néng mach nha.
Céc vi du khéng giéi han pham vi ciia sang ché duogc mo ta trong cac Vi du 6
va 8.

Mach nha c6 thé tiép tuc duoc xir 1y, vi du, bang cach nghién. Vi vay, san
phrflm thuc vat theo sang ché c6 thé 13 mach nha loai bat ky, nhu mach nha chua
duogc xr ly hodc mach nha nghién, hodc bt mach nha. Do d6, mach nha nghién
va bot mach nha chtra cac hop phan hoa chét ciia mach nha va cac té bao chét
khéng c6 kha nang tai ndy mam.

-44-



23548

Theo mot khia canh khac, san phém thuc vat theo sang ché chua hodac
tham chi bao gém xiro, nhu xiro lda mach, hodc xiro mach nha lia mach. San
phém thuc vat nay co thé cling 14 dich chiét cta lia mach hodc mach nha.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén céc loai san phém thuc vat
13 cac ché phém U men duoc tao ra tir ché phém mach nha thu dugc tir cac hat ¢6
null-LOX kép. Cac mach nha néu trén c6 thé dugc tao ra tir chi cac hat ¢6 null-
LOX kép hoic hdn hop cling chira cac hat khac. Sang ché ciing dé cap dén ché
phém u men dugc tao ra béng cach str dung lta mach c6 null-LOX kép, hodc céc
bd phan ctia no, riéng 1¢ hodc duoc tron véi cac thanh phan khic.

Tét hon, néu céac ché phém U men néu trén chira T2N tu do véi lugng nho
hon 30%, tt hon nita 13 véi lugng nho hon 20%, tham chi véi lugng nhoé hon
10% so v&i ché phdm 1 men san xuét duge theo cach tuong tu tir lda mach kiéu
dai, t6t hon 1a tir chiing cv. Power. T6t hon nita, néu ché phém U men néu trén
chtta T2N tu do v6i lugng nhé hon 50% so véi ché phdm G men san xuit duge
theo cach tuong tw tir dot bién D112 cta cdy lta mach duge mé ta trong WO
2005/087934. Con tot hon nita, néu ché phdm 0 men néu trén chira T2N tiém
nang voi lugng nho hon 40%, t6t hon nita 13 véi lugng nho hon 30%, thdm chi
t6t hon nira 1a voi lugng nhoé hon 25% so véi ché phdm 0 men san xuét duoc
theo cach tuong tu tir [ia mach kiéu dai, tot hon 13 tir chung cv. Power. Tét hon
nita, néu ché phdm 1 men néu trén chira T2N tiém nang voi lugng nho hon 60%,
t6t hon nita 1a véi lugng nho hon 50% so véi ché phdm 0 men san xuit dugc
theo cach tuong tu tir dot bién D112 cua laa mach dugc mé ta trong WO
2005/087934.

Ché pham i men néu trén c6 thé 1a ché phim 1 men tht nhét, va/hodc thu
hai, va/hodc ché phdm @ men tiép theo. Ché pham 1 men nay c6 thé 1 ché phim
i men ngot, ché phdm 1 men s6i, hodc hén hop cua chiing. Ché phdm 1 men nay
c6 thé ciing 14 ché phim 1 men lta mach. Néi chung, ché phim 1t men chira nito
amino va hydrat cacbon 1én men v&i ham luong cao, hydrat cacbon nay chu yéu
12 maltoza. Trén FIG.3, c4c budc tir 4 dén 6 minh hoa phuong phap théng

thuong ding dé san xuat ché phim G men tir mach nha. N6i chung, ché phim u
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men dugc san xuit bang cach tao hdn hop va o mach nha véi nuée, tic la trong
qué trinh ngdm 1. Trong khi ngdm 0, ché phdm mach nha/ché pham 16ng c6 thé
dugc bo sung vao cling véi ché pham bd tro giau hydrat cacbon léng bo sung, vi
du, Ita mach nghién, cay ngd, hodc lua. Céc chét b trg ngll cde chua duoc tao
mach nha thudng chta rat it hodc khong chtra cac enzym hoat tinh lam cho né
tr& thanh chit bé trg quan trong dé bd sung cung véi mach nha hodc cac enzym
ngoai sinh dé tao ra cac enzym can thiét cho viéc chuyén héa duong.

N6i chung, viéc san xuat ché phim 0 men dugc bit diu bang cach nghién
mach nha sao cho nuéc c¢6 thé xdm nhép sdu vao céc phan tir cta hat trong giai
doan ngam 1. V& co ban, budc ngdm 1 néu trén 13 su kéo dai qué trinh tao mach
nha véi sy khir tring hop ciia chat nén béi enzym. Trong qué trinh ngam U,
mach nha nghién dugc u ciing véi dich chiét long, nhu nudc. Noi chung, nhiét
d6 u hoic duoc giit khong d6i (ngdm u ding nhiét), hodc duge tdng 1én tr tur.
Trong mdi truong hop, cac chit hoa tan dugc tao ra trong qua trinh tao mach
nha va ngdm 0 dugc giai phéng thanh dich chiét 16ng néu trén. Budce loc tiép
theo tao ra su phan cach giira ché phérn i men va cac hat rén con lai, cic hat ran
cling c6 nghia 1a "hat d4 st dung". Ché phim ¢ men néu trén cling cé nghia la
"ché phém i men tht nhat". Sau khi suc khi va loc, c6 thé thu duoc "ché phém u
men thtr hai". Cac ché phdm 1 men tiép theo c6 thé dugc tao ra bang cach lap lai
quy trinh ndy. Vi du khéng giéi han pham vi ctia sang ché vé cac quy trinh thich
hop dé tao ra ché phim @ men dugc Briggs va cac dong tac gia (néu trén) va
Hough va cac dong tac gia (néu trén) mo ta.

Hoat tinh cta lipoxygenaza d3 dugc mé ta c6 thé duoc 1am gidm bing
cach xtr 1y enzym nho nhiét. Ché phidm 0 men d3 duge md ta c6 thé dugc xu ly
bang nhiét dé lam gidm hoat tinh cta lipxogenaza va/hoac budc ngam u dugc
thuc hién & nhiét do cao. Tuy nhién, ngoai viéc lam giam hoat tinh cua
lipoxygenaza, viéc xir 1y nhiét c6 thé c6 cac tac dong cé hai khac, nhu lam giam
cac hoat tinh enzym khic. Ngoai ra, viéc xur Iy nhiét chi lam giam hoat tinh
lipoxygenaza tir quan diém néu viéc xu ly b.%mg nhiét nay duoc thuc hién va vi

thé khong anh huéng dén su tich liy ctia cac san pham lipoxygenaza.
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Do d6, theo mot phuong 4n, ché phim G men theo sang ché dugc tao ra
bang cach sir dung phuong phap trong d6 nhiét d6 ngam 0 ban diu khéng vuot
qué 70°C, t6t hon 12 khong vugt qua 69°C, vi vy, nhiét do ngédm 1 ban diu co
thé nim trong khoang tir 50°C dén 69°C chang han, nhu nim trong khoang tir
55°C dén 69°C, vi du, nim trong khoang tir 55°C dén 65°C. Ciing t&t hon 13 ché
phim 0 men theo sang ché khong phai chiu nhiét d6 dén 70°C hoédc cao hon
trong thoi gian dai hon 25 phut, t6t hon 13 khéng dai hon 20 min, tét hon nita I3
khong dai hon 15 phiit & buéc ngam . Néu nhiét d6 ngam @ qué cao, thi s&€ anh
huéng dén hoat tinh enzym & budc ngdm U va cé thé lam giam, hoac tham chi
pha hiy, c4c hoat tinh enzym mong muén, ma két qua 1a lam thay d6i chét luong
ctia ché pham @ men nay.

Céc ché phdm 4 men thir nhét, thtr hai va tiép theo c6 thé duogc tao hdn
hop, va sau dé dua vao dun s6i. Ché pham v men chua dun s6i, hodc ché phim G
men thir nhét tinh khiét hodc ché phim t men hén hop, cling duoc goi 13 "ché
pham 0 men ngot"; ma sau khi dun sbi c6 thé goi 14 "ché pham U men s61". Néu
ché pham 0 men can dugc st dung trong san xuét bia, thi ciy hoa bia thuong
dugc bd sung vao trude khi dun séi.

Ché phidm 0 men cling c6 thé dugc tao ra bang cach u cdy lta mach co
null-LOX kép, hodc cac bo phan cia nd, nhu cac hat ¢6 null-LOX chua duogc tao
mach nha, cu thé 14 cac hat cé null-LOX, ho#c cac bo phin ctia né chua dugc
tao mach nha, dugc nghién véi mét hodc nhiéu enzym thich hop, nhu ché pham
enzym hoac ché phém enzym hon hop, vi du, Cereflo, Ultraflo, hodc Ondea Pro
(Novozym). Vi vay, phuong phap san xuat d6 udng tir ché phim 0 men da duoc
tao ra theo cach nay cé thé ciing dwoc goi "san xuit bia lia mach”, va ché pham
1 men cua no 1a “ché phém U men la mach”, hodc ché phém U men "duogc san
xuit bia bang ltia mach". Ché phadm U men nay c6 thé cling duge tao ra bing
cach str dung hon hop gé‘)m mach nha va cay lia mach chua dugce tao mach nha,
hodc bd phan cuia no, hodc chi lia mach chua dugc tao mach nha, tuy v, bd sung
vao mot hodc nhiéu enzym thich hop trong quy trinh san xuit néu trén, cu thé 13

amylaza, glucanaza [t6t hon 13 (1-4)- va/hodc (1-3,1-4)=B-glucanaza], va/hodc
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xylanaza (nhu arabinoxylanaza), va/hodc proteaza, hoic hon hop enzym gdm
mot hodc nhiéu enzym néu trén, vi du, bd sung hén hop enzym Ondea Pro
(Novozymes).

Theo mét phuong 4n dic biét cla sang ché, ché phim U men theo sang
ché 13 ché pham & men ltia mach, nhu ché phdm @ men lta mach sdi, tic 1a ché
phidm 4 men duoc tao ra béng cach U céc hat c6 null-LOX kép chua duoc tao
mach nha (v tot hon 13 d4 nghién) véi nuéc, t6t hon 13 bing céch ngam 1 va suc
khi. Ché phém 1 men 1ia mach nhu vay khac biét & chd, chira T2N va T2N tiém
nang voéi luong rat nho. Vi vay, tét hon 1a ché phém u men [da mach néu trén
chtra T2N tu do véi luong nho hon 50%, t6t hon nita 12 véi luong nhé hon 40%,
tham chi t6t hon nita 1 véi luong nhé hon 30% so v&i ché phim U men lua
mach san xuét dugc theo cich tuong tu tir cdy lta mach kiéu dai, t&t hon 13 tir
chiing cv. Power. Tét hon, néu cac ché phim 1 men néu trén chita T2N tu do v6i
lwong nhé hon 70%, t6t hon nita 13 véi luong nhé hon 60% so véi ché pham
men dugc tao ra theo cach tuong tu tir dot bién D112 ctia cay lia mach dugc mo
ta trong WO 2005/087934. Ngoai ra, t6t hon néu ché phdm G men lta mach néu
trén chira T2N tu do véi lugng toi da 13 0,15ppb, néu ché phdm U men néu trén
duoc diéu chinh do °p nim trong khoang tr 13 dén 16, t6t hon 14 nim trong
khoang tir 14 dén 15, t6t hon nita 12 14,5°p. Tét hon nita, néu ché phim 0 men
tir cay lia mach néu trén chira T2N tiém ning véi lugng nhoé hon 50%, tét hon
nifa 12 v6i lugng nhé hon 40%, thdm chi véi luong nhé hon 30% so vé&i ché
phém Ul men tir cdy lta mach san xuét dugc theo cach tuong tu tir cay lia mach
kiéu dai, t6t hon 1a tir ching cv. Power. Ciing tét hon 13, ché phdm 1 men tir cay
lia mach néu trén chira tién chat T2N véi lugng nhoé hon 50%, t6t hon nita 1a
v6i lugng nhé hon 40%, tham chi tdt hon nita 13 véi lugng nhd hon 30% so vé6i
ché phém U men tUr cdy lda mach san xuét duoc theo cach tuong tu tur cay lua
mach kiéu dai, t6t hon 12 tur ching cv. Power.

Séang ché cling dé cap dén cac san phém thuc vat c6 thé 1a thuc phém,
thirc 3n, va ché phém chira vat liéu tho thom chtra cdy lta mach c6 null-LOX

kép, hodc cac bd phan cua né. Vi du, thuc phém nay cé thé 1a, nhung khong chi
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gi61 han &, céc hat lua mach da duoc tao mach nha hoac chua duoc tao mach
nha, bot [la mach, banh my, chao dic, hon hop ngii cbe chira 1ta mach, cac san
pham boi bd stc khoe, nhur d6 ubng lta mach, xiro lta mach, va céc ché pham
tir cay laa mach duoc tao thanh tAm, nghién hodc ép dun. Cac ché phdm 0 men
thire an, vi du, bao gém ché phém chira cac hat va/hodc bot lta mach. Cac ché
pham chtra vat liéu tho thom dugce mo ta dudi day.

Séng ché ciing dé cap dén hdn hop cta céc ché pham theo sang ché. Vi duy,
theo mot khia canh, sang ché d& cap dén ché pham duoc tao ra bdi hdn hop
gdm:

(i) ché pham chira cay lia mach, hodc bd phan cta nd, chira dot bién thir
nhét dan dén viéc lam mét hoan toan hoat tinh chtic nang LOX-1, nhu
lam mét hoan toan enzym chirc nang LOX-1, va dot bién thir hai din
dén viéc 1am mét hoan toan hoat tinh chirc nang LOX-2, nhu lam mét
hoan toan enzym chirc nang LOX-2; va

(i1) ché phém mach nha dugc tao ra tir cac hat c6 null-LOX kép.

Theo moét khia canh dugc uu tién, sang ché dé cap dén dd uéng, duoc uu
tién hon 1a mach nha, thdm chi duoc wu tién hon nita 1 d6 uéng 1én men, nhu d6
ubng mach nha 1én men, t6t hon la dé ubng chira con, nhu bia ¢ chét lugng tao
cam giac On dinh, trong d6 d6 udng nay duoc tao ra bang cach st dung ltia mach
c6 null-LOX kép, hodc cac bo phan cia nd. Do do, theo mot phuong an duoc uu
tién cua sang ché, 6t hon 13 dd uéng nay duoc tao ra béng cach lén men lua
mach cé null-LOX kép, hodc cac bd phén cia nd, hodc cac dich chiét cia no, vi
du béng cach 1én men ché phrftm u men dugc tao mach nha cé null-LOX kép,
riéng biét hoidc két hop véi cac thanh phan khac.

Tuy nhién, theo c4c phuong an khac clia sang ché, db udng nay 1a dd ubng
khong 1én men, vi du, ché phém i men, tot hon 1a ché phém U men nay dugc tao
ra tir mach nha c¢é null-LOX kép. Ciing nim trong pham vi cia sang ché 13 do
uéng c6 thé duge tao ra tir cdy ltia mach chua dugc tao mach nha, hodc b6 phan

cua no.

-49-


NTH117
Textbox


23548

D6 udng nay co thé 1a dd ubng khéng chira cbn, nhu bia khéng chira con
hoic céc loai d6 udng khac khong chira cdn, nhu dd ubng mach nha khéng chira
cdn, nhu db ubng mach nha.

Tuy nhién, t6t hon 13 d6 uéng néu trén dugc tao ra tir cac hat Iia mach c6
null-LOX kép. Tét hon nita, néu dd udng néu trén 12 bia. Bia nay c6 thé ciing 1a
loai bia ma nguoi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay d3 biét. Theo mot
phuong 4n, vi dy, bia ndy 13 bia dam (bia lager). Tét hon 13, bia ndy dugc niu
bang cach st dung ché phim mach nha chira laa mach cé null-LOX kép da nay
mﬁm, t5t hon nira 12 bia nay danh riéng dugc tao ra tr Iia mach c¢6 null-LOX
kép d& nay mam. Tuy nhién, ché pham mach nha nay c6 thé cling chira cac hop
phﬁn khéc, vi dy, cac hat ngi cdc khéc da nay mam hoéc chua nay mam, nhu l4a
mach kiéu dai, lta mach c6 null-LOX-1, lia mi va/hoac 14a mach den, hodc cac
vt lidu tho khac chua ndzy mam bao gdm dudng, hodc cac ché pham thu duoc tir
vat liéu thé d3 duoc tao mach nha hoic chua dugc tao mach nha, ké ca cic ché
pham xiro. Tuy nhién, tt hon 14 toan bd cay lia mach, nhu toan bd lua mach da
dugc tao mach nha va/hodc chua dugce tao mach nha va/hodc lia mach di nay
mam hodc chua nay mam duoc st dung dé san xuét bia néu trén ma tt hon 1a
cdy lta mach c6 null-LOX kép.

Theo mot phuong 4n duge wu tién, dd udng theo sang ché 13 bia san xuét
duoc tir ché phém u men dugc tao ra tir mach nha di dugce séy kho, t6t hon 12
bing cach ngdm 0 va tiy v, bang cach suc khi. Bia nay & day c6 thé ciing dugc
goi la "bia dugc tao mach nha". Tuy nhién, do uéng theo sang ché c6 thé cling la
bia duoc tao ra tir ché phdm U men tir lda mach. Bia nay cling dugc goi 1a "bia
lia mach".

Theo mt phuong an duge wu tién, dd ubng theo sang ché chira T2N tiém
ning véi lwong nhé hon 50%, t6t hon 14 véi lwong nhé hon 40%, tdt hon nita 13
v6i lugng nhé hon 35%, nhu nhé hon 30% so véi lwgng T2N tiém ning cua db
uéng san xuét dugc theo cach tuong tu tir [ua mach kiéu dai, t6t hon 12 tur ching
cv. Power. Ciing t6t hon 13, d6 udng theo sang ché chira T2N tiém nang voi

luong nho hon 70%, t5t hon 14 véi luong nho hon 60%, nhu nho hon 50% so véi
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d6 udng san xuit duoc theo cach tuong tw tir dot bién D112 cia lta mach c6
null-LOX-1 duge mé ta trong WO 2005/087934. Ciing t6t hon 1, cac dd udng
theo sang ché chita T2N tiém ning véi lwong tbi da 1 2ppb, tét hon nita néu véi
lwong tbi da 14 1,5ppb, nhu tdi da la 1ppb néu d6 °p trong dich chiét ban diu,
trong d6 d6 udng nay trén co s dugc diéu chinh dé do °p nam trong khoang tir
10 dén 12°p, tbt hon nita 1a 11°p.

Theo mét phuong an dugc uu tién, dd udng theo sang ché chita tién chét
T2N véi lugng nhé hon 50%, t6t hon 13 v6i lugng nhéd hon 40%, tt hon nita 1a
v6i lugng nhé hon 35%, nhu véi luong nhé hon 30% so véi luong tién chat T2N
ctia dd uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tu lGa mach kiéu dai, tot hon 14 tir
chung cv. Power. Ciing t6t hon 14 d6 udng theo sang ché chua tién chit T2N véi
luong nhé hon 70%, t6t hon 13 véi lugng nhd hon 60%, nhu nhé hon 50% so véi
dd uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tir dot bién D112 cua lta mach dugc mo
ta trong WO 2005/087934. Ciing t6t hon 13 dd ubng theo sang ché chua tién chét
T2N véi lugng tbi da 13 2ppb, tot hon nita néu véi luong tdi da 1 1,5 ppb, nhu
t6i da 12 1 ppb néu do °p trong dich chiét ban dau, trong d6 dd ubng nay trén co
s& duoc diéu chinh dé do °p ndm trong khoang tir 10 dén 12°p, tét hon nita 1a
dén 11°p.

Theo mot phuong 4n dic biét ciia sang ché, dd ubng nay 1a bia chira T2N
tiém ning vdi luong nhé hon 50%, t6t hon 14 vé6i lugng nhd hon 40%, tdt hon
nita 1a véi lugng nhoé hon 35% so v6i T2N tiém ning ctia bia lta mach kiéu dai,
t6t hon 1a tr chung cv. Power. Theo phuong 4n ndy, ciing t6t hon 13 bia lua
mach néu trén chia tién chat T2N véi lugng nhoé hon 50%, tét hon 1a véi luong
nho hon 40%, t6t hon nita 13 véi luong nhé hon 35% so v6i tién chat T2N cla
bia lGa mach san xuét dugc theo cich tuong tu tir lua mach kiéu dai, t6t hon 12
tir chiing cv. Power. Theo phuong an nay, ciing t6t hon 14 bia lia mach theo
sang ché chira T2N tiém ning v6i luong t6i da 1a 2 ppb, tét hon nita 14 v&i luong
t6i da 1,5 ppb, tham chi t6t hon nita 13 v6i luong t6i da 1,2 ppb. Theo phuong an
nay, tot hon nita 13 bia ltia mach theo séang ché chira tién chat T2N véi luong t6i

da 12 2 ppb, tot hon nita 13 v&i luong t6i da 1,5 ppb, tham chi tét hon nita 13 véi
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luong t6i da 1,2 ppb néu d6 °p trong dich chiét ban dau, trong d6 dd ubng nay
trén co so duge didu chinh dé d6 °p nam trong khoang tir 10 dén 12°p, tét hon
nira 14 dén 11°p.

Theo mét phwong 4n dic biét khac cia sang ché, d6 udng nay 1a bia duoge
tao ra tir mach nha, trong d6 bia nay chira T2N tiém ning v6i luong nhé hon
50%, tot hon 1a v6i luong nho hon 40%, t6t hon nita 13 v6i lwong nhd hon 30%
so véi T2N tiém ning dugc tao ra theo cach tuong tu tir [da mach kiéu dai, tdt
hon 1 tir chiing cv. Power. Theo phuong an nay, ciing t6t hon 1a bia néu trén
chira tién chat T2N véi lugng nhod hon 50%, tét hon 1 v6i lwong nhd hon 40%,
tot hon nita 1a véi lugng nhé hon 30% so véi tién chat T2N cua bia duogc tao ra
theo cach tuong tu tir lta mach kiéu dai, t&t hon 14 tir ching cv. Power. Theo
phuong 4n nay, cling tot hon 13 bia theo sing ché chira T2N tiém ning véi lugng
t6i da 1a 2 ppb, tot hon nita 1 v&i lugng t6i da 1,5 ppb, tham chi t6t hon nia 13
v6i lugng tbi da 1 ppb. Theo phuong 4n ndy, dugc wu tién hon nita 13 bia theo
sang ché chira tién chat T2N véi lugng t6i da 1a 2 ppb, t6t hon nita 1a véi lugng
t6i da 1,5 ppb, tot hon nita 13 véi lwong t6i da 1 ppb néu do °p trong dich chiét
ban dau, trong d6 d6 udng nay trén co sé dugc diéu chinh dé do °p nim trong
khoang tir 10 dén 12°p, t6t hon nita 1a dén 11°p.

