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(57) Sang ché dé cap dén cac ché pham dugc cai thién va cac phuong phap kiém soat cac
lodi gy hai 1 con tring canh cing. Cu thé, sang ché dé cap dén cac to hop mdi cia cac
protein diét con trung c6 doc tinh duoc cai thién dbi voi cac loai gay hai 1a con trung canh
ctmg nhu siu hai ré ngd. Hon nita, sang ché dé cap dén phuong phap diét hoic kiém soat
cac loai gy hai 1a con tring canh cing sir dung ché pham theo sang ché.
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Linh vye k§ thuit ciia sing ché

Séang ché dé cap néi chung dén viéc kiém soét cac loai gay hai gay thiét hai cho
cac cdy trdng boi cac hoat déng #n udng cia chiing, va cu thé hon 14 dn viéc kiém
soat loai gy hai 1a con tring canh cing bang ché pham bao gdm cac mirc hiép ddng
ctia doc td protein ¢ hoat tinh d6i v6i con tring canh cimg va doc tb protein c6 hoat
tinh dbi vi con trung canh vay. Sang ché con d& cip dén cac ché phdm va cac phuong

phép sir dung cac ché phdm c6 chira cac doc td protein nhur vay.
Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Céc con trung canh cimg duoc coi 1a mot trong s§ céc loai giy hai quan trong
nhit dbi véi cay trdng. Vi du, loai siu hai r& ngd 1a cac loai gdy hai ngd manh nhat gay
tdn that wéc tinh trén 1 ty d6 la hang nim. Cac loai giy hai 12 sau hai ré ngd quan
trong bao gdm Diabrotica virgifera virgifera, sau hai r& ngd mién Tay; D. longicornis
barberi, sdu hai ré ngd mién Béc, D. undecimpunctata howardi, sau hai r& ngd mién
Nam, va D. virgifera zeae, sau hai r& ngd Mexico. Bo cénh ctng hai khoai tdy
Colorado (CPB; Leptinotarsa decemlineata), 1a mot vi du khéc vé con trung canh cliing

la loai gdy hai nguy hiém cta khoai tay, ca chua va ca tim trén khap thé giéi.

Céc loai gdy hai 13 con tring canh ctng cha yéu dugce kiém sodt bdi cac si
dung manh céc thubc hoa hoc diét loai gdy hai, hoat dong thong qua sy kim ham phéat
trién caa con trung, sy ngan nglra viéc dn hodc su sinh sdn cua con trung, hodc lam con
tring chét. Vi véy, su kiém soat con tring t&t c6 thé dat dugc, nhung céc héa chét nay
d6i khi cling gdy 4nh huong dén cic con tring c6 ich khac. Mot vin d& khéc do sir

dung rong rii cac thudc diét hoa hoc la sy xuat hién céc ching con trung khang thuoc.
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Viée ndy dd dugc gidm mot phin béi cac thuc hanh quan ly tinh khéang thudc khéc

nhau, nhung ngay cang cé nhi€u nhu cau vé céc tac nhéan kiém soat loai giy hai khac.

Céc protein Cry cta Bacillus thuringiensis (Bt) (con duoc goi 1a cac ndi doc td
8) 1a cac protein tao thanh chit nén dang tinh thé & Bacillus duoc biét 1a ¢6 hoat tinh
diét con trung khi dugc dn bdi cac con trung nhit dinh. Trén 180 protein Cry loai
chuén trong 58 ho dd dugc xac dinh va dit tén. Cac protein Cry khéc nhau dd dugc
phan loai dua vao phd hoat tinh va tinh twong ddng trinh tu cia ching. Trudc nim
1990, cac 16p chinh dugc xac dinh bai phé hoat tinh cta ching (Hofte and Whitely,
1989, Microbiol. Rev. 53:242-255), nhung gin day hon hé danh phap méi dugc phat
trién phén loai c6 hé thdng cac protein Cry dua vao tinh twong ddng trinh ty axit amin
thay vi cac tinh déc hiéu dich con trung (Crickmore va cdc cong su, 1998, Microbiol.

Molec. Biol. Rev. 62:807-813).

Céc gen ma hoa ddi véi céc protein Cry da duogc phan 1ap va su biéu hién cua
chiing trong céc cdy trdng da dugc thé hién dé dé xudt mot cong cu khac dé kiém soat
cac loai gdy hai 1 con tring quan trong vé kinh té. Céc c4y chuyén gen biéu hién céc
protein Cry nhu vdy dd dugc thuong mai hda, cho phép cdc ndng dén gidm hodc ting
sir dung céc tic nhan kiém soét con tring hoa hoc. Céac protein Cry ¢ hoat tinh dbi véi
con tring canh ctng hitu dung trong cic cdy chuyén gen bao gbm, vi du, Cry3A,
Cry3B va phirc Cry34/Cry35. Cac vi du vé cac protein Cry c6 hoat tinh dbi v6i con
tring canh vay da dugc bidu hién trong céc cdy chuyén gen bao gbm, vi dy, CrylA (vi

du CrylAa, CrylAb, CrylAc), Cry1B, CrylF va Cry2, va tuong tu.