"Chét luong tao cam giac" c6 nghia 13 chit luong thinh cAu cam nhan vé
khiru giac va vi gidc cia con nguoi. Vi duy, chét luong nay dugc phan tich boi
Ho1 déng chuyén gia danh gi4d huong vi bia dugc dao tao. T6t hon 13, Hoi déng
chuyén gia danh gid huong vi bia dugc dao tao mét cach dac biét dé nhan dang
vi la ctia aldehyt, nhuw T2N. N6i chung, Hoi dong chuyén gia danh gia hwong vi
bia s& bao gbém tir 3 dén 30 thanh vién, vi du, tir 5 dén 15 thanh vién, tét hon 13
tir 8 dén 12 thanh vién. Hoi dong chuyén gia danh gia huong vi bia c6 thé danh
gia cac mui vi hién c6 khac nhau, nhu vi la do giéy, vi la do oxy hoéa, do ngéu,
va nhiéu vi la. Lién quan dén sang ché nay, t6t hon 1a vi la do giéy va/hoac do
ngau dugc giam mét cach dic biét. Phuong phap xac dinh "chat luong tao cam
giac" cua d6 ubng dugc mé ta trong vi du 6 trong WO 2005/087934. Mot

phuong phap duge wu tién khac xac dinh “chit lwong tao cam giac” cua db ubng
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dugc mo ta trong céc vi du 8 va 9 dudi day. Theo cac phuong 4n dugce uu tién,
chét luong tao cam giac 6n dinh, it nhit mot phan, 13 do T2N hoic T2N tiém
nang voi lugng nho.

Tét hon 13, db udng theo sang ché khac biét & chd, c6 mui vi gidy it hon
s0 v6i d6 ubng twong tu duge tao ra theo cach twong tu tir cdy lta mach chira
hoat tinh LOX-1 va LOX-2 sau khi bao quan it nhét 10 thing & nhiét d6 nim
trong khoang tir 15 dén 25°C, nhu khoang 20°C. Tét hon 13, mui vi gidy néu trén
nhu duoc Hbi dong chuyén gia danh gia huong vi bia danh gia 1a nhé hon 90%,
tot hon nita 14 nho hon 80%, nhu nhé hon 70%.

Ciing t6t hon 13, d6 udng theo sang ché c6 mui vi gidy giam so vé6i dd
uéng tuong tu san xuét duge tir [ta mach kiéu dai sau khi cAt gilt & nhiét do cao.
Néu tinh chat "mui vi gidy" dugc Hoi dong chuyén gia danh gia huong vi bia
dugc dao tao xdc dinh — nhu duge mo ta trén day, va cho diém theo thang diém
tir 0 dén 5, trong d6 0 12 khong c6 va 5 1a cuc nhiéu — thi tdt hon 12 dd ubng theo
sang ché c6 mét hodc nhiéu, tét hon 12 it nhét cé hai, nhu it nhat c6 ba, vi du, tht
ca cac diém sb v& mui vi gidy sau:

(i) Diém sb vé& mui vi gidy it nhét 12 0,5, t&t hon néu it nhét 13 0,7, t6t hon
nita néu it nhat 13 1,0 thdp hon diém sé v& mui vi gidy cua do ubng
dugc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach kiéu dai, t6t hon la tur
chiing cv. Power sau khi 1 ¢ 37°C trong mot tudn;

(i) Diém sd vé mui vi gidy it nhét 13 0,5, t&t hon néu it nhét 13 0,7, tt hon
nita néu it nhat 12 1,0 thap hon diém sé v& mui vi gidy ciia db udng
duoc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach kiéu dai, t5t hon 13 tur
chiing cv. Power sau khi 11 & 37°C trong hai tuln;

(iii) Piém sb v& mii vi gidy it nhat 13 0,5, tbt hon néu it nhét 12 0,7, tét hon
nita néu it nhét 13 1,0 thap hon diém sé v& mui vi gidy cua dd ubng
dugc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach kiéu dai, t6t hon 1a tur
ching cv. Power sau khi 11 & 37°C trong ba tudn;

(iv) Diém sb vé mui vi gidy t6i da bing 90%, t6t hon néu tbi da bing 80%,
t6t hon nita néu téi da bang 70%, tham chi t6t hon nita néu tdi da bing
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60%, con tét hon nita néu t6i da bang 50% diém sé v& mui vi gidy cua
dd uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach kiéu dai, t&t hon
13 tir chiing cv. Power sau khi i & 37°C trong mét tuan;

(v) Diém s6 vé mui vi gidy t6i da bang 90%, t6t hon néu tbi da béng 80%,
t6t hon nita néu t6i da bang 70%, tham chi tét hon nita néu téi da bang
60% diém s6 vé& mui vi gidy cua db ubng duoc tao ra theo cach tuong
tw tr laa mach kiéu dai, t6t hon la tir chung cv. Power sau khi 0 &
37°C trong hai tuan;

(vi) Diém sb vé mui vi gidy t6i da bang 90%, t6t hon néu téi da bing 80%
diém s6 vé& mui vi gidy ctia dd udng dugc tao ra theo cach tuong tu tir
l4a mach kiéu dai, t6t hon 13 tir ching cv. Power sau khi i & 37°C
trong ba tuan;

D6 ubng 13 dd udng néu trén c6 "chét luong tao cam giac 6n dinh", néu dd
ubng néu trén chira T2N tu do véi luong rat nhé, ngay ca sau khi bao quan. Do
dé, muc dich cia sang ché 1a dé xuét dd uéng (nhu bia véi chét lugng tao cam
giac 6n dinh), duoc san xut bang céach sir dung cdy lta mach c6 null-LOX kép.
Tét hon 13, d6 ubng nay chira T2N véi luong rat nho - tot hon 1a chira T2N tiém
nang voi1 luong nhd hon 50%, tot hon 12 véi luong nhé hon 40%, t6t hon nita 1a
vdi1 lugng nhoé hon 35%, nhu nho hon 30%, vi du, nho hon 20%, nhu nhé hon
10% so véi db uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tir [ia mach kiéu dai, t6t hon
la tir chung cv. Power — sau khi cat gifr it nhét 1 tuan, tot hon 13 it nhét 2 tudn,
t5t hon nita 12 it nhit 3 tuén, tham chi tbt hon nita néu it nhat 12 4 tudn, nhu tir 1
dén 3 thang, vi du tir 3 dén 6 thang, nhu tir 6 dén 12 thang, vi du, dai hon mot
nam.

Ngoai ra, t6t hon 14 d6 ubng theo sang ché chira T2N véi luong rat nho —
t6t hon 13 chira T2N tu do véi lwgng nhé hon 50%, t6t hon 1 véi luong nhé hon
40%, t6t hon nita 14 v6i lugng nhé hon 35%, tham chi tbt hon nita 1a véi luong
nhé hon 30%, vi du, véi luong nho hon 25% so véi do uéng dugc tao ra duogc
theo cach tuong tu tlr lia mach kiéu dai, tdt hon 1a tur ching cv. Power — sau khi
bao quan it nhét 1 tuan, tét hon néu it nhét 14 2 tudn, t&t hon nita néu it nhét 12 3
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tudn, thAm chi tdt hon nita néu it nhat 13 4 tuin & nhiét do nam trong khoang tir
30 dén 40°C, tot hon 1 & 37°C, trong thoi gian tir 1 dén 3 théng, vi du, tir 3 dén
6 thang, nhu tur 6 dén 12 thang, vi du, dai hon mét ndm & nhiét d6 nim trong
khoéng tir 20 dén 30°C.

Cu thé, t6t hon 14 d6 udng theo sang ché chira T2N véi lwong rit nho — tét
hon 1a chtra T2N tu do véi lugng nhé hon 50%, tot hon 13 v6i luong nhé hon
40%, t6t hon nita 1a véi lwong nhod hon 35% so véi db ubng duge tao ra theo
cach tuong tu tir [a mach kiéu dai, t6t hon 1a tir chung cv. Power — sau khi bao
quan trong 2 tudn & 37°C. Ciing t6t hon 1a db ubng theo sang ché chira T2N tu
do vé6i lwong nhé hon 50 ppt, tham chi tbt hon nita 14 véi lugng nho hon 40 ppt,
tham chi con tét hon nita 14 véi lugng nhé hon 30 ppt sau khi cét giit trong 2
tudn & 37°C. Tét hon, néu viéc bao quan néu trén duogc thuc hién vdi su ¢ mit
cta sulfit v6i lugng khéng vuot qua 10ppm, tét hon 13 chira sulfit véi lwong nim
trong khoang tir 1 dén 10ppm, t6t hon niva 13 véi lwgng nadm trong khoang tir 1
dén 8ppm, t6t hon nita 1a véi lwong ndm trong khoang tir 2 dén 6ppm, con tdt
hon nita 14 véi lwong nam trong khoang tir 3 dén 5ppm, nhu véi lugng sulfit 1a
4ppm.

Ciing t6t hon 13, d6 udng theo sang ché chia T2N tu do véi lugng nho
hon 80%, t6t hon 13 véi luong nho hon 75%, nhu véi lugng nho hon 60% so véi
dd uéng duogc tao ra theo cach tuong tu tir lta mach c6 null-LOX-1, t6t hon 1a tir
dét bién D112 cta lta mach duoc mo ta trong WO 2005/087934 - sau khi cét
gitt trong 2 tun ¢ 37°C. Tét hon, néu viéc bao quan nay duoc thuc hién vdi su
c6 mit cua sulfit véi lugng khong vuot qua 10 ppm, tét hon 1a véi luong sulfit
nam trong khoang tir 1 dén 10ppm, t&t hon niva 1a véi lwong nam trong khoang
tir 1 dén 8ppm, tét hon nira 14 v6i luong ndm trong khoang tir 2 dén 6ppm, con
t6t hon nita 13 v6i luong nam trong khoang tir 2 dén 4 ppm.

Ciing dic biét tot hon 13, d udng (nhu bia, vi dy, bia lua mach) theo sang
ché chira T2N véi luong rat nho - t6t hon 13 chita T2N tur do véi lugng nhoé hon
50%, tot hon 1a véi luong nhé hon 40%, t5t hon nita la véi luong nho hon 35%,
tham chi t6t hon nita 1 v6i lugng nhé hon 30%, con t6t hon 13 véi luong nhé
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hon 25% so véi dd uéng duoc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach kiéu dai, t6t
hon 1a tir ching cv. Power - sau khi bao quan trong 8 tuin ¢ 37°C. Puoc tdt hon
nira 13, do uéng nay (nhu bia, vi du, bia lia mach) chira T2N ty do v6i lugng tbi
da 14 50 ppt, tham chi tét hon nita néu véi lwong toi da 14 40 ppt, con tét hon nita
néu véi luong t6i da 1a 30ppt, tham chi con tét hon nita néu véi luong ti da la
20ppt sau khi bao quan trong 8 tuan & 37°C. Tét hon, néu viéc bao quan néu trén
dugc thyc hién v6i sy c6 mt cta sulfit v6i lugng khong virgt qua 10 ppm, tot
hon 13 chira sulfit véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 10ppm, t6t hon nita 1a
v6i lugng nam trong khoang tir 1 dén 8ppm, tét hon nita 12 véi luong nim trong
khoang tlr 1 dén 6ppm, con tot hon nita 13 véi luong nam trong khoang tir 2 dén
4ppm, nhu v6i luong sulfit 1a 3ppm.

Ciing t6t hon 13, d6 udng theo sang ché chira T2N tu do véi lugng nho
hon 70%, t6t hon 13 véi lugng nhé hon 60%, tham chi t&t hon nita la véi lugng
nho hon 55% so véi dd uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tir lia mach c6 null-
LOX-1, tét hon la tir dét bién D112 cua cdy lia mach dugc moé ta trong WO
2005/087934 — sau khi bao quan trong 8 tuan & 37°C. Tét hon 13, viéc bao quéan
nay dugc thuc hién véi sy 6 mat cia sulfit voi lugng khong vuot qua 10ppm,
t6t hon 1a vé6i luong sulfit ndm trong khoang tir 1 dén 10ppm, t&t hon nita 13 véi
Juong nam trong khoang tir 1 dén 8ppm, t6t hon nita 1a véi lugng nim trong
khoéng tir 2 dén 6ppm, con tbt hon nita 13 v6i lwong nam trong khoang tir 2 dén
4ppm.

Hon thé nita, muc dich cta sang ché 13 d& xuit dd ubng, nhu bia san xuét
duoc bang cach sir dung cy ltia mach cé null-LOX kép - tot hon 14 chtra T2N
va/hodc chira T2N tiém ning véi luong nhé hon 70%, t&t hon 1a véi lugng nho
hon 60%, nhu véi lwong nhé hon 50%, t6t hon nita 13 chira T2N tu do véi luong
nho hon 70%, t6t hon 14 véi luong nhoé hon 60%, nhu véi lugng nhé hon 50% so
v6i do uéng dugc tao ra theo cach tuong tu tir dot bién D112 cta cdy lua mach
nhu duge mo ta trong WO 2005/087934, sau khi bao quan trong it nhét 1 tuan,
t6t hon néu trong it nhat 2 tudn, t6t hon nita néu trong it nhat 3 tudn, tham chi t6t

hon nita néu trong it nhét 4 tudn & nhiét d6 nam trong khoang tir 30 dén 40°C,
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t6t hon 13 & 37°C, nhu trong thoi gian tir 1 dén 3 thang, vi du, tir 3 dén 6 théng,
nhu tir 6 dén 12 thang, vi du, bdo quan dai hon mét ndm & nhiét d6 nim trong
khoéng tir 20 dén 30°C.

Cu thé, t6t hon 13 d6 uéng (nhu bia, vi duy, bia lia mach) theo sang ché
chita T2N véi lugng rat nho - tét hon 13 chira T2N tu do véi luong nhé hon
70%, t6t hon 14 véi luong nho hon 60%, t&t hon nira 13 vé6i luong nhé hon 55%,
tham chi t&t hon nita 13 véi lugng nho hon 52% - so voéi dd uéng dugc tao ra
theo cach tuong tu tr lia mach kiéu dai, tét hon la tur ching cv. Power, sau khi
bao quan trong 8 tudn & 37°C. Tt hon 13, viéc bdo quan nay dugc thuc hién véi
su c6 mit cua sulfit véi lugng khong vuot qué 10ppm, tot hon 13 vé6i luong sulfit
nam trong khoang tir 1 dén 10ppm, tét hon nira 1 véi luong nim trong khoang
tir 1 dén 8ppm, ot hon nita 14 v6i lwong ndm trong khoang tir 1 dén 6ppm, con
t6t hon nita 13 véi luong ndm trong khoang tlr 2 dén 4ppm, nhu véi luong sulfit
1a 3ppm.

Tt hon, néu db ubng theo sang ché ciing chira sulfit véi lugng nam trong
khoang tir 1 dn 10 phan triéu (ppm), tbt hon nita 13 véi Jugng nam trong
khoang tir 2 d&én 8ppm, t&t hon nita 13 ndm trong khoang tir 3 dén 7ppm, con tot
hon nita 13 v6i lugng sulfit nim trong khoang tir 4 dén 6ppm. Tét hon, néu dd
ubng theo sang ché chira T2N tu do véi luong t6i da 13 0,07ppb (phan ty), tot
hon néu véi lugng tdi da 1a 0,06 ppb, tdt hon nita néu véi lugng tdi da 1a
0,05ppb, tham chi t6t hon nita néu véi luong ti da 13 0,04 ppb, nhu véi luong
t6i da 12 0,03 ppb sau khi bao quan trong thoi gian it nhat 1 tudn, tdt hon 13 trong
it nhat 2 tuan, tot hon nita 1a trong it nhét 3 tun, tham chi t5t hon nita 14 trong it
nhét 4 tudn, nhu trong thoi gian tir 1 dén 3 thang, vi du, tir 3 dén 6 thang, nhu tir
6 dén 12 thang, vi dy, trong thoi gian mot nam sau khi bao quan & nhiét d6 nim
trong khoang tir 15°C dén 40°C, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 30°C dén 37°C,
t6t hon nita 1a & 37°C. Theo mdt phuong 4n dugc wu tién clia sang ché, db udng
theo sang ché chtta T2N tir do v6i luong tdi da 1a 0,03 ppb, tét hon néu véi

lugng t6i da 14 0,025 ppb, tét hon nira néu véi lwong tbi da 14 0,02 ppb (phin t)
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sau khi bao quan trong 4 tudn & 37°C véi su c6 mat cua sulfit véi luong nim
trong khoang tir 4 ¢én 6 ppm.

Tt hon 13, d6 udng theo sang ché vai chét lugng tao cam gidc 6n dinh
chira T2N tiém nang véi luong rat nho, tét hon 13 chira T2N tiém nang vai lugng
nhé hon 40%, tdt hon nita 1a véi lugng nhé hon 30%, tham chi tét hon nita 13
v6i lugng nho hon 25% so véi db udng twong tu duoc tao ra theo cach tuong tu
tur cay lta mach kiéu dai, tbt hon 14 tir ching cv. Power.

Theo mot phuong 4n, sang ché lién quan dén dd ubng, nhu bia, chira axit
trihydroxy octadexenoic nhét dinh véi luong rat nhéd (cling duge ky hiéu 1a
THA), cu thé lién quan dén db ubng chira 9,12,13-THA va 9,10,13-THA véi
luong rat nho. Cac THA khéc biét & chd, c6 vi déng hon (Baur va Grosch, 1977;
Baur va cac dong tac gia, 1977), va do d6 dugce coi 1a khéng mong mudn.

Vi vy, diéu mong mudn 1a db udng theo sang ché chta 9,12,13-THA va
9,10,13-THA véi lugng cang nhé cang t6t, ma t6t hon 1a véi luong nho hon 1,3
ppm, nhu véi lugng nho hon 1 ppm. Tuy nhién, tong ham lugng cua 9,12,13-
THA va 9,10,13-THA trong db ubng thu duoc tir mach nha — nhu bia — cling phu
thudc vao luong mach nha dé san xuét d6 udng dic biét nay. Vi vay, noi chung
bia manh s€& chira 9,12,13-THA va 9,10,13-THA véi lugng nhiéu hon so véi bia
nhe hon, 1am cho tong luong 9,12,13-THA va 9,10,13-THA trong bia manh hon
cao hon nhung chap nhin dugc. Do d6, t6t hon 1a d6 ubng theo sang ché chua
9,12,13-THA va 9,10,13-THA véi luong nhé hon so véi dd ubng duge tao ra
theo cach twong tu tir laa mach kiéu dai, tét hon 1a tir chiing cv. Power. Cu thé,
d6 ubng theo sang ché chita 9,12,13 THA véi luong t6i da bang 50%, tot hon 1a
v6i lugng t6i da bang 40%, t&t hon nita 13 véi luong tdi da bang 30% so véi
lugng nay trong dd ubng duoc tao ra theo cach tuong tu tir la mach kiéu dai, ma
t6t hon 1a tir ching cv. Power. Tét hon nita 13, dd ubng theo sing ché chia
9,10,13 THA véi lugng toi da 14 70%, t6t hon 13 v6i lugng téi da bing 60% so
v6i lugng nay trong dd udng duogce tao ra theo cach turong tu tir 1da mach kiéu dai,
ma t6t hon 14 tir ching cv. Power. D ubng nay cé thé dugc tao ra bang céch s

dung lua mach c6 null-LOX kép.
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Theo mét phuong an, db ubng theo sang ché c6 chét lugng bot dugce cai
thién. Diéu nay 1a dac biét thich hop néu db udng nay 1a bia. Do d6, muc dich
cua sang ché 1a dé xuét dd uéng, nhu bia, ¢ chat lugng bot tdt hon. Tét hon 13
d6 ubng theo sang ché tao ra lwong bot it nhat 10% cao hon, tot hon néu it nhét
14 20% cao hon, con tét hon nita néu it nhét 14 25% cao hon trong thoi gian tir 60
dén 80 phut, tot hon la trong 80 phut so véi dd ubng dugc tao ra theo cach tuong
tu tir lGa mach kiéu dai, ma tét hon 1a tir chung cv. Power. Viéc tao ra bot néu
trén dugc xac dinh nhu dugc mo ta trong vi du 9 dudi day.

Sang ché cfing dé cap dén phuong phép san xuét do ubng néu trén. Tt
hon 12 cac phuong phap nay bao gdbm céc budc:

(1) tao ra ché pham mach nha chira cac hat c6 null-LOX kép dd nay mam;
(ii)  xu ly ché pham mach nha néu trén thanh db uéng;

nhd d6 thu duge db ubng véi chét lwong tao cam gi4c 6n dinh hon.

Theo mét phuong an dwoc uu tién, dd udng nay 1 bia. Trong truong hop
nay, t6t hon 13 budc xir Iy bao gdm viéc tao ra ché phim @ men tir ché phim
mach nha néu trén, vi du, bing phuong phap bét ky da dugc mo ta trén day, va
1én men ché phim & men nay.

Theo quan niém chung, d6 ubng c6 con - nhu bia - ¢6 thé san xuét dugc tir
cac hat lia mach da duogc tao mach nha va/hodc chua duge tao mach nha. Ngoai
cdy hoa bia va nAm men, mach nha déng gép vao vi va mau cta bia. Hon thé
nita, chtic ning ctia mach nha 14 1am ngudn dudng 1én men dugc va enzym. Quy
trinh chung dé san xuét bia dang so dd dugc thé hién trén FIG.3, trong khi phén
mb ta chi tiét cac vi du vé cac phuong phap thich hop dé tao mach nha va dé san
xuét bia c6 thé duoc tim thy, vi du, trong cac 4n phim cua Briggs va céc dong
tac gia (1981) va Hough va céc dong tac gia (1982). Hién c6 rat nhidu phuong
phép dugc cap nhat mét cach thudng xuyén dé phan tich céc san phdm lia mach,
mach nha va bia, vi dy, nhung khong chi gidi han &, American Association of
Cereal Chemists (1995), American Society of Brewing Chemists (1992),
European Brewery Convention (1998), va Institute of Brewing (1997). P4 thua

nhan réng nhiéu quy trinh dac biét dugc sir dung cho viéc san xuAt bia nhét dinh,
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v6i nhitng phuong 4n khac nhau dang ké nhat lién quan dén s& thich cua nguoi
tiéu thu dia phuong. Phuong phap dé san xuét bia bat ky nay c6 thé duge sir dung
theo séang ché. Céc vi du khong gi6i han pham vi clia sang ché duge md ta trong
cacvidu8vao.

Ché phém mach nha cua dd uéng néu trén - nhu bia, dd uéng mach nha,
hodc ché pham & men khéng 1én men, vi du, c6 thé thu dugc bang phuong phéap
bat ky mo ta trén day. Ché phim 0 men c6 thé dugc tao ra tir ché pham mach
nha nhu dugc mo ta trén day.

Tét hon 14, budc thir nhét cta quy trinh san xudt bia bao gdm viéc dun sbi
ché pham & men néu trén. Trong qué trinh dun s6i, cac thanh phan khac c6 thé
dugc bd sung vao, vi du, cdy hoa bia 1am cho bia c6 vi ding va thom thong
thuong. Viéc dun séi ché phdm @ men cling gay ra sy két tu gitta cc polyphenol
va céc protein bién tinh, ma chi yéu 13 két tu trong giai doan lam ngudi ché
pham 1 men tiép theo. Sau khi duge lam ngudi, ché phim 1 men dugc chuyén t6i
thung 1én men chita nAm men. Tt hon, néu nAm men nay 1a ndm men san xut
bia, Saccharomyces carlsbergensis. Ché phdm 0 men nay s& dugc 1én men trong
khoang thoi gian thich hop bét ky, néi chung 14 tir 1 dén 100 ngay. Trong qua
trinh 1én men nhiéu ngay, dudng chuyén héa thanh rugu va CO, ddng thoi voi su
phat trién clia mot vai huong liéu.

Tiép theo, bia co thé tiép tuc dugc xu ly, dugc lam lanh chéng han. No
cling c6 thé duoc loc va/hoac 1am nhe — qua trinh phat trién huong thom dé& chiu
va khong c6 vi men. Ngoai ra, cic chét phu gia c6 thé dugc bd sung vao. Hon
thé nita, CO, c6 thé dugc bd sung vao. Cubi cing, bia ¢6 thé duge thanh trung
va/hodc loc, trude khi duge bao géi (vi dy, dong chai hoic lon).

Mic du ¢6 nhiéu vu diém trong linh vuc san xuit bia, nhung ¢6 loi néu
lam gidm lugng T2N va T2N tiém ning trong bia. Do d6, vAn con ¢ nhu ciu vé
nguyén liéu mai, ddc biét 1a Ida mach va mach nha dong gop lam mét vi la trong
bia thanh phém. Do d6, muc dich cua sang ché 1a dé xuét cdy lia mach va mach

nha nay.
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Hién c6 cac phuong phap khac nhau dé xac dinh xem liéu c6 phai cay lua
mach, hodc san phém thuc vat clia n6 duoc tao ra tir cdy lia mach mang cac dot
bién trong gen ddi véi LOX-1 va LOX-2, ma gy ra su lam mét hoan toan
enzym chiic ning LOX-1 va 1am mat hoan toan enzym chirc nang LOX-2 hay
khong. Né6i chung, cac san phim thuc vat nay sé chta it nhdt mot vai ADN bo
gentir cdy dung dé san xuét ching. Vi vdy, mach nha s& chitra ADN bb gen voi
lugng 16n, nhung tham chi lda mach hodc cac dich chiét mach nha, nhu ché
phém G men, ¢ thé chia ADN bo gen hodc cac doan cua no tir cdy lua mach
hodc mach nha nay. Ngoai ra, dd uéng cod nguén géc tr laa mach, nhu bia, ¢6
thé chita ADN bd gen hodc cac doan cua nd tur cdy néu trén. B.’?mg cach phan
tich ADN trong san phém thuc vat, co thé xéac dinh duoc liéu c6 phai cay nay,
ma tur dé san phém thuc vat dugc tao ra, mang céc dot bién trong cac gen LOX-
1 v LOX-2, c6 lam mét hoan toan enzym chirc ning LOX-1 va lam mat hoan
toan enzym chiic niang LOX-2 hay khong. Cac dét bién c6 thé, vi du, 13 dot bién
bét ky trong so cac dot bién trong cic gen LOX-1 va LOX-2 dugc mé ta trén
day trong phan "MAat hoan toan hoat tinh chirc nang cua LOX". ADN bd gen c6
thé duoc phan tich boi phurong phép hitu ich bét ky, nhu phuong phap xac dinh
trinh ty hodc phuong phép trén co s& mé rong, ké ca céc phuong phap trén co s
PCR. Néu céac dot bién cu thé trong gen LOX-1 va/hodc gen LOX-2 dugc gia
dinh, thi sau d6 c6 thé sir dung phép phan tich hién tugng da hinh, vi dy, phan
tich SNP. Phan tich nay c6 thé duoc thuc hién nhu dugc moé ta & day trong vi du
10. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& c6 kha nang thich ung
voi phan tich SNP déc thu dugc md ta trong cac vi du nay dé sur dung cung véi
cac dot bién khac hogc vat liéu khéi dau khéc.

Néu céc san phém thuc vat néu trén chi dugc tao ra tir cac cay lta mach
mang céc ddt bién trong gen d6i véi LOX-1 va LOX-2, 1am mAt hoan toan
enzym chirc ning LOX-1 va lam mét hoan toan enzym chirc nang LOX-2, thi voi
su cO mat so voi su véng mat cua ARN thong tin cua LOX-1 va/hodc ARN thong
tin cia LOX-2 va/hoic protein LOX-1 va protein LOX-2 c6 thé ciing 1a chi béo

xem liéu c6 phai san pham thuc vat néu trén dugc tao ra tir ciy 14a mach c6 null-
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LOX kép hay khong. Viéc xét nghiém san pham thuc vét ndy cé thé ciing duoc
thuc hién nho phén tich phép thdm tach T4y, hodc phuong phap phan tich protein
khéc, hodc béi RT-PCR, hodc badi phan tich phép thdm tach Béc, hodc béi phan
tich ARN théng tin khac. Céc thir nghiém nhu vay 13 dic biét hitu ich néu san
pham thue vat nay 12 mach nha.

Gay dot bién bang phuong phap héa hoc

Pé tao ra ciy lia mach ¢ null-LOX kép theo sang ché — tirc 13 cdy chira
dot bién thir nhat din dén viéc lam mat hoan toan enzym chitc nang LOX-1 va
d6t bién thir hai dan dén viéc 1am mat hoan toan enzym chirc ning LOX-2 — mot
s6 luong 16n céc dot bién ciia lia mach dugc tao ra boi phuong phap gy dot
bién bat ky, vi du, bang cach st dung su gy dot bién cac hat lia mach bang
phuong phép héa hoc. Phuong phap nay 1a da biét dé tao ra dot bién ngau nhién.
Viéc gay dot bién lua mach c6 thé duge thuc hién bang cach sir dung héa chét
gy dot bién bét ky. Tuy nhién, tot hon 14 viéc gdy dot bién nay duge thuc hién
bang cach xir Iy cac hat bang NaNs, cho phép cac hat con sbng sét ndy mam,
tiép theo phan tich cac ciy con chau. Cay hinh thanh nay sinh trudng tir cac hat
duoc gay dot bién duoc goi la thé hé MO, chira cac thé kham di hop ti dbi véi su
dot bién bat ky nhét dinh. Céc cdy con chau duoc chon loc sau khi tu thu phén
duogc goi 14 thé hé M1, trong d6 d6t bién nhat dinh nay phén ly thanh cac di hop
tr va céc dong hop tir tvong tmg (xem FIG.1).

Viéc xir Iy cac hat bing NaNj 13 khéng twong duong véi viée xtr Iy mot té
bao don 1&, vi cac hat sau khi xir Iy s& chirta mot s té bao khéng chtra dot bién
va nhiéu té bao chira dot bién ADN khéc nhau. Vi cac dét bién trong cac dong té
bao ma khéng tao ra dong té bao mam, nén muc tiéu 13 dua chit giy dot bién
vao mét sb té bao dé phat trién thanh cic mé c6 thé sinh san, gép phan vao su
phét trién thé hé M1.

Pé danh gia tong thé hiéu qua dot bién, cac thé ghép bach tang va cay
bach tang c6 thé dugc tinh dén & cac thé hé MO va M1. Piém s cta chit gay

dot bién 1a ham s6 cda céc cay song sét dua ra sy dy doan ve hiéu qua gay dot
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bién, trong khi diém sé cta chit gay dot bién 12 ham sé cua céc hat duoc xtr ly
lai cung cap s6 do téng hop vé ca hiéu qua gy dot bién va lam chét hat.

Diéu dang luu ¥ 13, cac t& bao ¢ céc co ché dam béo chét luong hau nhu
& mdi budc biéu hién gen, c6 kha nang diéu tiét anh huéng clia cac dot bién gay
t6n thwong. Mot vi du da duoc nghién ciru k§ trong sinh vat c6 nhan thyc 13 su
thoai héa ARN thong tin do v6 nghia ra, dugc ky hiéu 1a NMD, ma can tr¢ su
tong hop clia céc protein bi cit cut sém gay hai (Maquat va Carmichael, 2001;
Wu va cac ddng tac gia, 2007). Trong NMD, codon tdn cung dugc nhan dang
duéi dang sém boi vi tri ctia né twong tmg véi cac phan tir 1am mét on dinh cubi.
Céc dot bién ma tao ra cac codon tan cung sém (vo nghia), dugc ky hiéu la PTC,
do6i khi lam gia ting luong céc san phdm phién mi duoc tach intron ludn phién
ma bo qua cac dot bién tin cong, nher d6 vé tiém ning tiét kiém chuc nang cua
protein (Mendell va Dietz, 2001).

Nhén gibng cay

Theo mét phwong 4n, muc dich ciia sang ché 13 d& xuét ciy lta mach hitu
ich vé tinh trang néng hoc ¢ null-LOX kép. Su phat trién clia cay trong thudng
duoc thay nhu 1a qué trinh kéo dai bét dau véi viéc dua vao d4u hidu méi. Tuy
nhién, tir quan diém cia ngubi nhan gibéng cay, d6i khi budc nay co thé 1am cho
cay c6 bién dang tong thé it mong mubn hon vé cac tinh trang nong hoc so vai
cac loai hién c6 ban trén thi truong.

Ngoai tinh trang c6 null-LOX kép, céc yéu td bd sung cling c6 thé duoc
can nhéc trong linh vuc ndy dé tao gidng lia mach tao mach nha cé béan trén thi
truong, vi dy, nang suat hat va kich thudc hat, va céc thong s6 khac lién quan
dén hiéu qué tao mach nha hodc hiéu qua san xuét bia. Vi ¢6 nhiéu, néu khong
néi phai 1a tt ca, cac tinh trang thich hop da dugc thé hién dang trong qua trinh
kiém soat v& mit di truyén, sang ché ciing dé xuét cdy lua mach hién dai, dong
hop tlr, ning suét cao cé thé san xudt duoc tir viée lai chéo véi cay lua mach cé
null-LOX kép, ma duoc néu trong coéng bb ndy. Cac hat cia ciy lua mach nay
tao ra nguyén liéu méi it c6 kha nang tao ra T2N tiém niang, tc 13 t6t hon néu

mach nha san xuat duoc tir cac hat nhu vay chira T2N tiém nang voi luong nhé
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hon 50% so v&i mach nha dugce tao ra theo cach tuong tu tir dot bién D112 cta
lia mach ¢6 null-LOX kép duge mé ta trong WO 2005/087934. Nha nhén gibng
cay lua mach sé c6 kha ning chon va phat trién ciy lia mach nay — tiép tuc lai
gidng vdi cay lua mach c6 null-LOX kép — sé tao ra céy trong tot hon. Theo cach
khac, nha nhan giéng ltia mach nay cé thé dung cdy lta mach theo sang ché dé
tiép tuc gdy dot bién nhim tao ra cy tréng méi thu duoc tir lta mach c6 null-
LOX kép.

Mot phuong phap dam bao rang tinh trang ¢6 null-LOX kép dugc duy tri
trong cac dong con chau cé lién quan dén viéc phén tich SNP cua gen LOX-1 va
gen LOX-2. Tét hon, néu cac hoat tinh LOX-1 va LOX-2 cling duoc xac dinh.

Cay la mach theo sang ché c6 thé ciing duoc dua vao so dd nhan gidng
thich hop bat ky.

Mot muc dich khac cua sang ché 1a dé xuit cay lua mach co6 tinh vu viét
vé mit ndng hoc co tinh trang null-LOX kép. Do d6, sang ché cling dé cép dén
phuong phap san xuat cdy lia mach méi c6 null-LOX kép bang céch lai gidng
cdy lua mach bb-me thé hé thir nhat véi cdy lta mach bb-me thé hé thi hai,
trong d6 ciy lia mach thé hé thi nhit va thir hai nay 14 lta mach cé null-LOX
kép. Ngoai ra, ca cdy lua mach thé hé thu nhat va thi hai c6 thé duoc tao ra tir
gidng lta mach c¢6 null-LOX kép. Vi vay, bing cach sir dung gidng lua mach c6
null-LOX kép phwong phép bat ky niy 12 mot phan cia sang ché: thu phén, lai
nguoc, lai quan thé, va lai tuong tu. T4t ca cdc ciy duoc san xult bang cach st
dung giéng lta mach c6 null-LOX kép 1am cay bd-me déu ndm trong pham vi
ctia sang ché, ké ca cac cay ltia mach duoc phat trién tir gidng thu dugc tir gidng
lia mach c6 null-LOX kép. Lua mach c6 null-LOX kép co thé ciing duogc six
dung dé bién nap gen trong cac truong hop néu AND ngoai sinh dugc dua vao
va dugc biéu hién trong cay hodc moé thuc vat c6 null-LOX kép nay.

Céc phuong phép lai nguoc cé thé duge sir dung theo sang ché dé dua tinh
trang null-LOX kép cua cdy lua mach duogc dot bién vao cay tréng khac, vi du,
ching cv. Scarlett hogc chiing cv. Jersey, ca hai déu 1a cac chung lua mach tao
mach nha hién nay, c6 ning suit cao. Theo quy trinh lai nguoc chuén, gidng gbc
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dang quan tdm, tirc 13 cdy bé-me truy hdi, dugc lai chéo véi giéng tht hai (ttc 13
cay bb me khéng truy hoi), mang cac gen LOX cua dét bién dang quan tim can
dugc chuyén. Sau d6, cdy thé hé sau thu duoc null-LOX kép tir viéc lai chéo nay
dugc lai chéo véi cay bd me truy hdi, véi quy trinh nay duge 13p lai cho dén khi
thu duoc ciy lta mach, trong d6 chi yéu 14 tit ca cac dic tinh duge quy dinh bdi
ciy bd me khéng truy hoi dugc khoi phuc trong ciy san xuét duoc, ngoai su thiét
1ap di truyén dwoc chuyén cho cdy bd me khong truy hoéi véi ddu hiéu ¢ null-
LOX kép. Cudi cung, cy lai nguge sinh ra sau cung 13 cay duoc tu phédi dé thu
dugc cay thé hé sau bing cach nhan gidng thuin khiét, c6 null-LOX kép.

Mot cach dé tang tdc quy trinh nhan gidng cay trong bao gdm budc nhan
giéng ban dau céc dot bién da duoc taora béng cach ung dung viéc céy mo va k¥
thuat tai sinh. Vi vdy, theo mot khia canh khac sang ché dé xuét cac té bao, la cac
té bao ma khi sinh truéng va phan héa tao ra cay ltia mach véi ddu hiéu c6 null-
LOX kép. Vi duy, viéc nhan giéng c6 thé kém theo su lai giéng truyén théng, san
xuit ra cdy thu duoc tir bao phén hitu thu hodc bang cach su dung cac phuong
phép ciy tiéu bao tir.

Céc san phdm cta quy trinh LOX

Theo c4c phuong 4n khac nhau, sang ché d& cap dén ciy lta mach, va cac
bo phan ctia né, chira T2N tiém ning véi lugng rat nhé. Cac enzym LOX xtc tac
su dioxy héa axit béo da bat bdo hoa bing hé cis-1,cis-4 pentadien. Trong lda
mach, cdc axit béo da bt bdo hoa c¢6 18 nguyén ti cacbon nhu axit linoleic
(18:2A9’12) axit a-linolenic (18:3A9’12’15) 1a cac chit nén LOX chu yéu. Quy trinh
chuyén hoéa axit béo chira lipoxygenaza duoc bat diu bing cach bd sung oxy
phan t & vi tri C-9 (chu yéu duoc xtc tac bdi LOX-1) hodc & vi tri C-13 (chu
yéu dugc xuc tdc boi LOX-2) ciia mach axyl, tao ra cac axit 9-HPODE va 13-
HPODE [axit 9-hydroperoxy octadecatrienoic va axit 13-hydroperoxy
octadecatrienoic (HPOTE) tuong tmg 13 cic san pham néu co chit 13 axit o-
linolenic, nhung céc axit HPOTE nay khong thuc hién chiic ning lam tién chét
dbi v6i T2N]. Trong cac nhanh hydroperoxit lyaza ctiia quy trinh LOX, ca 9-
HPODE va 13-HPODE c6 thé bi phan cit thanh c4c axit oxo va aldehyt mach
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ngén (xem FIG.2). Cu thé, 9-HPODE c6 thé bi phan cat dé tao ra cis-nonenal ma
dugc chuyén hoa thanh T2N, trong khi 13-HPODE la tién chét cua 2-E-hexenal.
Vi vay, 13-HPODE, san pham chinh ctia qué trinh dioxy hoéa axit linoleic duoc
xtc tic béi LOX-2 khong duge doan trude dé duge 13 thanh phan ndm trude cla
quy trinh nay dan dén su tao ra vi hoi ciia T2N.

b3 dugc thira nhan réng sang ché bao ham viéc san xuét anh huong dén
cac chit chuyén hoa nim sau cta chit xtc tdc LOX-1 va LOX-2, khong duoc tao
ra lam san pham truc tiép cta phan tng duoc xuc tac boi LOX-1 hoic LOX-2,
ma do hang loat phan tmg tiép theo. Cac phan tng nay bao gdm céc chét dong
phan hoa va céc su chuyén hoa tu phat, do yéu tb gdy ra, hodc duogc xic tac nho
enzym. Vi vay, viéc san xuét cac chat trao doi chit nim sau cé thé bi anh hudng
bang céch diéu bién su biéu hién ctia cac hop phan khac cua quy trinh nay, vi du,
hydroperoxit lyaza (HPL).

T2N tiém ning

Muc dich quan trong cia sang ché 13 1am giam hodc loai bé T2N tiém
ning. Vi vay, muc dich cta sang ché 13 lam giam su tao ra tién chit T2N va céac
san pham céng aldehyt. Mac di mot s6 phan ting héa hoc lién quan dén bia c6
mui 61 kho ta, nhung su tao ra T2N tu do tir T2N tiém nang duoc thira nhin la
nguyén nhan chinh ctia sy phat trién vi héi trong cac san phdm bia (Kuroda va
céc dong tac gia, néu trén). Do d6, muc dich cua sang ché 13 dé xuét dd ubng
chira T2N tiém ning véi luong nho cling nhu d6 udng chua tién chit T2N véi
luong nho.

Hau hét T2N tiém ning dugc chuyén tir ché pham U men vao bia thanh
phim, trong d6 T2N tu do c6 thé duoc giai phéng (Liégeois va cac dong tic gia,
2002), voi diéu kién do axit va nhiét do la cac yéu tb quan trong trong quy trinh
nay. Theo sang ché, T2N tiém ning dugc xac dinh nhu dwoc mé ta trén day
trong phan “cac dinh nghia”. Hién cling c6 cac phuwong phap khéac dé xac dinh
luong T2N tiém nang. Dé tranh ri loan, nghia cta thuat ngit "T2N tiém nang"
trong trudng hop sang ché duoc mo ta trén day trong phan “cac dinh nghia”. Cac

chét héa hoc ¢6 kha ning giai phong T2N hodc chuyén hoa thanh T2N & day co
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nghia 14 "tién chat T2N", va tién chit T2N xéc dinh duoc hodc do duogc bing céc
phuong phap khac ma khong phai 1a phuong phép xac dinh T2N tiém ning cé
tén goi la "tién chat T2N", Cu thé, tién chat T2N c6 thé duoc xac dinh béng cach
xtt Iy mAu & budc thir nhét sao cho chu yéu 1 tit ca (t5t hon 13 tAt ca) cac héa
chét c6 kha ning giai phong T2N hoic chuyén héa thanh T2N mét cach thuc su
dé 1an Iuot giai phéng T2N va/hodic chuyén héa thanh T2N. Sau d6, xac dinh
luong T2N.

Céc hat lia mach theo sang ché khong chtra hoat tinh LOX-1 va LOX-2.
Piéu dang ngac nhién 13, c4c hat lia mach nay chita T2N tiém nang véi luong rat
nho.

Do d6, bia dugc san xuét béng cach st dung cac hat Iia mach cé null-
LOX kép sé& khong chi chira T2N v6i lugng rat nho, ma con chira T2N tiém nang
vl luong rat nhd. Céc hat laa mach cé null-LOX kép déu nim trong pham vi
ctia sang ché ma thu dugc cac san phim bia chira T2N tiém nang véi luong rat
nho, tét hon 1a véi lugng nhé hon 40%, tdt hon nira 1 véi lugng nhé hon 30%,
tham chi t6t hon nita 13 véi lugng nhé hon 25% luong T2N tiém nang cua san
phém bia twong tu san xuét dugc theo cach twong tu tir lda mach kiéu dai (tét
hon 1a chiing cv. Power). Vi vay, t6t hon néu san phim bia néu trén chira T2N
tiém nang v61 lugng nhé hon 60%, tot hon niva 12 véi luong nhé hon 50% luong
T2N tiém ning clia bia twong ty san xuit dugc theo cach tuong tu tir dot bién
D112 cua lua mach dugc mé ta trong WO 2005/087934.

Ngoai ra, t6t hon 14 c4c san phém thuc vat thu duoc tir cac hat lia mach cé
null-LOX kép c6 tién chit T2N véi luong rat nhéd. Cac san pham thuc vat san
xudt dugc tir c4c hat lGa mach cé null-LOX kép déu nam trong pham vi cua sang
ché, cac san phém thuc vat nay chira tién chat T2N véi lugng nho hon 40%, tbt
hon nita 13 v&i lugng nhé hon 30%, thim chi tot hon nita 13 véi lugng nhé hon
25% lugng tién chat T2N cla san phém thuc vat tuong tu san Xuét duoc theo
cach tuong tu tir lta mach kiéu dai (t6t hon 13 ching cv. Power). Vi vay, t6t hon
néu san pham bia néu trén chira T2N tiém ning véi luong nhod hon 60%, tét hon

nfta [a v6i luong nhd hon 50% lugng T2N tiém ning cua bia twong tu san xuAt
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duoc theo cach tuong tu tur dot bién D112 cta lua mach dugc mo6 ta trong WO
2005/087934.