Mot ho khac cia cac protein di€t con trung dugce tao badi loai Bacillus trong giai
doan phat trién sinh dudng (cac protein diét con tring sinh dudng (Vip)) ciing da dugc
xac dinh. Cac sang ché My s6 5,877,012, 6,107,279, va 6,137,033 m6 ta mot 16p cac
protein diét con tring méi duoc goi 1a Vip3. Cac boc 10 khéc, bao gdm WO 98/18932,
WO 98/33991, WO 98/00546, va WO 99/57282, ciing da x4c dinh céc thé twong ddng
cta 16p protein Vip3. Céc trinh ty ma héa Vip3 ghi ma khoang protein 88kDa c6 hoat
tinh diét con tring d6i v6i mot phd rong céc loai gay hai canh vay, bao gdm, nhung
khong chi giéi han & sdu cin r& den (BCW, Agrotis ipsilon), su cin gié mua thu
(FAW, Spodoptera frugiperda), sau duc chdi thubc 14 (TBW, Heliothis virescens), siu
duc than mia (SCB, Diatraea saccharalis), séu duc than ngd nhé (LCB, Elasmopalpus

lignosellus), va sau xanh ngd (CEW, Helicoverpa zea), va khi dugc biéu hién trong
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cac cay chuyén gen, vi du ngod (Zea mays), tao su bao vé cho ciy khdi bi thiét hai do
viéc an cua con trung.

Hién dang can dén cac ché phdm va cic phuong phap st dung céc ché phim c6
hoat tinh diét con tring nhu vay, vi du, dé st dung bao vé miia mang hodc kiém soat
bénh do con tring giy ra. Cac ché phdm méi can khic phuc van d& tinh khang thubc
ddi véi cac thube diét con tring dang c6 hodc dé phong ngira su phat trién tinh khang
thubc dbi véi cac phuong phap vé cdy chuyén gen dang c6. Ly tudng 13, céc ché phim
nhu vy cé doc tinh cao va hitu hiéu khi dugc n bang dudng miéng boi loai gdy hai
dich. Vi vay, sang ché bat ky d& xuét cac ché phdm trong d6 mét tinh chét bat ky trong

s& cac tinh chét nay dugc nang cao c6 thé 1a mot bude tién trong linh vuc k§ thuat nay.
Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Sang ché @ xuét phurong phép kiém soat loai gdy hai 14 con tring canh cung
dugc cai thién bao g6m viéc dua vao dia diém ma & d6 con tring canh ctng c6 thé in
mot lugng cé tac dung hiép déng ctia it nhit mot doc td c6 hoat tinh d6i véi con trung
canh ctng va it nhat mot doc td c6 hoat tinh d6i v6i cbn tring canh vay, trong d6
protein c6 hoat tinh dbi véi con tring canh ctg 1a protein Cry3A cai bién va trong d6

protein c¢6 hoat tinh ddi v&i con tring canh vay 1a protein CrylAb.
M3 ta chi tiét sang ché

Pé cho rd rang, mot s thuat ngit ding trong ban mé ta nay dwoc dinh nghia va

biéu thi nhu sau:

“Hoat tinh” nghia 1a cic ddc td protein va cic td hop cia cac doc t§ nhu vay
hoat dong nhu céc chét kiém soét con tring tic dung bing dudng miéng, cé hi€u qua
gy doc, hodic c¢6 kha ning phd hity hodic ngin can viéc 4n cia con trung, cb thé c6
hoic c6 thé khong 1am chét con tring. Khi ché phim theo sang ché duoc sir dung cho
con trung, két qua thong thuong 13 sy chét cia con tring, hodc con trung khong &n
dugc ngudn 1am ché phdm s‘acm c¢6 d6i voi con tring. Ché phim nhu vay c6 thé 1a cay
chuyén gen biéu hién céc t6 hop doc t6 theo sang ché. Mot vi du 1a cay ngd chuyén
gen biéu hién protein Cry3A cai bién va protein CrylAb, tao hoat tinh hiép dong ngan

can viéc in ctia sau hai ré ngo trén cdy ngd chuyén gen.
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“Kiém soat” hoic “viéc kiém soat” con tring nghia 13, théng qua hiéu qua gay
doc, trc ché kha ning cac loai gy hai 12 con tring séng sot, phat trién, an, va/hodc sinh
san, hodc han ché thiét hai hodc ton thit do con tring & cdy trdng. “Kiém soat” con
tring c6 thé c6 nghia 13 hodc c¢6 thé khong c6 nghia 1a diét con tring, mic du tdt hon
néu c6 nghia 1a diét con tring.