Diéu dang chi y 13, cac tri s6 T2N do dugc trong cic mau chira, va trong
cac san phém thu duoc tir vat liéu thd dugc tao mach nha ¢ quy mé cuc nhod
thubngcaolxnly)vdicécujsé<i)duqct&xétﬁéuth6sénxuétduQC(Squyrnﬁ
16n hon, vi du, tir mau thtr nghiém duoc tao mach nha & quy mé 1én 30 kg. Tuy
nhién, tri s6 T2N tuong dbi do duoc trong céc thir nghiém & quy mo6 lén va quy
mo nhd ndi chung 1a nhu nhau.

Tuong tu, diéu déng chi y 13 céc tri s6 T2N tiém ning (va tién chit T2N)
do dugc trong cac mau, va trong cac san phém tur vat liéu thé dugce tao mach nha
& quy mo cuc nhé thuong cao hon so véi céc tri s6 do duoc tir vat liéu tho san
xuét duoc & quy mo 16m hon, vi duy, tir mau thir nghiém dugc tao mach nha & quy
md 16n 30 kg. Tuy nhién, cic tri sé T2N tiém nang twong d6i do dugc trong thir
nghi€m ¢ quy md 1én va quy m6 nhé ndéi chung l1a nhu nhau.

Vi du thwe hién sing ché

Cac vi du & ddy minh hoa cic phwong 4n duoc uu tién cia sang ché va
khéng duoc coi 12 gii han pham vi ciia sang ché.

Trir khi ¢ chi dan khac, cac k¥ thuét sinh hoc phan tr co ban dugc thuc
hién dé xtr 1y céc axit nucleic va vi khudn nhu dugc mé ta trong 4n phim cua
Sambrook va Russel (2001).

Vidul
Sang loc hoat tinh LOX-2 thip trong phdi truéng thanh duoc gy dot bién cua
quan thé lia mach ¢6 null-LOX-1 dwoc gy dot bién, thé hé M3

Ca hai LOX-1 va LOX-2 duoc tong hop trong phéi cia lua mach trudng
thanh (v6i LOX-1 1a enzym manh hon), va ciing trong ca phdi dang nay mam
(ca hai enzym véi ham lugng bing nhau). D& x4ac dinh hoat tinh LOX trong
hang nghin mau, cic phén tich stt dung céc dich chiét ciia phdi ctia lia mach
phai hau nhu 13 thich hop. Va trong céc phén tich muc hoat tinh cua LOX-2, s&
¢6 loi hon néu céc hat duoc sang loc la cac hat [ia mach ¢6 null-LOX-1 dugc

giy dot bién, xem WO 2005/087934.
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Cac hat dugc thu gom tir cdy lia mach dot bién D112 ¢6 null-LOX-1
(dugc md ta trong WO 2005/087934 va dugc mua tir ATCC véi sb hiéu 1a PTA-
5487), va dugc 4 voi chét gay dot bién NaNj dé tao ra cac dot bién diém trong
ADN bd gen cda lua mach. Cac thiét 13p thu nghiém la theo cac khuyén cao
dugc Kleinhofs va cac dong tac gia dé xuét (néu trén).

Tiép theo, cac hat duoc gdy dot bién thé hé M1 duogc nhan gidng trong cac
khoéanh dét & thuc dia qua hai thé hé tiép theo, cudi cling tao ra cac cdy dong hop
ttr thé hé M3 véi ty 1€ cao cho muc dich sang loc (Vé quy trinh téng thé xem
FIG.1). C4c hat dugc gy dot bién thé hé M3 dugc ky vong 1a chita cac dot bién
gen v&i tan suét 13 tir 0,9 dén 2,3 trong sé 10000 hat (Kleinhofs va cac ddng tac
gia, néu trén).

Hoat tinh LOX-2 trong c4c phéi truéng thanh cta dot bién ¢6 null-LOX-1
dugc phat hién dudi ddy, do dugc nhd phan tich LOX-1 théng thuong. O day,
dung dich gbc ctia hdn hop phan tmg dugc téng hop dong thoi vdi dich chiét
(nhu dugc mo ta trong WO 2005/087934). Trong don nay mo ta mot cach chi
tiét phuong phap cai thién dé nhay coa phép phan tich, trong d6 ca hai diéu kién
chiét enzym cfing nhu viéc tron hdn hop phan ting dugc thay dbi.

Péi vé6i dich chiét LOX, diéu ngac nhién 13 cac tac gia sang ché di phat
hién ra ring bang cach sir dung dung dich dém 1a dung dich axit lactic 100mM,
vo1 do pH 1a 4,5, da 1am gidm mot cach dang ké muc hoat tinh tiéu thu HPODE
nén, cho phép tich lily cac HPODE trong dung dich dém phéan tich. Ngoai ra, cac
tac gia sang ché da phat hién ra rang thir nghiém nay cé thé tiép tuc duoc cai
thién bang cach cho phép dich chiét phu cia cac HPODE dugc tao ra kich hoat
LOX-2 thong qua su oxy héa Fe*'—>Fe™ cua cic nguyén tt sit lién két voi
ching truéc khi bd sung cic chit phan tmg con lai, cubi cung tao ra thudc
nhuém indamin mau xanh.

N6i mét cach ngin gon, enzym LOX-2 dugc chiét tir cac phoi trudong
thanh phan 1ap dugc bing cach sit dung 200 pl dung dich dém chiét (100mM
axit lactic, do pH 1a 4,5). Viéc chiét duogc thyc hién trong céc dia 96 15, trong d6
modi dia dung tich 1,2ml chira hat thiy tinh tron dudng kinh 5mm. Céc dia nay
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duge U trén nudc d4 trong 10 phut trude khi chuyén téi may nghién phong thi
nghiém MM 300 (Retsch), duoc diéu chinh bang dién dé rung lic véi tan s 27
sec”! trong 35 gidy. Sau d6, dia nay duoc ly tim véi téc do 4000 vong/phut trong
may ly tim Allegra 6R Centrifuge (Beckman-Coulter) trong 10 phut & 4°C dé
lam két tha chat khong hoa tan, va sau dé gifr trén nudc da trong thoi gian t6i da
2 gio trude khi xit 1y tiép theo. Pia 96 16 dugc chuyén t6i Biomek 2000
Laboratory Automation Workstation (Beckman-Coulter) dé tiép tuc nhod giot.
Ban dau, cac dich chiét ctua ph6i 96x40 ul duge chuyén téi dia vi chun 96 18
tiéu chuén (Nunc), sau dé bd sung 90 ul chat phan tng A [12,5 mM axit 3-
(dimetylamino)benzoic, 0,625 mM axit linoleic], duoc tao ra bing cach tao hdn
hop 1an thtr nhét 155ul axit linoleic, trong tmg véi 134mg axit ty do (Sigma, L-
1376) va 257ul dung dich Tween-20; tiép theo bd sung H,O vao dén dung tich
5ml, sau d6 bd sung 600ul dung dich NaOH 1M vao. Dung dich da lam sach
duge didu chinh dén dung tich 20ml bang H,O. Hon hop nay dugc u trong
10 phiit truée khi bd sung 90 pl chit phan tng B (0,25mM 3-metyl-2-
benzothiazolin hydrazon, 0,125 mg/ml hemoglobin) vao. Sau khi tiép tuc 0 trong
5 phit, do duoc phd Ases trong mbi 16 cua dia 96 15 bing cach sir dung quang
phé ké Flourostar Galaxy (BMG Labtechnologies), v6i su tao ra mau phan anh
su ¢6 mat cua cac HPODE sinh ra do su dioxy héa dugc xtc tac boi LOX-2 (do
do6 cac hoat tinh nay duoc thé hién theo don Vi phé Asos).

Bing céach sir dung quy trinh néu trén, tdng cong c6 21000 dong dot bién
lia mach duogc phéan tich vé hoat tinh ctia LOX-2, va ¢6 1550 dong trong ) nay
dugc chon trén co s& ¢o6 hoat tinh LOX-2 thép. Céc dong nay tiép tuc dugc nhan
gidng trén thuc dia, v6i hoat tinh LOX-2 sau d6 do duoc trong cac hat trudng
thanh. Tuy nhién, khong c6 hat ndo dugc phat hién 13 da chuyén dau hiéu LOX-2
v6i luong nhé sang thé hé tiép theo.

Vidu?2
Sang loc hoat tinh LOX-2 véi lugng nhé trong phéi ctia lda mach dang nay mam
Vit liéu sang loc duoc cai thién: Cac hat dugc chon tir cy lia mach dong

Ca211901 c6 null-LOX-1 - duoc tao ra bang cach lai chéo (d6t bién D112 ¢o
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null-LOX-1 x Jersey) x Sebastian - dugc @ cling v6i chét giy dot bién NaNj theo
céc chi tiét ciia quy trinh duoc Kleinhofs va céc dong tac gia (néu trén) cung cap.
Quy trinh nay dugc chon vi né di duoc biét 1a gy ra su dot bién diém trong
ADN bd gen cua lua mach, cudi cung tao ra sy thay thé hodc cét cut axit amin
trong céc protein dugc mi hoa boi ADN duge giy dot bién. Trong cac thi
nghiém gay dot bién cia cong b nay, chon cac hat thé hé M1 dugc gay dot bién
dé nhan giéng trén thyc dia thong qua hai thé hé tiép theo, cudi cung tao ra cac
ciy dong hop tir véi ty 16 cao cho muc dich sang loc (xem FIG.1). Trong khi céac
hat thé hé M2 khéong duoc sang loc, chu yéu 1a vi céc hat nay dugc ky vong la
chira dot bién diém di hop tir v6i ty 18 cao, thi cic hat cua dot bién thé hé M3
duogc su dung lam chét liéu sang loc, ky vong la 0,9-2,3 dot bién trong mdi
10000 hat (Kleinhofs va cac dong tac gia, néu trén).

Dang ngac nhién 13, cic tac gia sang ché da phat hién ra ring viéc phan
tich cc phoi dang nay mam di dua ra cac két qua phan tich rat dugc cai thién so
v6i két qua phén tich dich chiét cua cac phéi trudng thanh (nhu dugce mo ta trén
day trong vi du 1). Do d6, quy trinh sang loc ning suat cao dugc thiét 1ap dé do
hoat tinh LOX-2 trong phéi dang nay mam, ké ca md cut cta no.

Hai phdi dugc phan 14p tir cc hat truéng thanh trong s6 35125 béng lia
mach (20977 dong dot bién D112 cia la mach c6 null-LOX-1 thé hé M4, va
14148 dong cua cac dong Ca211901 lha mach c6 null-LOX-1 thé hé M3, va
dugc chuyén téi cac dia chira 96 15 (ABgene). Su nay mam cua phoi dugc bt
dAu sau khi bd sung 20 pl nude vao mdi 13, duge phti bing mé wét Kimnett va c6
nap bang chét déo. Cac dia nay dugc u trong cac tui loc & 20°C trong 48 gio. Sau
khi 0, enzym LOX-2 dugc chiét; b sung vao mbi dia thiy tinh hat duong kinh 5
mm va 200 pl dung dich dém chiét (dung dich axit lactic 100 mM, do pH = 4,5),
tiép theo nghién trong 35 gidy véi tin sb 27 sec’! trong may nghién phong thi
nghiém MM 300 (Retsch). Sau d6, dia nay duoc ly tdm & téc d6 4000 vong/phut
trong 10 phtt & 4°C trong may ly tAm Allegra 6R (Beckman-Coulter), dé lam két
tia chit khong hoa tan. Hoat tinh LOX-2 vé co ban duoc xac dinh dé phan tich
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hoat tinh LOX-2 cta c4c dich chiét cua phoi (vi du 1), chi khac 1a st dung chi 30
ul dich chiét trong mbi 14n thir nghiém thay vi sir dung 40 pl.

Nhan dang cac dot bién tiém nang: Nhu dugc mo ta trén day, hai hat cia
mdi trong sb 35125 dong ltia mach néu trén duogc phan tich vé hoat tinh LOX-2,
v6éi muc dich nhan dang céc hat c¢6 sy giam manh vé hoat tinh néu trén khi so
sanh v6i cac hat c6 null-LOX-1 va céc hat lia mach kiéu dai. Téng cong cd 7 dot
bién tiém ning duoc nhan dang trong thé hé M3 ciia dong Ca211901. Céc dot
bién nay tiép tuc duoc nhan giéng trong nha kinh, thu hoach, sau d6 dugc sang
loc lai vé dau hiéu lién quan dén hoat tinh LOX & muc rat thép. Cubi cung, chi
mét dot bién ctia dong Ca211901, c6 nghia 13 dot bién A689 (va & day ciing
dugc ky hiéu 1a dot bién A689 cua lia mach c¢6 null-LOX kép), duoc thé hién
chu yéu dé boc 16 vé co ban khong c6 hoat tinh LOX-2. Cac s6 do duge chi tiét
héa vé téng hoat tinh LOX dugc thuc hién véi cac dich chiét cc phoi da nay
mam, trong d6 hoat tinh LOX hau nhu 14 bj loai b6 béi LOX-2 (Schmitt va van
Mechelen, 1997). Déi véi cac phoi di ndy mam tir cac hat thé cua dot bién A689
thé hé M3, téng hoat tinh ctia LOX — nhu xac dinh dugc nhd phép phan tich
LOX mau (vi du 1; bang 1) — 14 0,163+5.5% Asgs U/phoi dd nay mam, trong khi
hoat tinh nay dbi voi dong Ca211901 giéng me c6 null-LOX-1 1a 1,224 + 3,8%
Asos U/phéi di nay mam (tri sb tuong tmg v6i dot bién thé D112 cua lta mach
c6 null-LOX-1 13 1,215 £ 6,0% Asos U/phdi dd nay mam.
Vidu3
Dot bién A689 cuia 1ua mach

Céc phan tich duogc thuc hién dé thiét 1ap xem liéu c¢6 phai céc cy lua
mach c6 null-LOX-2 cac thé hé M4 va M5 c6 phai 1 dong hop tir véi kiéu hinh
dot bién twong tng hay khong. Kiéu phén tich nay s& tro gitp cho viéc xac dinh
xem lidu c6 phai su dot bién nay 13 gen lin hodc 14 gen troi. Ngoai ra, néu cay
thé hé M3 1a di hop ti vé dot bién gen troi, thi sau dé cac ca thé cia céac thé hé ké
tiép s& phén tach vé kiéu hinh nay.

Téng hoat tinh LOX do dugc trong cac phoi cia ltha mach cac thé hé M3,
M4, va M5 c6 dot bién A689, va cac hoat tinh nay khong chi duogc so sanh véi
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hoat tinh cta phoi dong me Ca211901, ma con duoc so sanh véi dét bién D112
cua lta mach c6 null-LOX-1. Viéc xac dinh hoat tinh cia LOX nhu dugc mo ta
trong vi du 1 cia sang ché nay. Trong tit ca céc thir nghiém, cic mau dbi chung
bao gdm céc dich chiét chuén tir cc phoi dang nay mam cua dong me, cing nhu
cac dich chiét chuan, bi bt hoat do nhiét ra khéi cac phéi dot bién dong
Ca211901 va dot bién D112 ¢6 null-LOX-1. Déi v6i cac phdi thé hé M4, cac hat
co dot bién A689, téng hoat tinh trung binh cua LOX 1a 0,151+2,6% Ases U
(n=24), va ddi véi phdi dang nay mam thé hé M5 c6 dot bién A689 13 0,16+2,3%
Asos U (n=90). Dé so sanh, cic phoi dang ndy mam dong Ca211901 va dot bién
D112 c6 null-LOX-1 c6 hiéu suat lan luot 14 1,210£3,0% Ases U (n=90; thé hé
M4) va 1,199+4,6% Asos U (n=90; thé h¢ M5). Két qua dugc ghi tém tit trong
Béng 1, va trén c4c hinh v& tir FIG.4A dén FIG.4C. Tém lai, s6 liéu thir nghiém
ndy khing dinh ring c4c hat thé h¢ M4 va M5 c¢6 dot bién D112 1a ddng hop tt
d6i véi tinh trang di truyén chi o téng hoat tinh LOX rét thip, phan anh kiéu
hinh ¢6 null-LOX kép.

Bang 1. Tong hoat tinh LOX (trung binh) trong céc dich chiét tao ra dugc tir céc
phdi cuia lua mach d& ndy mam clia dot bién thd (thé hé M3), va céc thé hé tiép
theo (thé hé M4 va thé hé M5).

Tong hoat Céc dong

tinh cua duoc thu Do 1éch chuan

Dich chiét LOX nghiém

DPon vi 455 No. %
Thé hé M3
Dot bién A689 0,163 8 5,5
Ca211901 1,224 6 3,8
D112 1,215 6 6,0
Ca211901 (bi bat hoat do nhiét) 0,099 10 1,3
D112 (bi bt hoat do nhiét) 0,096 10 1,1

-73-


NTH117
Textbox


23548

Thé hé M4 (thé hé tiép theo)

Dot bién A689 0,151 24 2,6
Ca211901 1,223 6 2,3
D112 1,209 6 5,6
Ca211901 (bi bat hoat do nhiét) 0,096 10 1,7
D112 (bi bét hoat do nhiét) 0,101 10 1,0

Thé hé M5 (thé hé tiép theo)

Dot bién A689 0,160 90 2,3

Ca211901 1,210 90 3,0

D112 1,199 90 4,6

Ca211901 (bi bat hoat do nhiét) 0,103 10 2,0

D112 (bi bat hoat do nhiét) 0,097 10 1,2
Vidu4

Phéan tich HPODE trén co sé HPLC trong lia mach di nay mam va duoc tao
mach nha & quy mo nhé

Viéc phéan tich vé HPODE cua lta mach duoc thuc hién chua yéu nhu
dugc md ta trong WO 2005/087934, ngoai trir viée stt dung phoi dang nay mam
thay vi phdi truéng thanh. Céc hat thé hé M4 duogc cho ndy mim trong 48 gio
nhu dugc mo ta trong vi du 2. Cac hat thé hé M5 dugc dua qua quy trinh tao
mach nha & quy m6 nhé chu yéu duge thyc hién nhu dugc mé ta trong vi du 6
dudi day, nhung cidc ham luong HPODE dic biét dugc xac dinh sau khi nay
mam dugc 72 gio, va bé qua quy trinh sy khé trong 16. Cac ham lugng 9-
HPODE va 13-HPODE duoc xac dinh bang cach cho phép dich chiét protein tho
chiét ra khoi cac phéi dang ndy mam cua cac thé hé M4 va M5 c6 dot bién A689
va cac mau do6i chimg dugc @ véi axit linoleic co chét. Cac san phidm phan tung
duoc phan tich bang HPLC.

Cac phdi d3 nay mam duoc phau tich ra khoi cc hat laa mach bang cach

sir dung dao mo dé cat gifta vay nho va ndi bao tr. Sau d6, moi mau 4 phdi 16n
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dugc dit vao giita hai mau gidy can, va dugc dép nhe nhang dé tao ra bot dong
nhat. MAu nay dugc chuyén téi ng vi ly tam dung tich 1,5ml; b6 sung 600yl
dung dich dém axit lactic 200mM, d6 pH 14 4,5 vao, va éng nay dugc dat trén
nuéc da trong 10 phut trude khi dong nhit hod tiép theo bang cach st dung chay
chat déo (Kontes). Sau dé, bd sung 600ul H,O vao mdi dng, va céc mau nay
dugc ly tdm trong 2 phiit & téc d6 20000xg (200000m/s?). Phén phén udc 100ul
ctia chit ndi trén bé mit duoc chuyén téi 6ng ly tAm dung tich 15ml (Cellstar;
cat. 10.188271), chuén bi dé phan tich cac san phim phan tmg tiép theo tac dong
cua LOX. 2 ml dung dich dém natri phosphat 100mM, d6 pH la 6,5, chia
260uM axit linoleic [co chit nay dugc chudn bi bang cach tron 10ml dung dich
dém natri phosphat 100mM, d6 pH 13 6,5, véi 100ul dung dich gbc 24mM axit
linoleic]. Dung dich dém nay dugc tao ra bing cach truée hét tron 155 pl axit
linoleic (twong Ung véi 134mg axit tu do; L-1376, Sigma) va 257ul Tween-20,
sau d6 bd sung H,O vao dén dung tich 5ml, tiép theo d6 bd sung 600pl dung dich
NaOH 1M vao, va khi dung dich ndy tré nén trong, thi diéu chinh dung tich nay
t61 20ml bang H,0. Sau khi & duoc 15 phut & téc d6 ~30 vong/phut trén bd quay
6ng mau, bo sung 2ml etyl axetat vao, va mau dugc khudy bang cach lic manh
trong 5 gidy dé chiét 9-HPODE va 13-HPODE. Sau d6, mAu nay dugc ly tam
trong 10 phut & toc d6 800xg (8000 m/s?), va chuyén 1ml etyl axetat vao bng vi
ly tAm dung tich 1,5ml, trong d6 etyl axetat dugc lam bay hoi dudi dong khi nito.
Tiép theo, HPODE duoc tao huyén phu trong 300p] metanol, va dugc loc qua
mang 0,45um (Millex-HN filter, Millipore). Viéc phan tich ham luong HPODE
dugc thuc hién nho HPLC. Téng lugng 15ul tr méi mau duge tiém vao thiét bi
HPLC (HP 1100 Series, Hewlett Packard), dugc trang bi c6t dbi xtmg C18 kich
thuéc 4,6x250mm (Waters). Pha dong dugc st dung 13 hén hop gdm
nudc:metanol:axetonitril:tetra hydrofuran:axit trifloaxetic = 16:12:12:10:0,5
(theo thé tich). Luu luong pha dong 13 Iml/phit, va 4p suit do duoc & trude cdt
la 140ba (14MPa). Viéc tich duogc thuc hién & 30°C. Viéc phat hién

hydroperoxit ciia axit bing cac lién két doi tiép hop duoc thyuc hién & 234nm.
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Trén FIG.5 thé hién su so sanh céc profin HPODE thu dugc. Biéu dd séc
ky ctia mau chuan bao gdm hdn hop ctia 9-HPODE va 13-HPODE dugc thé hién
trén FIG.5A. Viéc so sanh biéu do sic ky cua dich chiét chiét duoc tir cac hat thé
hé M4 ctia dot bién D112 ¢6 null-LOX di nay mam duoc 48 gitr (FIG. 5B), véi
biéu 6 sic ky cua dich chiét dugc chiét ra khoi cac hat thé hé M4 cua dot bién
A689 c6 null-LOX kép (FIG. 5C), di cho thiy rd ring su tao ra 13-HPODE béi
cac LOX chiét dugc tir cac phoi da nay mam cla dét bién D112 c6 null-LOX-1,
trong khi chi khong chira hodc chtra lugng cuc ky nhé 9-HPODE va 13-HPODE
quan sat duoc trong cac dich chiét ciia dot bién A689 c6 null-LOX kép.

Céc dic tinh gidng nhau dugc quan sat khi phan tich céc phoi kiéu dai
chung cv. Barke dugc tao mach nha & quy m6 nhé trong 72 gio (FIG. 6A), dot
bién D112 ¢6 null-LOX-1 (FIG.6B), va dbt bién A689 c6 null-LOX kép
(FIG.6C). Lai lan nita, ca hai 9-HPODE va 13-HPODE véi luong dang ké duoc
tao ra trong cac dich chiét cua phéi truéng thanh kiu dai ching cv. Barke
(FIG.6A). Cac dich chiét ciia phéi dot bién D112 ¢6 null-LOX-1 dugc tao ra véi
luong rat nho 9-HPODE, nhung vé6i luong 16n 13-HPODE (FIG.6B), vi thé kiém
ching duoc su thiéu hoat tinh ctia LOX-1. Va lai 14n nita, c4c dich chiét ra khéi
phoi ctia dot bién A689 ¢ null-LOX kép duoc tao ra véi lugng khong déng ké
9-HPODE va 13-HPODE (FIG.6C), x4c nhan su khong c6 tong hoat tinh cia ca
LOX-1 va LOX-2.

Vidu5
Dic tinh ciia d6t bién A689 ciia laa mach c6 null-LOX kép, gibng me c6 null-
LOX-1 Ca211901 cta nd, va dét bién D112 c6 null-LOX-1

Nhan giong cdy trong trong nha kinh: Cac hat thé hé M4 va M5 cua dot
bién A689 c6 null-LOX kép va dong me Ca211901 ciia né duoc cho nay mam
trong nha kinh, va duoc sinh trudng trong cac chu ky hing ngay véi 20 gio co
anh sang & 12°C va d6 4m tuong dbi 13 65%. Céc dic diém sinh trudng cla cac
ciy dong Ca211901 va dot bién A689 cé null-LOX kép 1a gidng nhau vé chidu

cao cua cdy, so lugng nhanh géc & moi cdy, thoi gian bat dau ra hoa, va so6 luong
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hat & mdi bong - 1am ndi bat ring sinh Iy hoc cta su phat trién va sinh trudng
ctia hat d6t bién A689 1a gidng lua mach kiéu dai.

Dic trung néng hoc ctia dot bién A689 trong didu kién trén cénh dong:
Cac cay dot bién A689 c6 null-LOX kép va dot bién D112 c6 null-LOX-1, ciing
nhu céc cdy dong Ca211901, duoc so sanh véi céc tinh trang chuén trén canh
déng - ntham muc dich nhan dang su khac nhau c6 thé vé chiéu cao cia cay, thoi
gian trd béng, su dé khang bénh tat, dimg phét trién, giy than cdy, thoi gian
truéng thanh, va nang suit (xem bang 2). Do d6, cac hat néu trén véi sb lugng
bing nhau dugc gieo trén cdc manh dét dién tich 7,88m? & mdt vi tri, mdi manh
d4t c6 hai ban sao chép. Céac dic tinh néng hoc, mot 14n nita nhén manh vé cac
tinh chit néu trén, dugc quan sat mot cach k§ ludng trong toan bd thoi ky sinh
trudng. Khong cé su khac nhau vé déu hiéu néng hoc quan sat duoc dbi véi cay
bat ky duoc thir nghiém.

Bang 2. So sénh vé dic trung ndng hoc

, Dot bién Dong me Dot bién
Tinh chat
A689 Ca211901 D112
Kiéu hinh LOX null-LOX-1,  null-LOX-1, null-LOX-1,
null-LOX-2 LOX-2kiéudai LOX-2 kiéu dai

ngay gieo nam 2007 29 thang ba 29 thang ba 29 thang ba
chiéu cao luc chin

68 69 74
(cm)
thoi gian trd6 béng

14 thang 6 14 thang 6 12 thang 6

(2007)
ndm moc bot * 0 0 0
dém vét diém * 3 3 2
ddm vét luéi * 1 1 1
nhanh* 3 3 2
bénh gi sat* ] 1 2
dimg phat trién* 2 2 4

-77-



23548

ngay chin nam 2007 1 thang tam 1 thang tam 1 thang tam
ning sudt tuong dbi

107 108 100
nam 2007**
ning suat twong dbi

104 103 99

nam 2008**

+ Trén thang diém tir 0 dén 9, trong d6 0 biu thi khong bi nhiém bénh hoic
dimng phat trién, va 9 biéu thi nhiém bénh ning hoic dung phat trién.

** P3c trung nang suit tuong ddi so sanh véi ching cv. Barke, giéng me cla
d6t bién D112 ¢6 null-LOX-1.

Vidu6

Phan tich mach nha & quy mé nho va cc ché phdm ¢ men cua nd

Viéc tao mach nha & quy mé nhé dugc thuc hién véi cidc mau véi lugng
100g tir cac dot bién A689 va D112 cua lta mach, cling nhu céc chung cvs.
Barke va Power. Cac dong dot bién nay dugc nhan gidng trén thuc dia trong mot
vai mua dé thu duoc chit lidu hat di diu hiéu vé su tao mach nha va san xuat
bia.

Ngam: Piéu kién ngam 1a: 8 gior uét; 14 g1 kho; 8 gio udt; 10 gio kho; 4
gi0 udt trong nude ngdm & 16°C.

Tao mach nha: Diéu kién la: 12 gio & 18°C; 24 gio ¢ 16°C; 24 gio ¢
14°C; 60 gid & 12°C. Biéu kién sy trong 16 1a: 12 gio & 60°C; 3 gid & 68°C; 4
gid & 74°C; 3 gid & 80°C. Mach nha thanh pham duoc dua qua do luong T2N.

Ngoai ra, cac mau lia mach va mach nha cua céc dot bién A689 va D112,
cling nhu cdc mau lta mach va mach nha cia céc ching Barke va Power dugc
dua qua phén tich bang cic phuong phéap EBC chuén (xem Bang 3).

Chuén bi ché phém 4 men: Pé tht nghiém cac dac tinh cta cac dot bién
A689 va D112 so véi ching cv. Power, cic miu mach nha véi luong 25-225g
duoc chuan bi, va dugc sir dung trong thiét b ngam U phong thi nghiém bao
gém mat may khqu ngoai va mot bé nude duoge trang bi bd diéu chinh nhiét do

c6 kha nang thay ddi nhiét do trong mot mau xac dinh. Viéc ngam U duogc thuc
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hién & quy mo6 nhd, véi mach nha thanh phém dugc tach ra thong qua mot bd loc
gidy dé thu duoc ché phdm 1 men ngot. Ché phim 1 men s6i dugc thuc hién &
quy mo phong thi nghiém bing cach sir dung 16 sudi bang nhiét va binh day tron
duge két ndi véi bo 1am mat hdi luu.

Ca hai ché phdm 0 men ngot va sbi duoc do luong T2N (xem c4c hinh vé&
tir FIG.7 dén FIG.9). Déi v6i cac méu thu duoc tir cac hat thé hé M5 cia dot
bién A689 c6 null-LOX kép, quan sat dugc muc gidm 16 rét ~75% luong T2N
(s6 liéu trung binh tir ba dong ctia dot bién A689). Ngoai ra, mirc giam dang ké
vé lugng dugc ghi d6i v6i ca T2N tu do va tién chat T2N trong ché phim G men
san xuat duoc tir cdc mau dugc tao mach nha & quy mo nho (cac hinh vé& tir
FIG.8 dén FIG.9).

Luong T2N duge x4c dinh nho sic ky khi v6i bo do phd khdi (GC-MS),
sau d6 tao din xuét carbonyl véi 0-(2,3,4,5,6-pentaflobenzyl)-hydroxylamin,
cht yéu nhu duoc mé ta bi Groenqvist va cac ddng tac gia (1993).

Bang 3. Phan tich mach nha & quy mo nho.

Mau cv. Power Dot bién Dot bién
A689 DI12
Kiéu gen LOX LOX-1 kiunull-LOX-1, null-LOX-1,
dai, null-LOX-2  LOX-2 kiéu dai
LOX-2 kiéu
dai
Lua mach
D6 am % 9,3 9,5 10,5
Protein %* 12 10,6 10,9
Tinh bot %o* 61,7 63,0 62,4
Nay méam, 72 gio % 100 95 95
Chi s6 nay mam 9,9 6,6 8,3
>2,5
Sang loc mm 97 98,8 91,6
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TKW G 48,6 55,8 37,5
B-Glucan %, dry 4,0 3,6 3,3
B-Amylaza** Ulg 1039 1458 1027
du bao DP WK 385 538 381
Mach nha

Thoi gian tao mach nha H 124 148 124
Hiéu suit mach nha % 95,1 95,9 95,3
D6 am Yo 4,8 5,6 4,6
Protein, kho %* 11,2 10,3 9,9
Nito khé % 1,72 1,65 1,58
Nito hoa tan %* 0,67 0,62 0,64

Ché pham @ men

Dich chiét % 81,0 81,0 80,9
%*,
B-Glucan dry 0,2 0,3 0,26
Mtc bién tinh mach nha % 95 95 96
Mitc ddng thé machnha % 81 70 71
B-Amylaza** Ulg 956 1235 937
Dy bao DP WK 385 478 379
o-Amylaza*** Ulg 242 234 264

* do dugc nhd phd truyén gin hdng ngoai chuén.

** hoat tinh B-Amylaza dugc do bang cach sir dung kit Megazym (m4 san pham

K-BETA).

**% hoat tinh o-Amylaza dugc do bang cach st dung kit Megazym (m3 san

phim K-CERA).

Vidu7

THA trong bia san xuét duge tir mach nha cua d6t bién A689 c6 null-LOX kép
-80-


NTH117
Textbox


23548

Cac THA dic thi trong bia c6 thé thu dugc tir axit linoleic (Drost va céc
dong tac gia, 1974). Mot sb théng bao di kiém chimg rang téng ham lugng THA
trong bia nam trong khoang tir 5,7 dén 11,4pg/ml (Hamberg, 1991; va céc tai
liéu dugc trich dan trong d6). Trong khi 9,12,13-THA thuong ciu thanh 75-85%
THA trong bia, thi ham lugng ctua 9,10,13-THA thuong chiém chi 15-25%. Céc
isome khac dugc phat hién ¢ dang luong vét.

Trong bia san xuét dugc tir ché phdm & men tao ra duoc tir mach nha cta
dot bién A689 lua mach c6 null-LOX kép (xem vi du 8, ngoai trir viéc st dung
budc ngdm 0 & nhiét d6 60°C), ndng do cta 9,12,13-THA giam 75% so véi bia
db6i chimg san xuat dugc tir mach nha ching cv. Power, va giam 45% so véi dot
bién thé D112 c6 null-LOX-1 (Bang 4). Nhiing khéc biét tuong tu cling quan sat
théy ddi véi isome 9,10,13-THA. Céc sb do nay duoc thuc hién béng cach su
dung phép phan tich phé khéi HPLC chudn (Hamberg, néu trén).

Bang 4. THA trong bia san xuit duoc tir mach nha chung cv. Power, dot bién

D112 ¢6 null-LOX-1, va dot bién A689 c6 null-LOX kép (tri s6 trung binh cua 3

sb do).
THA
Loai mach nha 9,12,13- 9,10,13- 9,12,13-:9,10,13-
ppm Tyl¢
Chung cv. Power 3,76 1,12 3,35
Dot bién D112 1,72 0,94 1,80
Dot bién A689 0,94 0,50 1,88

Vidu 8
Tao mach nha va san xudt bia thir nghiém
Tao mach nha: Cac thir nghiém nay dugc thuc hién véi cac hat cia dot
bién A689 c6 null-LOX kép, dot bién D112 c6 null-LOX-1, va ching cv. Power
(trong tat ca cac truong hop déu thu hoach trong nam 2007). Viéc tao mach nha
duogc thyc hién & quy md 16n 30 kg trong nha tao mach nha nhu sau:
(1) Ngam & 16°C: 8 gio uét; 14 gio kho; 8 gio udt; 10 gio kho; 4 gio udt;
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(i1)) Tao mach nha:12 gi¢ ¢ 18°C; 24 giv ¢ 16°C; 24 gio & 14°C; 60 gio &
12°C;
(iii) Séy kho:12 gid ¢ 60°C; 3 gid & 68°C; 4 gid & 74°C; 3 gidy & 80°C.
Céc tinh chit cta lia mach va mach nha duogc liét ké trong Bang 5. Viéc
xét nghiém cac két qua di kham phé ra rang cic mau nay lam day céc dic tinh
ctia mach nha dé sir dung 1am nguyén liéu san xuét bia.

Béng 5. S6 liéu thir nghiém

Chung
Chung cv. Ddét bién D6t bién CcVv.
Mau Power A689 D112 Barke
LOX-1 null- null- LOX-1
Kibu gon LOX kiéudai, LOX-1 LOX-1 kiéudai
LOX-2 null- LOX-2 LOX-2
kitudai LOX-2 kiéudai kiéu dai
Lua mach
Protein %ok 12,0 10,6 10,9 10,6
Tinh bét %ok 61,7 63,0 62,5 64,2
Nay mam, 72 gio % 100 95 85 100,0
Chi s6 nay mdm  1-10 9,9 6,6 8,3 9,6
D06 nhay nudc % 1 78 45 14
Loai hat >2,5 mm % 97,0 98,8 91,6 88,3
TKW g 48,6 55,8 37,5 49,5
%,
B-Glucan kho 4,0 3,6 33 3,6
B-Amylaza** Ulg 1039 1458 1027 1093
Mach nha
Thoi gian ngam
va ndy mam h 124 148 124 124,0
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Dich chiét %o 81,0 80,7 80,9 82,5
Chi s6 Kolbach % 37,5 37,1 40,2 42,0
Mirc bién tinh % 95 94 97 96

Muc déng nhat

héa % 81 61 81 83

%,

B-Glucan kho 0,2 0,3 0,2 0,1

B-Amylaza** Ulg 956 1261 928 985
o-Amylaza™*** Ulg 242 222 262 201

*  do dugc nho pho truyén gan hong ngoai chuan.

** hoat tinh B-Amylaza duoc do bang cach st dung kit Megazym (ma san
phiam K-BETA).

**% hoat tinh o-Amylaza duge do bang cach sir dung kit Megazym (ma san

pham K-CERA).

San xuat bia thir nghiém bang mach nha: Thi nghiém ban dau 200 lit, v6i
céc két qua quan trong ctia né dugc minh hoa trén FIG.10A, FIG.B, bao gbm
cac budc sau:

(i) san xuét ché phim G men;
(i) dun s6i ché pham 1 men;
(ii1) 1én men;

(iv) tang trit bia;

(v) loc bia sang; va

(vi) dong chai.

Céc ché phdm 1 men san xuét dugc bang cach sit dung cac mau mach nha
vé6i lugng 16n 1 30kg ching cv. Power, dot bién D112 c¢6 null-LOX-1, va null-
LOX kép. Ngam 0 & 48°C trong 20 phit, sau d6 dun néng trong 18 phut dé nang
nhiét d6 tir 48°C dén 67°C. Viéc tao duong tam ngung ¢ 67°C trong 30 phut,
sau d6 13 budc nang nhiét d6 dén 72°C trong 5 phut, va nghi 15 phut trudce khi
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nglmg ngam 1 & 78°C. Céc budc san xuét bia nhu duoc néu trén - tic 13 dun sbi
va loc ché pham 0 men, tach bing cach xody nudc, lén men, tang trit bia, va
déng chai vao cac chai thily tinh mau xanh — theo yéu cau vé thuc té san xuét
bia tiéu chuén.

Luogng tién chit T2N cta bia thanh phidm dugc x4c dinh (FIG.10) bing
céch st dung tram thir nghiém twong tw nhu dugc mé ta trong vi du 6. Cac két
qué thir nghiém & quy mé 16n nay thé hién xu hudng twong tir vé lugng tién chét
T2N c6 lién quan nhu trong ché phém u men s61 dugc tao mach nha tir cac hat ¢
quy mé nhé (so sanh cac hinh v& FIG.9 va FIG.10), lai lan nita cho thiy mot
cach dang luu ¥ 13 cac lugng nay & ca hai d6t bién D112 ¢ null-LOX-1 va dét
bién A876 c6 null-LOX kép déu nhé hon so véi céc luong & chung cv. Power.
Dic biét hon, lugng céc tién chat T2N lan luot giam ~40% va ~70% trong cac
mau bia cé null-LOX-1 va null-LOX kép, so sanh véi bia duoc ndu bang mach
nha kiéu dai chiing cv. Power,

Ngoai ra, lugng T2N tu do do dugc trong bia duoc niu thir nghiém néu
trén, lai lan nira thé hién xu hudng twong tu nhu quan sat duoc dbi voi T2N tiém
nang — cu thé 13 c4c bia san xuét dugc tr mach nha c6 null-LOX-1 va mach nha
c6 null-LOX kép 1a véi lugng nho hon déng ké so véi T2N trong bia san xuét
dugc tir mach nha chung cv. Power. Do d6 lai 14n nita, vé luong T2N, bia san xuét
duoc bing mach nha c6 null-LOX kép dugc minh chimg 13 t6t hon so véi bia
dugc ndu béng mach nha ¢6 null-LOX-1.

Mot muc dich riéng dugc thiét 1ap 13 liéu ¢ phai vé chit luong vi cac bia
sau khi duogc cét giit cudng birc kéo dai 14 t&t hon khi chiing san xuat dugc & quy
md 200 lit bang cach st dung nguyén liéu null-LOX kép hay khong. Do d6, Hoi
ddng chuyén ga danh gia huong vi bia nhu duge mé ta trong vi du 9 da duoc
chat vin dé danh gi4 bia thong thuong dugc san xuit thir nghiém v& huong vi vi
la do gidy sau khi dugc cét gir cudng birc kéo dai & 37°C trong mot tuan, bang
céch sir dung diém sé tir 0 (khong c6) dén 5 (cuc nhidu). Trong khi bia san xuét
duoc bé'mg ching cv. Power dugc phat hién dé dat duoc diém sb Vi giéy la 1,6,
thi diém sd nay dbi v6i bia san xuit dugc bing mach nha ¢6 null-LOX-1 va null-
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LOX kép lan luot 14 1,2 va 0,6. Két qua ndy danh gia dung thuc chét cao hon hin
ctia nguyén liéu null-LOX kép dé san xuét bia ¢6 mui vi on dinh.

Vidu9

So sanh bia thong thudng va bia san xuét dugc bang lta mach

Céc hat Itia mach ciia d6t bién A689 c6 null-LOX kép, dot bién D112 c6
null-LOX-1, va lha mach kiéu dai ching cv. Power dugc xur ly san xuét bia
giéng nhu nhau, mbi loai st dung 25 kg lia mach nghién chua dugc tao mach
nha lam vt liéu tho dé san xut 200 lit bia (dé so sanh, sir dung 30 kg mach nha
nghién dé san xut 200 lit bia thong thudng trong thir nghiém dugc thuc hién
song song). Muc dich khéng chi 14 so sanh cac tinh chit ctia ché phim 0 men va
bia san xuét dugc béng lta mach va tir mach nha, ma con nhim xac dinh xem
liéu co6 phai cac dot bién néu trén c6 thé cai thién dugc céc déc tinh vi la trong ca
hai bia thanh phdm thong thudng va bia duoc nu bang laa mach hay khong.
Céc thir nghiém san xuét bia & quy mé 1én 200 lit bao gbm cac budc san xuat
tuong tu nhu dugce liét ké trong vi du 8, véi cac chi tiét dic thu duoc mo ta dudi
day.

Ngam U va san xuét bia bang lua mach: Trong thir nghiém nay, ché phdm
1l men san xuat dugc vdi sy c6 mit ctia hdn hop enzym Ondea Pro (Novozymes;
mé No. NFNG0005), duoc bd sung vao budc ngam 0 theo khuyén céo cia nha
san xudt (tire 14 87,5 g hdn hop enzym cho mdi 80 lit H,0). Céc diéu kién ngam
U 1a: ngdm U & 54°C trong 30 phut; dun néng trong 10 phut dé ning nhiét do 1én
dén 64°C; u trong 45 phiit & 64°C; dun néng tiép dén 78°C trong 13 phut; tam
ngimg 10 phut & 78°C. Cac bude san xuit bia bao gdm bude loc va dun sbi ché
phém U men, tach béng cach xody nudc, 1én men, lam dam bia, va dong chai vao
c4c chai thuy tinh mau xanh theo yéu ciu k¥ thuét vé thuc t& san xuét bia tiéu
chuén.

Tao mach nha, ngdm 1, va san xuét bia chuin: Viéc tao mach nha dung
cac hat ltia mach cua dot bién A689 c6 null-LOX kép, dot bién D112 ¢6 null-
LOX-1, va lta mach kiéu dai ching cv. Power (tit ca déu thu hoach trong nam
2009). Thoi gian ngdm 0 & 16°C la: 8 gio uét; 14 gio kho; 8 git uét; 10 gio kho;
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4 gio udt. Cac diéu kién tao mach nha 13: 12 gio & 18°C; 24 giv & 16°C; 24 gio
& 14°C; 60 gio & 12°C. Céc diéu kién sy trong 16 1a: 12 gid & 60°C; 3 gio &
68°C; 4 gio ¢ 74°C; 3 gio ¢ 80°C. Viéc phan tich nguyén liéu lia mach va mach
nha néu trén dugce thuc hién theo cac phuong phap tiéu chudn EBC, v6i cac két
qua duogc liét ké trong bang 6. Tét ca mach nha déu dugc coi la thich hop dé san
xudt bia.

Céc diéu kién ngdm U 13: 1 ban dau & 48°C trong 20 phut; dun néng kéo
dai trong 18 phiit dén nhiét d6 67°C; i 30 phiit & 67°C; sau d6 dun néng tiép dén
72°C trong 5 phut; G 15 phiit & 72°C; dun néng tiép dén 78°C trong 6 phut; két
thiic bing cach 1 trong 5 phut & 78°C. Céc budce san xuét bia bao gdm buée loc
va dun s6i ché pham 1t men, tich bing cach xody nudc, 1én men, tang trir bia, va
déng chai vao cac chai thily tinh mau xanh 1a theo yéu cau ki thuat vé thuc té
san xuét bia tiéu chuén.

Phén tich ché phdm U men s6i v& T2N ty do: Luong T2N trong cac dich
chiét dugc xac dinh nho sic ky khi bang phd khéi (GC-MS) sau khi chiét pha
rdn trén cot C18, va tao dan xuét carbonyl véi 0-(2,3,4,5,6-pentaflobenzyl)-
hydroxylamin, vé co ban nhu dwoc mé ta boi Groengvist va cac dong tac gia
(1993); cling xem vi du 5.

Khi so sanh truc tiép véi cadc mau ching cv. Power va dot bién D112 c6
null-LOX-1, quan sat thiy mic giam dang ké vé luong T2N tu do trong ché
phém U men s6i san xuét dugc tir ca hai loai mach nha cla dot bién A689 co
null-LOX kép dé san xuat bia laa mach va bia théng thuong (FIG.11). Khi so
sanh véi ché phém U men sbi dé san xuit bia [ia mach duoc tao ra tir dot bién
LOX-1, thi T2N tu do ciia dot bién A689 c6 null-LOX kép cho thiy giam ~45%
vé luong (dbi v6i cac mau duoc tao mach nha tuong Ung, muic giam nay la
~15%).

Tuong tu, lugng T2N tu do trong bia san xuét dugc tir dot bién A689 c6
null-LOX kép giam ~72% dugc ghi nhén so v&i lugng nay trong bia san xuét
dugc tur chung cv. Power (déi voi cac mau dugc tao mach nha tuong Ung, mic
giam nay la ~45%).
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Phén tich ché phim 1 men s6i vé tién chat T2N: Tién chit T2N trong céc
mAu ché pham @ men s6i dé san xuét bia tir [da mach va va bia théng thudng san
xuét duoc tir ching cv. Power, dot bién D112 ¢6 null-LOX-1, va dot bién A689
c6 null-LOX kép duogc xac dinh nho GC-MS sau khi tao dan xuét carbonyl véi
0-(2,3,4,5,6-pentaflobenzyl)-hydroxylamin, vé co ban nhu dugc moé ta boi
Groengqvist va cic dong tic gia (néu trén).

Nhu duge minh hoa trén FIG.12, tién chit T2N cua ché phém U men so1
dé san xuit bia tir [ta mach va va bia thong thudong véi luong nhé mét cach rd
rét trong cac mau tir dot bién A689 co null-LOX kép giam t&i ~70% so véi
lugng nay cua ché phém U men san xuét dugc tir lda mach kiéu dai chung cv.
Power (cac luong giam ciing dwoc ghi lai khi so sanh véi cac miu tir dot bién
D112 c¢6 null-LOX).

Phén tich bia lta mach duoc cat gitt cudng birc kéo dai chi vé luong T2N
tu do: Bia dong chai thu dugc tur ché phém 1én men cta cac mau ché phém u
men dé san xuat bia tir la mach — va chira sulfit véi luong tuong tu - duge phan
tich vé lwong T2N duoc tao ra trong thoi gian mét thang trude khi dua vao san
Xuét.

Bia lia mach néu trén duoc cét gitr cudng biic kéo dai ¢ 37°C dé tiép tuc
tao ra T2N tu do, nhu dugc mo ta trén day.

Nhu duge minh hoa trén FIG.13A, ba loai bia san xuét duoc béng lua
mach duoc phan biét mot cach dé dang do nhiing khac biét ro rét vé dong hoc
phat trién ctia T2N. Trong khi bia so sanh san xuét dugc tir [ta mach ching cv.
Power duoc tao ra bia ky vong (T2N véi lugng 64 ppt sau khi cit giir 8 tudn &
37°C) — véi luong T2N tir 10 dén 20% cao hon so véi bia tuong tu san xuit
dugc tr mach nha (khong duoc thé hién) — su phat trién cua T2N quan sat dugc
trong bia san xuét duge tir lda mach thu duoc tir dot bién c6 null-LOX kép la rat
yéu va khong duoc ky vong (T2N véi luong 16 ppt sau khi cit gitt 8 tudn &
37°C), twong (mg véi mic giam 75% vé T2N tu do cua bia thanh phdm. Déi véi

bia san xuét dugc tir dot bién D112 cua lta mach co null-LOX-1 khi dugc so
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sanh v&i bia loai tuong tu tir cac hat kiéu dai, thi lugng T2N tu do nhé hon 52%
sau khi cét gift 8 tuan. |

Thir nghiém vé viéc cét gift cudng buc kéo dai lam ndi bat su khac biét
dang ké trong sb cac bia dugc phan tich. Sau 1,5 tuln, lugng T2N cua bia so
sanh, san xuét duoc tir [ia mach chung cv. Power vuot qua mic ngudng vi 1a
~50 ppt, trong khi luong T2N nay 1a khéng t&i ~16 ppt trong bia san xuét dugc
tir dot bién 689 c6 null-LOX kép, vi thé déi véi dot bién D112 ¢6 null-LOX-1
lwong T2N 14 ot hon nhiéu so véi 32 ppt.

So sanh vé luong tién chat T2N cua bia san xuAt dugc tir lta mach va bia
thong thuong: Trén FIG. 13B gii thiéu tom tit dir liéu vé luong tién chat T2N
quy dinh trong bia twoi thu dugc tir nguyén liéu dé san xut bia tir lta mach va
nguyén li€u dugc tao mach nha, ca hai loai nay dugc san xuét véi dung tich 200
lit. Lai 1an nira, vét liéu thé c6 null-LOX kép la tdt hon vé céc tinh chét do duogc,
thuc té 1a T2N tiém ning v6i luong nhd hon trong bia san xuit duoc tir lia mach
(1,2 ppb), so véi trong bia dugc san xuét tir mach nha ¢6 null-LOX-1 (1,5 ppb).

So sanh bia dugc san xuit tir laa mach va bia thong thuong vé& sy phét
trién cudng birc cia T2N: Ciing trong trudng hop nay, tic 14 cit gitt cudng buc
kéo dai bia & 37°C, c6 sy khac biét dang ké gilta bia san xuat duoc tir vat liéu
thod kiéu dai va vt liéu tho c6 dot bién (FIG.13C). Trong khi ca bia san xut
duogc tr lia mach va bia thong thuong san xuét dugc tir cac hat kiéu dai chung
cv. Barke biéu hién T2N véi lugng ~50 ppt sau hai tuan, thi cac tri sb trong ung
lan luot giam ~50% va ~75% dbi v6i vat lidu tho tir dot bién D112 ¢6 null-
LOX-1 va dot bién A876 c6 null-LOX kép. Xu hudng tuong tu dugc quan sat
thdy sau khi cit gitt cudng birc kéo dai ba tudn. Do d6, thuc chat 12 viéc st dung
nguyén liéu dé san xuat bia lam thiéu enzym LOX biéu thi phwong phap t6t hon
nhim lam giam dang ké sy phat trién cia T2N trong khi cét gift kéo dai. Va tiép
theo vé van d& nay, vt liéu thé tir dot bién A876 c6 null-LOX kép 1a tdt hon so
v6i vat lidu thd ctia dot bién D112 ¢é null-LOX-1.

So sanh bia san xuit duoc tir lua mach va bia thong thuong vé THA: Céac
THA dic thu ctia bia san xudt duoc tir axit linoleic da duoc mo ta trong thoi gian
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mAy thap ki trude (Drost va cac dong téc gia, 1974). Sau dé, cac thong bao khac
nhau d3 khing dinh ring tong lvong THA trong bia ndm trong khoang tlr ~5 dén
12 ppm (Hamberg, 1991; va cac tai liéu duge trich dan trong d6). Trong khi
9,12,13-THA thuong cAu thanh 75-85% cac THA trong bia, thi lugng 9,10,13-
THA chiém tir 15 dén 25%; c4c chat dong phén khac duogc phat hién la cac
luong vét.

Trong bia thtt nghiém & quy mé 200 lit san xuit duoc tir la mach tuoi
v6i vat liéu thé 1a dot bién D112 c6 null-LOX-1 va dét bién A689 c6 null-LOX
kép, luong 9,12,13- THA va 9,10,13-THA thu dugc tir con duong LOX-1 va
LOX-2 lan lugt dwoc phét hién 13 giam ~60% va ~80%, so véi lugng nay trong
chiing cv. Power dbi chimg (FIG.14A). Diéu ngac nhién 14 san phim THA chinh
thu dugc tir nhanh LOX-2 cua con duong LOX chira 9,10,13-THA véi lugng
16n, do dugc trong bia san xuét dugc tir lta mach chira dot bién D112 ¢é null-
LOX-1, cu thé 13 +47% so véi luong nay trong bia san xuét duoc tir chung cv.
Power. Két qué trai ngugc thu duoc 1a, voi dot bién A689 c6 null-LOX kép,
luong do duge giam 60%, lai 14n nita so sanh v6i chung cv. Power. Céc két qua
ctia thir nghiém riéng d4 xac nhan két ludn néu trén. Co s¢ phén ti dé theo doi 1a
khé ndm dugc, nhung mét s6 co ché té bao co thé dugc nghién ctru dé dat duoc
su can bang dbi voi sy vang mat cia LOX-1 trong d6t bién D112 bang cach tdng
cuong su téng hop enzym kém theo khi tao ra 9,10,13-THA.

Véi 1y do d6, bia lta mach duoc san xuit tir dot bién A689 c6 null-LOX
kép tao ra ty 1€ 9,12,13-THA:9,10,13-THA nho hon so véi tir chiing cv. Power.

Viéc xé4c dinh luong 9,12,13-THA va 9,10,13-THA, két hop v6i viéc xac
dinh ty 1¢ giita chiing, 13 yéu t6 ban dAu tién loi dé chi bdo xem liéu c6 phai 13
bia san xuét dugc bé'mg cach su dung Iia mach chira dot bién A689 c6 null-LOX
kép hay khong. Tuy nhién, suw dénh gia vimng chic vé diéu nay cho thiy c6 thé
kém theo cac xét nghiém bd sung nhu duoc mé ta trong don nay.

Trong bia duoc san xuét tir mach nha chia d6t bién A689 c6 null-LOX
kép, néng do cua 9,12,13-THA va 9,10,13-THA thu dugc tir con duong LOX
lan lugt dugc phét hién 13 giam ~75% va ~40%, so v6i bia dbi chimg dugc san
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xuat tir ching cv. Power duoc tao mach nha (FIG.14B). Trong bia nay, ty 1&
9,12,13-THA:9,10,13-THA c6 thé cling dugc coi la rat nhé so véi bia duogc san
xuét tir chung cv. Power. N6i chung, nhung khéng chi trong tit ca cac truong
hop, lugng THA trong bia san xuat dugc tr mach nha 1a hoi nh6é hon so véi
trong bia san xudt d&qc tir [ia mach (so sanh FIG.14A va FIG.14B).

Phén tich bia sdn xuét dugc tir lia mach chi vé tinh 6n dinh vi va mui
thom: Hoi dong chuyén gia danh gia huong vi bia néu trén dénh gia bia san xuét
dugc tir lta mach ching cv. Power, dot bién D112 ¢6 null-LOX-1 va dot bién
A689 c6 null-LOX kép duoc cit gifr cudng buc kéo dai.

Néi chung, héi ddng chuyén gia danh gia huong vi bia da phat hién bién
dang vi dép tmg yéu cau dbi voi tit ca céc loai bia twoi va bia dugc ct gitlt
cudng bic kéo dai sau 1 tudn & 37°C. Tuy nhién, diém sb vi "gidy" 1 cao hon
dang ké dbi v6i bia so sanh so véi bia san xuAt dugc béng cach st dung mach
nha chitra d6t bién A689 c6 null-LOX kép va dot bién D112 ¢6 null-LOX-1
(FIG.15A), tirc 1a bia ddi chimg khac biét & chd, c¢6 vi hdi do gidy néu trén manh
hon. N6i chung, hdi dong chuyén gia danh gia huong vi bia va chudng hon so
v6i bia dugc san xuét tir 1a mach chira d6t bién A689 c6 null-LOX kép.

Hbi dong chuyén gia vi ciing dénh gia vi "ngAu" noi chung hon sau khi cat
gift bia trong thoi gian tir 1 dén 3 thang & 30°C, lai l4n nita chiing minh ring
diém sb vi néu trén 14 cao hon dang ké dbi v4i bia san xuét dugc tir ching cv.
Power va c¢6 null-LOX-1 so véi diém sé vi bia duoc san xut tr lta mach chira
dot bién A689 c6 null-LOX kép (FIG. 15B).

Tém lai, tinh 6n dinh vi duoc cai thién clia bia duge san xuit tir [ta mach
va bia théng thuong dugc san xuét tir dot bién 689 cé null-LOX kép 1a dang ké -
don gian 1a vi lugng T2N nho sau khi bao quan, cu thé 13 bao quan & nhiét do
cao. Do dd, cac tic dong cua LOX-1 va LOX-2 trong cic quy trinh san xudt bia
la cac quyét dinh quan trong dé biéu hién T2N, mot hop chét tao vi la trong bia
ngiu.

So sanh bia san xuit duoc tir lta mach va bia thong thuong vé bot bia: Bia

dugc san xudt tir 1da mach va bia dbi chimg duge khir khi trong 20 phut trong bé
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siéu am trude khi b6 sung 50ml H,O vao 150ml bia. Hén hop nay duoc rét
cham vao thap bot bao gébm 6ng bang thuy tinh dai 16 cm, réng 7 cm (v6i bo loc
thily tinh va d4u ni 1an luot trén va dudi). Khi Na, v6i tbe do nhé 400 ml/phat,
duoc suc qua hon hop néu trén tir phia dudi dé tao ra bot bia. Khi nay duoc dan
qua ong, va duge thu gom vao phéu ling kiéu bac duoc bd tri trén qua can.

Tong luong bot dugc ghi & cic khoang thoi gian 14 5 phat cho dén khi
ngimg su phat trién cta bot ca déi véi bia san xuét duoc tir lta mach (FIG.16A)
va bia san xuét duogc tir mach nha (FIG.16B). Trong moi trudng hop, vt liéu thé
dé san xuat bia 13 tir 4ot bién A689 c6 null-LOX kép tao ra nhiéu bot nhat. Thyc
té, su phat trién cua bot trong bia san xuét duoc tir lua mach 13 t6t hon so v6i bia
san xuat duge tir mach nha.

Bang 6. Phan tich Iia mach, mach nha, ché phém U men, va bia

Chung cv. Dot bién Dot bién

Mau
Power D112 A689

Phan tich lia mach
Protein %%* 11,7 11,2 10,1
Tinh bot %* 63,3 62,9 62,7
Nay mam 6 72 giod % 98 99 99
Chi s6 nay mam 1-10 8,4 7,8 7,8
D06 nhay nudc % 9 17 24
Loai hat >2,5 mm % 96,2 98,9 98,0
TKW g 48,2 54,2 47,7
B-Amylaza (laa

Ulg 1039 979 1491
mach)*
trans-2-Nonenal® ppb 270 190 150

Phan tich mach nha, ché men,va
pham i bia
Ngam va lam nay
- 120 120 120
mam
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Dich chiét %o 81,5 81,2 81,4
N hoa tan %, NIT* 0,67 0,63 0,64
Miic bién tinh % 96 97 97
Mirc dong nhat héa % 88 86 81
B-Amylaza** U/g 768 865 1007
o-Amylaza™*** Ulg 175 172 200
trans-2-Nonenal ppb 1100 470 390
D6 ruou % 3,94 3,87 3,80
Dich chiét thuc % Plato 3,76 3,80 3,30
Do pH 43 42 42
Mau EBCU 7,1 8,2 5,2
Dich chiét ban ddu % Plato 11,42 11,33 10,72
Miuc do 1én men
thue t6 % 68,4 67,8 70,4
b6 ruou % (e 4 3 4
tich)
Ham luong CO; g/l 5,6 6.1 5,9
Ham lugng SO, ppm 4 4 5
Ham lugng diaxetyl ppm 23 21 10

*  do duoc nho phd truyén gan hong ngoai chuén.

** hoat tinh B-Amylaza dugc do biang cach sir dung kit Megazym (m3 sén
phim K-BETA).
**% hoat tinh o-Amylaza duoc do bing cach st dung kit Megazym (m3 san
phim K-CERA).
' co ban do duge nhu duwoc mé ta bdi Groenqvist va cic dong tac gia (1993).
Vidul10
Gen dbi v6i LOX-2 trong dot bién A689 ctia 1ta mach duoc dot bién

Trinh tu gen nucleotit md héa LOX-2 cua chung cv. Barke (SEQ ID
NO:1) va ciia dot bién A689 c6 null-LOX kép (SEQ ID NO:2) thu dugc nhu
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dugc mo ta dudi day. Sau do, cac trinh tu thu dugc nay dugc so sanh dé xac
dinh co sé phan tir dbi voi kiéu gen cua dot bién A689 ¢6 null-LOX-2, kiéu hinh
nay khéc biét & chd, khong cé hoat tinh LOX-2 trong hat [ia mach dang nay
mam.

Déi véi muc dich so sanh néu trén, cac ADN bd gen cua lua mach tir d6t
bién A689 va lia mach kiéu dai chung cv. Barke dugc phan lap ra khéi cac 14
non cua cdy giéng con bang cach su dung Kit phan 18p ADN thuc vat (Roche).
Hai trinh tw 3331-bp bao pht céc ving mi héa protein dbi véi LOX-2 trong
ADN b6 gen cua dot bién A689 va ching cv. Barke dugc mé rong bai PCR
bing cach su dung cac doan moi 5'-
CGCAGCGAGCTAACTTAGAAGCGTGCCACA-3' (SEQ ID NO:3) va
5'-CCTCATGCCTTTGTGCTATCCTTGCTTGCT-3' (SEQ ID NO:4); co sé
d6i véi céac trinh tuy mdi nay chua trinh tu gen di truyén dbi véi LOX-2 (tic 1a
SEQ ID NO:1).

Céc phan tmg PCR bao gdm 100ng ADN bd gen dugc tao huyén phu
trong 20 pl dung dich dém phan tmg chira 5 pmol mdi doan mdi va 3,0 don vi
(U) polymeraza FailSafe (Epicentre). Cac 14n khuéch dai PCR dugc tién hanh
trong thiét bj diu khién chu trinh MJ, bang cach sit dung céc théng sb sau: 30
gidy ¢ 98°C trong 1 chu ky; 15 gidy ¢ 98°C; 30 gidy ¢ 65°C; va 60 gidy ¢ 72°C
d6i vé6i 30 chu ky; 10 phit & 72°C cho 1 chu ky. Cac san phidm PCR thu duoc
duoc tach ra trén gel agaroza 1%, va cac doan ADN twong tng vé chiéu dai véi
cac don vi sao chép dugc tinh ché bang cach sir dung kit chiét gel Qiaex II
(Qiagen), va duoc 16ng ghép vao vét truyén plasmit hodc pCR Blunt I TOPO
Blunt (Invitrogen). C4c ving ma hoéa duoc gin vao cic phan tmg dau két thuc
mach dideoxynucleotit béng cac doan oligonucleotit mdi dac hiéu, sau do6 xac
dinh trinh tu trén b6 xac dinh trinh ty MegaBACE 1000 ADN (GE Biosystems).
Trén FIG.17 thé hién trinh tu gen dang so dd kéo dai cac codon bét dau va két
thuc ving ma héa LOX-2. Viéc so sanh cac trinh tu dugc thuc hién béng cach su

dung géi phan mém phan tich trinh ty Lasergene ver. 5.2 (DNASTAR), cho thiy
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maot dot bién diém dudi dang sy thay thé G—A & vi tri 2689 ciia SEQ ID NO: 2
trong exon 6 (FIG.17).

Trinh tu gen kiéu dai d6i véi LOX-2 ma héa protein dai 864 gbc (SEQ ID
NO:5), véi khéi lugng du bao trude 14 96,7kDa. Trong khi su dot bién nay & vi
tri 684 trong trinh ty ma hoa LOX-1 cta d6t bién D112 do dua codon két thuc
sém vao, ma gen ma héa LOX-2 cua dot bién A689 cit cut dau tan cung C cua
180 axit amin, vi thé m4 héa protein 76,8 kDa (SEQ ID NO:6).

Bang 7 t6m tit nhimg khac biét vé phan tir lién quan dén gen LOX-2 cla
lda mach kiéu dai, dot bién D112 ¢6 null-LOX-1 (dugc mod ta trong
WO 2005/087934), va dot bién A689 ctia lua mach (null-LOX kép).

Béng 7. Di liéu phan tir vé lia mach kiéu dai va lia mach d6t bién.

Dot bién Dot bién
Tinh chét Laa mach hoang DI112* A689
Kiéu gen LOX LOX-1kiéudai, null-LOX-I, null-LOX-1,

LOX-2 kiéudai LOX-2 kiéu dai null-LOX-2

Dot bién bazo

o ~ G3474—A G3474—A
LOX-1 - ~ G2689—A
LOX-2

Dir liéu protein

Ak 862 aa (96,4 665 aa (74,2 665 aa (74,2
LOX-1 kDa) kDa) kDa)
LOX-2 864 aa (96,7 864 aa (96,7 684 aa (76,8

kDa) kDa) kDa)

* Dong me ctia dot bién A689, Ca211901, ¢6 céc tinh cht gidng nhau.
** §§ trinh tu theo SEQ ID NO:1 ctia WO 2005/087934 dbi véi gen LOX-1, va
d6i v6i gen LOX-2 theo SEQ ID NO:1 cia cong bd sang ché nay.
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*#% PO dai du bdo cla protein trong céc axit amin (aa), v6i khdi lugng du bao
tuong tmg, trong cac ddu ngoic.

Vidull

Phat hién gen ctia lia mach chira dot bién A689 c6 null-LOX kép

Thtr nghiém tinh da hinh ctia mét nucleotit (SNP) la phwong phdp thuin
tién dé nhan dang cac dot bién cua thuc vat. Thuét nglt SNP & day c6 nghia la su
dot bién diém véi it nhat hai nucleotit khac nhau & mdt locus. Thir nghiém nay
dua trén co sé sir dung két hop hai b phan tmg PCR bang cach sit dung ADN
bo gen lam khuén mau. C4 hai phan tng chira doan méi ¢ locus dic hiéu, va
mot trong hai doan moi SNP (mdt cho mdi alen cua trinh tu nay). Hai b phan
tng PCR dugc thuc hién cho mdi dong thuc vét, véi két qua 1a phan tmg PCR
hodc lién két doan moi SNP v6i céc trinh tw clia dot bién nay hodc lién két voi
alen kiéu dai (FIG.18A). Theo mot trong s cac phuong phap nay, viée phan tich
SNP c6 thé 13 trén co s& nhan dang céc dong dot bién bang cach danh gia mau
bang sau khi dién di gel cac san phdm PCR.

ADN b gen cua Iia mach tir dong nhén gidng lua mach va tir lda mach
kiéu dai ching cv. Quench duoc phan 14p ra khoi cic md 14 cta cdy gidng non,
bang cach st dung kit phan 1ap ADN thuc vt (Roche) theo khuyén cdo ctia nha
san xuat. Cac doan oligonucleotit mdi duoc sir dung dé mo rong SNP cia gen
IiDGZk@udmléE%KXHCAAGGACGCGGCGTGGS'@EQIDI«ID\é
5'-GAGCGAGGAGTACGCGGAG-3' (SEQ ID NO:8), trong khi cac doan nay
dbi véi dot bién gen twong ting 14 5'-~ACCTCAAGGACGCGGCGTGA-3' (SEQ
ID NO:9) va 5'-GAGCGAGGAGTACGCGGAG-3' (SEQ ID NO:8). Cac t6 hop
doan moi nay duogc st dung trong cac phan mg PCR dé mé rong cac doan ADN
200bp gdm cac phin cia cac ving mé hoa dbi véi LOX-2 14n luot cta dot bién
A689 c6 null-LOX kép va cta ching cv. Quench (FIG.18A). Cac phan img PCR
gébm 100ng ADN bd gen trong 20pl dung dich dém phan ung chira doan méi
25pmol va 7ul hdn hgp REDTaq (Sigma), duge st dung theo huéng dan cua nha
san xuét. Cac 1an khuéch dai PCR 29 chu ky dugc thuc hién trong thiét bi diéu
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khién chu trinh MJ: 2 phiit & 96°C cho 1 chu ky; 1 phut & 95°C; 1 phut & 68°C; 1
phut & 72°C; két thiic bang su kéo dai 10 phat & 72°C.,

Su thy phan chéo giita cdy lta mach dong hop tir mang dot bién LOX-1
va cdy dong hop tir mang dot bién LOX-2 c6 thé din dén 4 trudng hop khéac
nhau. Béng cach st dung hai b doan mdi, mot bd doan mdi SNP - FL820 (SEQ
ID NO:10 va FL823 (SEQ ID NO:11) - d nh4n dang d6t bién gen LOX-1 (dot
bién G—A & vi tri 3474 cta gen LOX-1), va mot bd doan mdi SNP - FL1034
(SEQ ID NO:9) va FL1039 (SEQ ID NO:8) - dé nhan dang su dot bién gen
LOX-2 [su thé G—>A & vi tri 2689 clia gen LOX-2 (SEQ ID NO:1)], ¢6 thé phai
nhan dang duoc mot trong sé bbn trudng hop d6t bién chéo néu trén (dua ra trén
FIG.18B). Noéi cach khac, mot phan tmg PCR tong hop duy nhét c6 thé dugc sir
dung dé tao ra céc san phém PCR dac trung cho ca hai sy dot bién LOX-1 va
LOX-2 néu trén. Cac doan oligonucleotit mdi duoc st dung dé mo rong san
pham SNP ctia PCR d6i v6i dot bién G—A & vi tri 3474 trong gen LOX-1 13 5'-
CAAGGTGCGGTTGCTGGTGTC-3' (SEQ ID NO:10) va
5'-CTCGCGCGTCTCCTTCCAT-3' (SEQ ID NO:11), tao ra doan ADN 166bp
chtta mét phan ving ma héa déi véi LOX-1. Cac doan oligonucleotit mdi duoc
st dung dé mo rong san phém SNP cua PCR dé phat hién su dot bién G—A & vi
tri 2689 trong gen d6i véi LOX-2 1a 5-ACCTCAAGGACGCGGCGTGA-3'
(SEQ ID NO:9) va 5-GAGCGAGGAGTACGCGGAG-3' (SEQ ID NQO:8), tao
ra doan AND 200bp chtra phén ving mi héa LOX-2. FIG.18C, lan 2, thé hién
chi tiét dot bién A689 c6 null-LOX kép mang ca hai su dot bién néu trén, trong
khi ca hai déu khong mang kiéu dai déi chimg (FIG.18C, lan 3).

Trong mdt thir nghiém khéc, bang cach sir dung Kit REDExtract-N-Amp
Plant PCR (Sigma) theo huéng dan ciia nha san xuit, ADN bo gen ctia lia mach
dugc phan 18p ra khoi cac mo 14 ciia 23 cay non gidng ciia dong nhan gidng nay,
va sau d6 dugc st dung trong cac phan tmg PCR gom 100ng ADN bo gen trong
20pl dung dich dém phan tng chirta doan mdi 25 pmol. Cac doan md rong dugce
tién hanh trong thiét bi diéu khién chu trinh ¢6 dong co (MJ Research), theo
huéng din st dung ciia nha san xuét: 2 phiat & 96°C cho 1 chu ky; 1 phut &
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95°C, 1 phut & 68°C, 1 phut & 72°C cho 29 chu ky; va cudi cung 1a 10 phut &
72°C cho 1 chu ky. FIG.19 thé hién miu bang sau khi dién di céc san phim
PCR. Phén tich nay cho thiy ring quy trinh nay 14 hitu ich dé chon hop céac sy
d6t bién c6 null-LOX-1 va null-LOX-2 mong mudn.

Danh muc céc trinh tu

SEQ ID NO:1 Trinh tu ADN b0 gen kiéu dai ma héa LOX-2 tur ching cv.
Barke.

SEQIDNO:2  Trinh tw ADN bd gen LOX-2 ctia dot bién tir dot bién
A689 cua lta mach.

SEQ ID NO:3 Poan mdi dé khuéch dai protein ma héa vung dbi véi
LOX-2 (cling dugc ky hiéu la FL960).

SEQID NO:4  Poan mdi dé khuéch dai protein ma hoa vung ADN b gen
LOX-2 (cling dugc ky hiéu 1a FL961).

SEQ ID NO:5 Trinh tu protein LOX-2 c6 d6 dai déy du cua Iua mach kiéu
dai, chung cv. Barke.

SEQID NO:6  Trinh tu protein LOX-2 ctia d6t bién khong c6 hoat tinh
LOX-2 tir dot bién A689 ciia laa mach.

SEQ ID NO:7 Poan mdi dé khuéch dai ADN ciia LOX-2 kiéu dai (cling
dugc ky hiéu 1a FL1035).

SEQ ID NO:8 DPoan mdi dé khuéch dai ADN ciua LOX-2 (cling dugc ky
hiéu 1a FL1039).

SEQID NO:9  Doan moi dé khuéch dai ADN cua LOX-2 dot bién ctia dot
bién A689 (ciing duoc ky hiéu 1a FL1034).

SEQ ID NO:10  Poan mdi dé khuéch dai ADN cua LOX-1 dot bién cta dot
bién D112 (ciing duoc ky hiéu 1a FL820).

SEQ ID NO:11  Poan mdi dé khuéch dai ADN cua LOX-1 (cling dugc ky
hiéu 1a FL823).
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YEU CAU BAO HO
1. Db uéng duoc tao ra tir cdy lia mach, hodc bd phan cia nd, trong do do uéng
nay chtta T2N tiém ning v6i lwong nho hon 50% so véi T2N tiém nang trong dd
ubng duoc tao ra theo cach tuong tu tir ciy lta mach chung cv. Power, va trong
dé cay lua mach nay, hodc bo phan cua no, chira dot bién thi nhit dan dén viéc
lam mat hoan toan enzym chic ning lipoxygenaza (LOX)-1, va chira dot bién
th hai d4n dén viéc lam mét hoan toan enzym chirc ning LOX-2, trong d6 T2N
tiém nang 14 néng d6 cua T2N duge giai phong vao dung dich trong khi G trong
thoi gian 2 gio ¢ 100°C, d6 pH 1a 4,0, va trong dé T2N la trans-2-nonenal.
2. b ubng theo diém 1, trong d6 dd ubng nay 1a do udng tir mach nha.
3. Db ubng theo diém 1, trong d6 db ubng nay 14 bia.
4. b ubng theo diém 1, trong d6 db ubng nay 1 bia tir lua mach.
5. D6 udng theo diém 1, trong d6 dd ubng nay chira T2N tu do vdi lugng nho
hon 50% so v&i d6 ubng tao ra theo cach tuong tu tir ciy lia mach ching cv.
Power, sau khi bao quan 8 tun ¢ 37°C.
6. Té bao ciia cdy lia mach, trong d6 té bao cia ciy ltia mach nay khong phai la
vat liéu sinh san va chtra dot bién thir nhit din dén viéc 1am mét hoan toan
enzym chic nang LOX-1, va dot bién thir hai din dén viéc lam mét hoan toan
enzym chirc nang LOX-2.
7. Té bao cta ciy lia mach theo diém 6, trong d6 gen méd héa LOX-1 cua cay
nay chira codon két thiic sém.
8. Té bao cia cdy lua mach theo diém 7, trong d6 gen ma héa LOX-1 cla cay
nay chira codon v nghia, codon nay tuong tGng véi bazo sé 3572-3574 cia
SEQ ID NO:1 theo WO 2005/087934.
9. Té bao clia cdy lia mach theo diém bét ky trong sb cac diém tir 6 dén 8, trong
d6 gen ma hoa LOX-2 ciia ciy ndy chira codon két thiic sém.
10. Té bao clia cay lia mach theo diém 9, trong dé gen ma héa LOX-2 cla cay
nay chira dot bién tai vi tri nucleotit 2689 cua SEQ ID NO:1, dan dén su tao ra

codon két thiic.
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11. B6 phén cia cdy lua mach, trong d6 bd phén cta cdy lua mach nay khéng
phai 13 vat liéu sinh san va chtra dot bién thir nhat din dén viéc 1am mét hoan
toan enzym chitc ning LOX-1, va dot bién thr hai ddn dén viéc 1am mét hoan
toan enzym chtrc nang LOX-2.

12. B phén cia ciy lua mach theo diém 11, trong d6 gen ma héa LOX-1 cua
cdy nay chira codon két thiic sém.

13. B phén cla cdy lda mach theo diém 12, trong dé gen ma héa LOX-1 cua
cdy nay chtra codon vd nghia, codon nay tuong ung véi bazo sb 3572-3574 cua
SEQ ID NO:1 theo WO 2005/087934.

14. B6 phan ctia cay lia mach theo diém bét ky trong sb céc diém tr 11 dén 13,
trong d6 gen ma hoa LOX-2 ctia cdy nay chia codon két thic sém.

15. BO phén cla ciy lda mach theo diém 14, trong d6 gen méa héa LOX-2 cia
cay nay chia dot bién tai vi tri nucleotit 2689 ciia SEQ ID NO:1, dan dén su tao
ra codon két thic.

16. B phan ctia cdy lia mach theo diém bét ky trong s cac diém tir 11 dén 15,
trong do bd phén cua cdy 1a mach nay 1a (cac) hat.

17. b udng theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 d6 udng
nay duoc tao ra tir t& bao cia ciy lia mach theo diém bat ky trong sb cac diém
tir 6 dén 10 hodc bd phén cia cay ltia mach theo diém bét ky trong sé cac diém
tir 11 dén 16.

18. San phém thuc vat chaa té bao cua cdy lua mach da duogc xu ly, hoac bo
phan cta cy lta mach ndy, trong d6 té bao ciia ciy lta mach nay 1a té bao cua
cay lia mach theo diém bt ky trong sb cac diém tir 6 dén 10 hoic b phan cia
ciy lua mach 1 b§ phan cla ciy lua mach theo diém bat ky trong sb cac diém tur
11 dén 16.

19. San phim thyc vét theo diém 18, trong d6 san phdm thuc vt nay 1a ché
phém mach nha chia té bao cua cdy lia mach d& dugc x ly, hodac bd phan cua
cay lta mach ndy, trong d6 té bao cua cay laa mach nay la té bao cua cay lta

mach theo diém bat ky trong sb cac diém tir 6 dén 10 hodc bd phén cua cay lua
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mach 1a bd phén cta cay lua mach theo diém bat ky trong 36 cac diém tir 11 dén
16.

20. San pham thuc vat theo diém 18, trong d6 san pham thuc vét nay 13 ché
pham 1 men dugc tao ra bing cach sir dung té bao cua cay la mach theo didm
bat ky trong sd cac diém tir 6 dén 10 hodc b phén cta cay lia mach theo diém
bat ky trong s cac diém tir 11 dén 16, hodc bang cach st dung ché pham mach
nha duge tao ra tir té bao cla ééy lia mach nay, hodc bd phan cua cay lta mach
nay, hodc cac hdn hop cia ching.

21. San phém thuc vat theo diém 20, trong do6 san phém thuc vat 1a ché phém u
men va ché pham 0 men néu trén 1a ché pham @ men tir lda mach.

22. D6 udng theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 do ubng
néu trén dugc tao ra tir san phém thuc vat theo 19, hodc san phém thuc vat theo
diém bat ky trong sb cac diém tir 20 dén 21.

23. San phém thuc vt theo diém 18, trong do san phém thuc vat nay dugc chon
tir nhom bao gém xiro lia mach, xiro mach nha, dich chiét tir la mach, va dich
chiét tir mach nha.

24. Phuong phap san xuit d6 udng chira T2N tiém nang va&i lugng nhé hon 50%,
so véi lugng T2N tiém ning trong d6 udng duoc tao ra theo cach tuong tu tu
cay lia machchiing cv. Power, phuong phap nay bao gém cac bude:

(i) tao ra ché phim chira té bao cua cay lta mach theo diém bAt ky trong sb céac
diém tlr 6 dén 10 hozc bd phan cta cay lia mach theo diém bAt ky trong sb cac
diém tir 11 dén 16; va

(ii) xtr Iy ché pham thu dugc tir bude (i) thanh db udng;

nhd d6 san xuit dugc db ubng, trong d6 T2N tiém nang 14 noéng d6 ctia T2N
dugc giai phong vao dung dich trong khi 0 trong thoi gian 2 gio & 100°C, d6 pH
la 4,0 va trong d6 T2N Ia trans-2-nonenal.

25. Phuong phép san xuit ché phdm mach nha chta T2N tiém nang vdi lugng
nho hon 50% so vé&i lwong T2N tiém ning trong ché phim mach nha duoc tao ra
theo cach tuong ty tir cAy Iia mach ching cv. Power, phuong phap nay bao gém

cac budc:
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(i) tao ra céc hat theo diém 16 cta cdy lta mach, trong do6 cay lta mach chira dot
bién thit nhat din dén viéc lam méat hoan toan enzym chirc ndng lipoxygenaza
(LOX)-1, va chtra dét bién thir hai din dén viéc 1am méAt hoan toan enzym chuc
nang lipoxygenaza LOX-2;

(i1) ngdm céc hat néu trén;

(iii) cho céc hat 3 ngdm nay mam trong diéu kién xac dinh trudc:;

(iv) xir Iy bang nhiét cac hat nay mam;

nho d6 san xuét ra ché phdm mach nha,

trong d6 T2N tiém ning 13 ndéng do cua T2N duoc giai phong vao dung dich
trong khi U trong thoi gian 2 gio & 100°C, d6 pH 1a 4,0 va trong d6 T2N Ia trans-
2-nonenal. ‘

26. Phuong phéap theo diém 25, trong d6 murc T2N tu do v&i luong t6i da 13 50%
T2N so véi T2N tu do trong ché phém mach nha dugc tao ra theo cach tuong tu

tir d6t bién ctia lia mach D112 ¢6 s6 hiéu ndp luu ATCC sb PTA-5487.
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<120> Pd uéng duoc tao ra tir cdy lta mach c6 hoat tinh lipoxygenaza giam, té bao cla cay lua
mach, bo phén cua ciy lia mach, san pham thuc vat chira t€ bao ciia cdy lua mach, phuong phap san

xuat do uong va phuong phap san xuat ché pham mach nha

<130>

<160> 11

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1
atgtttggcg

ADN

aagggctccg
gtcatggacg
accaacgtcg
gtgatacatg
atataaagaa
tgagcttgag
catgacgcac
gcgggaaggt
tcatcaccac
gggtgccggg
tcaccctcga
acccgcaggce
acgagtacca
cggttccgtt
gaagccgtac
cctggaccac
cgtcctecgge
ctcggacagc
cttggtctga
gctggtgcag
cttcctgggc
cgtcgacctc
cggcatcaag

gctcgtcaag

3229

P1599PC00

tcggcggeat
tcgtcctcat
gcgtcaccga
accacagtga
gaaaacggaa
ctaaaatgca
agacagggac
ggaggggttt
gggcgcggag
cggcgagaac
ggccatcatc
caacgtgccc
caagtaccgc
ctccatggta
gggacatacg
cgcgacgacg
gaccgcgtct
ggctccaagg
agtgcgtgtc
caagcatgtg
aacgtctacg
tacacgctca
tcceceeggeg
ctgcccaaca

gacctcatcc

PatentIn phién ban 3.4

Hordeum vulgare cv: Barke

cgtgagcgac
gcgcaagaac
gctcctecggce
gcactcactc
gcagatccgc
cgtatggtta
gtgcaaaaaa
accttactac
gcgaacctgg
aagttcgccg
gtcaagaaca
ggccgceggca
tacaaccgcg
gctagtacga
tgccgcagac
agctccggaa
accgctacga
acctccccta
tccteecttce
tggccgacgc
tgctgcgcga
aggcgctggt
agttcgactc

tcccggecect

ccaagggcgg

ctgacggggg
gcgctcgact
cgcggcgtca
gccactcccc
atcctcacgce
cggatgcatg
taacttaata
taattaattg
agcagtggct
tcaccttcga
accacgcctc
ccatcgtctt
tcttcttege
tggatttcgc
gtacctgccg
cctgaggggc
cgtctacaac
cccgegecege
tccttecttt
agagcccgac
cgagctcttc
ggacgggatc
cttcgccgac
cgaggaggtg

cgacttcctc
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gcctccgggg

tcaacgactt
cctgccagcet
gttttgtaat
ccgaaccaag
cttatgcttg
atggagtaac
tcgagcagac
cctgccgacg
ctggtcggtg
cgagttcttc
cgtcgccaac
caacgacgtg
ttgctcgatg
caccagatgc
gacgaccagc
gacctcggcg
tgccgcaccyg
cgatctcccc
cacgagagcc
ggccacctca
ataccggcca
atcctcaagc
cgcaagcgct

ctcaagctcc

cgcccacctc
cggcgccacc
catcagctcc
ccctgccact
caaataatat
agcttgagct
taatgtgaga
aacggtgggc
aacctgccgt
gacaagctgg
ctcaagacca
tcatgggtct
agtattttat
cctgactggt
cggcggcegcet
aggggcccta
actcccgega
gccggaagec
ataacgtgta
ggctgctgec
agcagtcgga
tccgcaccta
tctacgaggg
tccegcetceca

ccaagccgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
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gatcatcaag
cgccggegtc
ggccattgaa
gtgtgcagga
gcaccatgac
tcgccggcaa
acatcaacaa
gggacggcac
tgaccaccgc
ggcagctcgc
actggctcaa
gcgtcaccca
acgcgcgggce
cgcacaagca
aagctctccc
acggtccttg
catggcggtg
gtacgcgacc
gaccatctac
gaaggaggtg
gcagacggtg
ccacgcggcec
ggcgagccegg
cccggagaag
gctcatggag
gccggegtgg
ggagggcatc
cgggccggec
ggccgagggg

<210> 2
<211>
<212>

<213>

ADN

<400> 2

3229

gtagaccaga
aaccccatga
caaaatcgtc
gttccctccc
cgaggagcac
caggctctac
cctcgacgec
gctggcgeeg
caagagcgcc
caaggcctac
cacgcacgcc
cccggtctac
gcgcgggcetyg
cgccatgcecc
cgccgatcta
atttgatcaa
gaggacgcat
gacgggctgg
taccccaacg
agggaggtcg
gcggagctga
gtcaacttcg
aggccgatgc
gccttcatcc
atcctctcca
acgtcggacg
gagaagcagg
aagttcccat

ctcaccgceca
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aagcgtgoat
tgatcaaacg
catacatgtc
aagagcactc
gtggccaaga
atcgtagacc
agcttcgtgt
gtcgccatcg
gtgtacacgc
gcctccgtga
gtcatggagc
aagctcctgc
ctcatcaacg
atgtcctcca
atcaagaggt
aatgattaat
cgagcccgea
ccgtgtggga
acggcgtgcet
ggcacggcga
tcaaggcgtg
ggcagtaccc
cggtgcaggg
gcaccatcac
agcactcctc
ccaaggcgct
tggtggccat
acatgctgct

ggggcatccc

gactgacgag
cctcaccgtg
actaatcaat
tggatccgag
gcctggaggg
agcacgacaa
acgccacaag
agctgagctc
cgcagcacgc
acgactacgg
ccttecgtcat
acccgcacta
ccggeggegt
tggtctacaa
gcaacatgtt
cgatcttgat
caaggtgcgg
cgccatcgag
gcagggcgac
cctcaaggac
cgccaccatc
ctactcgggc
gagcgaggag
cagccagttc
cgacgaggtc
ggaggcgttc
gaactcggac
ctacccaaac

gaacagcata

Hordeum vulgare dothbién A689

atgtttggcg tcggcggcat cgtgagcgac ctgacggggg

aagggctccg tcgtcctcat gcgcaagaac gcgctcgact

gtcatggacg gcgtcaccga gctcctcggc cgcggegtca
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gagttcgcca
agtgacccac
actcacaccg
caagtacggc
cctcaccgtg
cctgatgccg
gacgctgctc
gccgctgatc
cggcgtggag
gtggcaccag
cgccaccaac
ccgcgacacc
catcgagatg
gcactggaac
tacattatat
ggttgatgat
ctgctgatca
cagtgggtgt
gtggagctgc
gcggegtggt
atctggaccg
taccacccca
tacgcggagc
catgccctgg
tacctgggcc
aagcggttcg
ccgcagctaa
acctccgacc

tccatctga

gcctecgggg

tcaacgactt

cctgccagcet

gggagatgct
tccatctacc
ttttgaccgc
gaccacacca
cagcaggcgc
ttcctgatcg
ttcctgcgag
cagggcgagc
ggctggatat
ctcatcagcc
aggcagctca
atgaacatca
accgtgttcc
ttcaccgaac
aattgacgaa
gatgtagggg
aggactaccc
cggactacct
aggcgtggtg
ggccaaagat
ggtcggcgct
acaagccgtc
tggagcgaga
tgggcatctc
agcacgacac
gggcgaagct
agaaccgcac

acacgggaca

cgcccacctc
cggcgccacc

catcagctcc

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3229

60
120
180
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accaacgtcg
gtgatacatg
atataaagaa
tgagcttgag
catgacgcac
gcgggaaggt
tcatcaccac
gggtgccggg
tcaccctcga
acccgcaggc
acgagtacca
cggttccgtt
gaagccgtac
cctggaccac
cgtcctcggce
ctcggacagc
cttggtctga
gctggtgcag
cttcctgggc
cgtcgacctc
cggcatcaag
gctcgtcaag
gatcatcaag
cgccggcegtce
ggccattgaa
gtgtgcagga
gcaccatgac
tcgccggcaa
acatcaacaa
gggacggcac
tgaccaccgc
ggcagctcgce
actggctcaa

gcgtcaccca

acgcgcgggc

accacagtga
gaaaacggaa
ctaaaatgca
agacagggac
ggaggggttt
gggcgcggag
cggcgagaac
ggccatcatc
caacgtgccc
caagtaccgc
ctccatggta
gggacatacg
cgcgacgacg
gaccgcgtct
ggctccaagg
agtgcgtgtc
caagcatgtg
aacgtctacg
tacacgctca
tccecceggeg
ctgcccaaca
gacctcatcc
gtagaccaga
aaccccatga
caaaatcgtc
gttccctecc
cgaggagcac
caggctctac
cctcgacgec
gctggcgecg
caagagcgcc
caaggcctac
cacgcacgcc
cccggtctac

gcgcgggetyg
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gcactcactc
gcagatccgc
cgtatggtta
gtgcaaaaaa
accttactac
gcgaacctgg
aagttcgccg
gtcaagaaca
ggccgeggcea
tacaaccgcg
gctagtacga
tgccgcagac
agctccggaa
accgctacga
acctccccta
tccteecttce
tggccgacgce
tgccgegega
aggcgctggt
agttcgactc
tcccggecct
ccaagggcgg
aagcgtggat
tgatcaaacg
catacatgtc
aagagcactc
gtggccaaga
atcgtagacc
agcttcgtgt
gtcgccatcg
gtgtacacgc
gcctccgtga
gtcatggagc
aagctcctgce

ctcatcaacg

gccactcccc
atcctcacgce
cggatgcatg
taacttaata
taattaattg
agcagtggct
tcaccttcga
accacgcctc
ccatcgtctt
tcttcttcge
tggatttcgc
gtacctgccg
cctgaggggc
cgtctacaac
cccgegecgce
tccttecttt
agagcccgac
cgagctcttc
ggacgggatc
cttcgccgac
cgaggaggtg
cgacttcctc
gactgacgag
cctcaccgtg
actaatcaat
tggatccgag
gcctggaggg
agcacgacaa
acgccacaag
agctgagctc
cgcagcacgc
acgactacgg
ccttcgtcat

acccgcacta

ccggcggcegt

-108-

gttttgtaat
ccgaaccaag
cttatgcttg
atggagtaac
tcgagcagac
cctgccgacy
ctggtcggtg
cgagttcttc
cgtcgccaac
caacgacgtg
ttgctcgatg
caccagatgc
gacgaccagc
gacctcggcg
tgccgcaccg
cgatctcccc
cacgagagcc
ggccacctca
ataccggcca
atcctcaagc
cgcaagcgct
ctcaagctcc
gagttcgcca
agtgacccac
actcacaccg
caagtacggc
cctcaccgtg
cctgatgccg
gacgctgctc
gccgctgatc
cggcgtggag
gtggcaccag
cgccaccaac
ccgcgacacc

catcgagatg

ccctgcecact
caaataatat
agcttgagct
taatgtgaga
aacggtgggc
aacctgccgt
gacaagctgg
ctcaagacca
tcatgggtct
agtattttat
cctgactggt
cggcggegct
aggggcccta
actcccgcga
gccggaagcec
ataacgtgta
ggctgctgcc
agcagtcgga
tccgcaccta
tctacgaggg
tccecgeteca
ccaagccgga
gggagatgct
tccatctacc
ttttgaccgc
gaccacacca
cagcaggcgc
ttcctgatcg
ttcctgcgag
cagggcgagc
ggctggatat
ctcatcagcc
aggcagctca
atgaacatca

accgtgttcc

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
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cgcacaagca
aagctctccc
acggtccttg
catggcggtg
gtacgcgacc
gaccatctac
gaaggaggtg
gcagacggtg
ccacgcggcc
ggcgagccgg
cccggagaag
gctcatggag
gccggcgtgg
ggagggcatc
cgggccggcec
ggccgagggg

<210> 3
<211> 30
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 3

cgccatgcecc
cgccgatcta
atttgatcaa
gaggacgcat
gacgggctgg
taccccaacg
agggaggtcg
gcggagcetga
gtcaacttcg
aggccgatgc
gccttcatcc
atcctctcca
acgtcggacg
gagaagcagg
aagttcccat

ctcaccgcca

23548

atgtcctcca
atcaagaggt
aatgattaat
cgagcccgea
ccgtgtggga
acggcgtgcet
ggcacggcga
tcaaggcgtg
ggcagtaccc
cggtgcaggg
gcaccatcac
agcactcctc
ccaaggcgct
tggtggccat
acatgctgct

ggggcatccc

Trinh tv nhan tao

cgcagcgagc taacttagaa gcgtgccaca

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4

Trinh tv nhan tao

cctcatgcct ttgtgctatc cttgcttget

<210> 5
<211> 864
<212> PRT
<213>

<400> 5

Hordeum vulgare cv: Barke

tggtctacaa
gcaacatgtt
cgatcttgat
caaggtgcgg
cgccatcgag
gcagggcgac
cctcaaggac
cgccaccatc
ctactcgggc
gagcgaggag
cagccagttc
cgacgaggtc
ggaggcgttc
gaactcggac
ctacccaaac

gaacagcata

Doan mdi khuéch dai Hordeum vulgare LOX-2 gADN

Doan mdi khuéch dai Hordeum vulgare LOX-2 gADN

gcactggaac
tacattatat
ggttgatgat
ctgctgatca
cagtgggtgt
gtggagctgc
gcggcgtgat
atctggaccg
taccacccca
tacgcggagc
catgccctgg
tacctgggcc
aagcggttcg
ccgcagctaa
acctccgacc

tccatctga

ttcaccgaac
aattgacgaa
gatgtagggg
aggactaccc
cggactacct
aggcgtggtg
ggccaaagat
ggtcggcegcet
acaagccgtc
tggagcgaga
tgggcatctc
agcacgacac
gggcgaagct
agaaccgcac

acacgggaca

Met Leu Gly val Gly Gly Ile val Ser Asp Leu Thr Gly Gly Ile Arg
1 5

10

15

Gly Ala His Leu Lys Gly Ser val val Leu Met Arg Lys Asn Ala Leu
30

20

25

-109-

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3229

30

30



Asp

Leu

His

65

Gln

Lys

Thr

Ala

145

Phe

Lys

Gln

Asn

Pro

225

Pro

Leu

Tyr

Tyr

Lys

Phe

Gly

50

Asn

Trp

Phe

Ala

Ile

130

Asn

Phe

Pro

Gly

Asp

Tyr

Asp

Arg

Thr

val

290

Leu

Asn

35

Arg

Asn

Leu

Ala

Ile

115

Thr

Ser

Ala

Tyr

Pro

195

Leu

Pro

His

Asp

Leu

275

ASp

Tyr

Asp

Gly

Gly

Leu

val

100

Ile

Leu

Trp

Asn

Arg

TYyr

Gly

Arg

Glu

Glu

260

Lys

Leu

Glu

Phe

val

Gly

Pro

85

Thr

val

Asp

val

Asp

Leu

Asp

Arg

ser

245

Leu

Gly

ser

Gly

Gly

Thr

Arg

70

Thr

Phe

Lys

Asn

Tyr

150

Thr

Asp

Asp

Ser

cys

230

Arg

Phe

Trp

Pro

Gly

Ala

Cys

55

Gly

Asn

Asp

Asn

val

135

Pro

Tyr

Glu

His

Arg

Arg

Leu

Gly

Leu

His

40

Gln

Lys

Leu

Trp

Asn

120

Pro

Gln

Leu

Leu

200

Asp

Thr

Leu

His

280

Glu

Lys

23548

val

Leu

val

Pro

sSer

105

His

Gly

Ala

Pro

Arg

Arg

val

Gly

Leu

Leu

265

Gly

Phe

Leu

Met

Ile

Gly

Phe

90

val

Ala

Arg

Lys

His

170

Asn

val

Leu

Arg

Leu

250

Lys

Ile

Asp

Pro

-110-

Asp

Ser

Ala

75

Ile

Asp

Ser

Gly

Tyr

155

Gln

Leu

Tyr

Gly

Gln

Ile

ser

Asn

Gly

Ser

60

Glu

Thr

Lys

Glu

Thr

140

Arg

Met

Arg

Arg

Gly

Pro

Gln

Ser

Leu

Phe
300

val

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Phe

125

Ile

TYyr

Pro

Gly

Tyr

205

Ser

ser

Asn

Asp

Ala

285

Ala

Pro

Thr

Asn

Asn

Gly

Gly

Phe

val

Asn

Ala

Asp

Asp

Lys

Asp

val

Leu

270

Ile

Asp

Ala

Glu

val

Leu

Glu

95

val

Leu

Phe

Arg

Ala

175

Asp

val

Asp

Ser

Tyr

255

Leu

Arg

Ile

Leu

Leu

Asp

Glu

80

Asn

Pro

Lys

val

val

160

Leu

Tyr

Leu

Lys

val

Gly

Thr

Leu



305

Glu

Lys

val

Leu

Pro

385

Met

Gln

Leu

Tyr

Pro

465

Thr

Trp

Trp

Pro

Tyr

545

Arg

val

val

Gly

Asp

Ala

370

Lys

Thr

Ala

Met

Ala

450

val

Ala

Ile

His

Phe

530

Lys

Ala

Phe

Arg

Gly

Gln

355

Gly

Ser

Leu

Pro

435

Thr

Ala

Lys

Trp

Gln

515

val

Leu

Arg

Pro

Lys

Asp

Lys

val

Thr

Glu

Ala

420

Phe

Arg

Ile

Ser

Gln

500

Leu

Ile

Leu

Gly

His
580

Arg

325

Phe

Ala

Asn

Leu

His

405

Gly

Leu

Thr

Glu

Ala

485

Leu

Ala

His

Leu

565

Lys

310

Phe

Leu

Trp

Pro

Asp

390

val

Asn

Ile

Leu

Leu

470

val

Ala

ser

Thr

Pro

550

Leu

His

Pro

Leu

Met

Met

375

Pro

Ala

Arg

Asp

Leu

455

Ser

Tyr

Lys

His

Asn

535

His

Ile

Ala

Leu

Lys

Thr

360

Met

Ser

Lys

Leu

Ile

440

Phe

Ser

Thr

Ala

Arg

Tyr

Asn

Met

23548

Gln
Leu

345

Asp

Lys

ser

Tyr

425

Asn

Leu

Pro

Pro

Tyr

505

Leu

Gln

Arg

Ala

Pro
585

Leu

330

Pro

Glu

Lys

Tyr

Leu

410

Ile

Asn

Arg

Leu

Gln

490

Ala

Asn

Leu

Asp

-111-

315

val

Lys

Glu

Arg

val

Leu

Gly

Ile

475

Ser

Thr

Ser

Thr

555

Gly

ser

Lys

Pro

Phe

Leu

380

Asp

Gly

Asp

Asp

Asp

Gln

Ala

val

His

val

540

Met

val

Ser

Asp

Glu

Ala

365

Thr

His

Leu

Gln

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

525

Thr

Asn

Ile

Met

Leu

Ile

350

Arg

Glu

Thr

Thr

His

430

Ser

Thr

Glu

val

Asp

510

val

His

Ile

Glu

val
590

Ile

335

Glu

Phe

ser

val

415

Asp

Phe

Leu

Leu

Glu

495

Tyr

Met

Pro

Asn

Met

575

Tyr

320

Pro

Lys

Met

Pro

Thr

400

Gln

Asn

val

Ala

Thr

480

Gly

Gly

val
Ala
560

Thr

Lys
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His

Ile

625

Ile

Gly

Arg

Met

Thr

705

Ser

val

Ser

Gly

Ala

val

Lys

Gln

Trp

Met

610

Lys

Glu

val

Glu

Gln

690

Gly

Gly

Phe

Leu

770

Phe

Ala

Phe

Ala
850

<210>
<211>
<212>

Asn

595

Ala

Asp

Gln

Leu

val

675

Thr

ser

Tyr

Gly

Ile

755

Met

His

Lys

Met

Pro

835

Glu

684
PRT

Phe

val

Tyr

Trp

Gln

660

Gly

val

Ala

His

Ser

740

Arg

Glu

Asp

Arg

Asn

820

Tyr

Gly

Thr

Glu

Pro

val

645

Gly

His

Ala

Leu

Pro

725

Glu

Thr

Ile

Thr

Phe

805

Ser

Met

Leu

Glu

Asp

Tyr

630

Ser

Asp

Gly

His

710

Asn

Glu

Ile

Leu

Pro

790

Gly

Asp

Leu

Thr

Gln

Ala

615

Ala

Asp

val

Asp

Leu

695

Ala

Lys

Tyr

Thr

Ser

775

Ala

Ala

Pro

Leu

Ala
855

Ala

600

Ser

Thr

Tyr

Glu

Leu

680

Ile

Ala

Pro

Ala

ser

760

Lys

Trp

Lys

Gln

Tyr

840

Arg

23548

Leu Pro

Ser Pro

Asp Gly

Leu Thr
650

Leu Gln
665

Lys Asp
Lys Ala
val Asn
Ser Ala

730

Glu Leu
745

GIn Phe
His Ser
Thr Ser
Leu Glu

810

Leu Lys
825

Pro Asn

Gly Ile

-112-

Ala

His

Leu

635

Ile

Ala

Ala

Cys

Phe

715

Ser

Glu

His

Ser

Asp

795

Gly

Asn

Thr

Pro

Asp

Lys

Ala

Tyr

Trp

Ala

Ala

700

Gly

Arg

Arg

Ala

Asp

Ala

Ile

Arg

ser

Asn
860

Leu

605

val

val

Tyr

Trp

Trp

Thr

Gln

Arg

Asp

Leu

765

Glu

Lys

Glu

Thr

Asp

845

ser

Ile

Arg

Trp

Pro

Lys

Trp

Ile

Tyr

Pro

Pro

750

val

val

Ala

Lys

Gly

His

Ile

Lys

Leu

Asp

Asn

655

Glu

Pro

Ile

Pro

Met

735

Glu

Gly

Tyr

Leu

Gln

815

Pro

Thr

Sser

Arg

Leu

Ala

640

Asp

val

Lys

Trp

Tyr

720

Pro

Lys

Ile

Leu

Glu

800

val

Ala

Gly

Ile
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<213> Hordeum vulgare dotbién AG89
<400> 6

Met Leu Gly val Gly Gly ITe val Ser Asp
1 5 10

Gly Ala His Leu Lys Gly Ser val val Leu
20 25

Asp Phe Asn Asp Phe Gly Ala His val Met
35 40

Leu Gly Arg Gly val Thr Cys GIn Leu Ile
50 55

His Asn Asn Gly Gly Arg Gly Lys val Gly
65 70

GIn Trp Leu Leu Pro Thr Asn Leu Pro Phe
85 90

Lys Phe Ala val Thr Phe Asp Trp Ser val
100 105

Gly Ala ITe Ile val Lys Asn Asn His Ala
115 120

Thr Ile Thr Leu Asp Asn val Pro Gly Arg
130 135

Ala Asn Ser Trp val Tyr Pro GIn Ala Lys
145 150

Phe Phe Ala Asn Asp Thr Tyr Leu Pro His
165 170

Lys Pro Tyr Arg Asp Asp Glu Leu Arg Asn

Gln Gly Pro Tyr Leu Asp His Asp Arg val
195 200

Asn Asp Leu Gly Asp Ser Arg Asp val Leu
210 215

Pro Tyr Pro Arg Arg Cys Arg Thr Gly Arg
225 230

Pro Asp His Glu Ser Arg Leu Leu Leu Leu
245 250

Leu Arg Asp Glu Leu Phe Gly His Leu Lys
260 265

-113-

Leu

Met

Asp

Ser

Ala

75

Ile

Asp

ser

Gly

Tyr

155

Gln

Leu

Tyr

Gly

Lys

val

Gln

Thr

Arg

Gly

Sser

60

Glu

Thr

Lys

Glu

Thr

140

Arg

Met

Arg

Arg

Gln

Ser

Gly

Lys

val

45

Thr

Ala

Thr

Leu

Phe

125

Ile

Tyr

Pro

Gly

Tyr

205

Ser

Ser

Asn

Asp

Gly

Asn

30

Thr

Asn

Asn

Gly

Gly

110

Phe

val

Asn

Ala

Asp

Asp

Lys

Asp

val

Leu
270

Ile

15

Ala

Glu

val

Leu

Glu

95

val

Leu

Phe

Arg

Ala

175

Asp

val

Asp

ser

Tyr

255

Leu

Arg

Leu

Leu

Asp

Glu

80

Asn

Pro

Lys

val

val

160

Leu

Gln

Tyr

Leu

Lys

240

val

Gly
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Tyr

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

385

Met

GlIn

Leu

Tyr

Pro

465

Thr

Trp

Trp

Pro

TYyr
545

Thr

val

290

Leu

val

Gly

Asp

Ala

370

Lys

Thr

Ala

Met

Ala

450

val

Ala

Ile

His

Phe

530

Lys

Leu

275

Asp

Tyr

Arg

Gly

Gln

355

Gly

Ser

Leu

Pro

435

Thr

Ala

Lys

Trp

Gln

515

val

Leu

Lys

Leu

Glu

Lys

Lys

val

Thr

Glu

Ala

420

Phe

Arg

Ile

ser

Gln

500

Leu

Ile

Leu

Gly

Ser

Gly

Arg

Phe

Ala

Asn

Leu

His

405

Gly

Leu

Thr

Glu

Ala

485

Leu

Ile

Ala

His

Trp

Pro

Gly

310

Phe

Leu

Trp

Pro

Asp

390

val

Asn

Ile

Leu

Leu

470

val

Ala

Ser

Thr

Pro
550

Leu

Gly

Ile

Pro

Leu

Met

Met

375

Pro

Ala

Arg

Asp

Leu

455

ser

TYyr

Lys

His

Asn

535

His

23548

Asp Gly Ile Ile

280

Glu

Lys

Leu

Lys

Thr

360

Met

ser

Lys

Leu

Ile

440

Phe

Ser

Thr

Ala

Arg

Tyr

Phe

Leu

GlIn

Leu

345

Asp

Lys

Ser

Tyr

425

Asn

Leu

Pro

Pro

Tyr

505

Leu

Gln

Arg

Asp

Pro

Leu

330

Pro

Glu

Lys

Tyr

Leu

410

Asn

Arg

Leu

Gln

490

Ala

Asn

Leu

Asp

-114-

Ser

Asn

315

val

Lys

Glu

Arg

Gly

Glu

val

Leu

Gly

Ile

475

His

Ser

Thr

ser

Thr
555

Leu
Phe
300
Ile
Lys
Pro
Phe
Leu
380
Asp
Gly
Asp
Asp
Asp
4

Gln
Ala
val
His
val

540

Met

Ala

285

Ala

Pro

Asp

Glu

Ala

365

Thr

His

Leu

Gln

Ala

445

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

525

Thr

Asn

Ile

ASp

Ala

Leu

Ile

350

Arg

Glu

Thr

Thr

His

430

Ser

Thr

Glu

val

Asp

510

val

His

Ile

Arg

Ile

Leu

Ile

335

Ile

Glu

Phe

Ser

val

415

Asp

Phe

Leu

Leu

Glu

495

Tyr

Met

Pro

Asn

Thr

Leu

Glu

320

Pro

Lys

Met

Pro

Thr

400

Asn

val

Thr
480
Gly

Gly

val

Ala
560
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Arg Ala Arg Gly Leu Leu ITe Asn Ala Gly Gly val Ile
565 570
val Phe Pro His Lys His Ala Met Pro Met Ser Ser Met
580 585
His Trp Asn Phe Thr Glu Gln Ala Leu Pro Ala Asp Leu
595 600 605
Gly Met Ala val Glu Asp Ala Ser Ser Pro His Lys val
610 615 620
ITe Lys Asp Tyr Pro Tyr Ala Thr Asp Gly Leu Ala val
625 630 635
Ile Glu GIn Trp val Ser Asp Tyr Leu Thr Ile Tyr Tyr
645 650
Gly val Leu GIn Gly Asp val Glu Leu Gln Ala Trp Trp
660 665
Arg Glu val Gly His Gly Asp Leu Lys Asp Ala Ala
675 680
<210> 7
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> i )
<223> Doan moi khuéch dai Hordeum vulgare LOX-2 gADN
<400> 7
acctcaagga cgcggcgtgg
<210> 8
<211> 19
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> . )
<223> Doan mdi khuéch dai Hordeum vulgare LOX-2 gADN
<400> 8
gagcgaggag tacgcggag
<210> 9
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220> ) )
<223> Doan mdi khuéch dai Hordeum vulgare dot bién A689 LOX-2
gDNA
<400> 9
acctcaagga cgcggcgtga

-115-

Glu

val

590

Ile

Arg

Trp

Pro

Lys

Met

575

Tyr

Lys

Leu

Asp

Asn

655

Glu

Thr

Lys

Arg

Leu

Ala

640

Asp

val

20

19

20
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<210> 10
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Doan mbi khuéch dai Hordeum vulgare dot bién D112 LOX-1
gADN

<400> 10
caaggtgcgg ttgctggtgt ¢

<210> 11
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tv nhan tao

<220>
<223> Doan mdi khuéch dai Hordeum vulgare LOX-1 gADN

<400> 11
ctcgcgegte tccttccat
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Téng hoat tinh LOX (don vi tuong di)
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FlG. 3

10 12
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1.0
0.8
0.6
0.4
o LR ERE EHE nnnnnnnd ponnannnns
12345678 123456 123456 12345678910 12345678910
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