A0

Khi dugce st dung & day, thuat ngit “ngd” nghia 1a Zea mays hodc cdy ngd va

bao gdm tat cd cic giong cdy c6 the duge lai véi ngd, bao gdm loai cdy ngd dai.

“Str dung” hodc “viéc str dung” ché phém hodic doc tb nghia l1a ché phém hoac
doc 6 tiép xuc véi con tring, ddn dén hidu qua gdy ddoc va kiém soét con tring. Ché
phém hodc doc td co thé duge str dung theo nhiéu cach da dugc cong nhén, vi dy, qua
dudng miéng béi sy dn cia con tring qua sy biéu hién cdy chuyén gen, ché phim dang
bao ché chira protein, ché pham phun chira protein, chit nén mdi, hoic hé théng sir

dung doc t6 khac dugc cong nhén trong linh vuc k¥ thuat nay.

“Lugng kiém so4t con trung hitu hiéu” nghia 1a nﬁ‘)ng dd doc tb hodc cac doc td,
thong qua hiéu qua gy doc, tc ché kha ning cac con tring séng sot, phat trién, n,
va/hodc sinh san, hodc han ché thiét hai hodc tén thit do con tring & cdy trong.
“Lugng kiém soat con tring htru hidu” ¢6 thé c6 nghia 1a hoic ¢ thé khong ¢ nghia

1a di€t con trung, méc du tot hon néu c6 nghia 1a diét con trung.

“Casset biéu hién” nhu dugc st dung & ddy nghia 1a trinh tu axit nucleic c6 kha
ning nhim dén sy biéu hién ctia mot trinh tu axit nucleic cu thé trong té bao chu thich
hop, bao gdbm promoto duge ndi hoat déng véi trinh ty axit nucleic nghién ctu dugce
ndi hoat dong véi cac tin hidu két thuc. Thong thudong né ciing bao gdm céc trinh ty
cin cho su dich ma dung trinh tu axit nucleic. Casset biéu hién bao gbm trinh tu axit
nucleic nghién ctru c6 thé 13 thé kham, nghia 1a it nht mot thanh phén trong s cac
thanh phin cta né 12 khdéng cling ngudn véi it nhat mdt thanh phin trong sb cac thanh
phan khac ctia n6. Casset biéu hién ciing c¢6 thé 1a doan vén c6 nhung da thu duge &
dang tai t5 hop hitu dung cho sw biéu hién khong cing ngudn. Tuy nhién, thong
thuong casset biéu hién khong cing ngudn véi vat chi, nghia 13, trinh ty axit nucleic
cu thé clia casset biéu hién vén khong c6 trong t& bao chi va phai dwgc dua vao trong
té bao chu hoic t6 tién ctia t& bao chii bai bd phan bién nap. Sy biéu hién cua trinh tu

axit nucleic trong casset bi€u hién c6 thé ndm dudi sy di€u khién cia promoto co dinh

-5



24942

ho#ic promoto cidm tmg khoi mao sy phién ma chi khi té bao chii dugc tiép xic mot sb
chat kich thich bén ngoai cu thé. Trong trudng hgp cia sinh vat da bao, nhu ciy,
promoto cling cé thé 1a dac hiéu ddi véi mo, hodc co quan, hodc mdt giai doan phat

trién cu theé.

“Bo phan MIR604” hoic “MIR604” nghia 13 b phan cia ngd chuyén gen,
duogc boc 16 trong sang ché My sb 7,361,813 da dua vao trong bd gen ciia nd gen
chuyén cry3A055, duge boc 1§ trong sang ché My sb 7,230,167, va gen chuyén pmi,
duoc boc 16 trong sang ché My sb 5,767,378. Vi vay, MIR604 bao gbm gen chuyén
thir nhat ghi ma protein diét con tring Cry3A055 (Cry3A cai bién hoic mCry3A), hitu
dung trong kiém soat cic loai gay hai 12 con tring sdu hai ré ngd (Diabrotica spp.), va
gen chuyén thtr hai ghi m3 enzym phosphomanoza isomeraza (PMI), hitu dung lam

gen danh diu chon loc, cho phép cdy ngd sir dung manoza 1am ngudn cacbon.

“Bo phan MIR162” hoic “MIR162” nghia 12 b phan ctia ngd chuyén gen dugc
boc 16 trong cong bd qubc té sé6 WO 07/142840 da dua vao trong bd gen clia n6 gen
chuyén vip34a20 va gen chuyén pmi. Vi viy, MIR162 bao gébm gen chuyén thir nhét
ghi ma protein diét con tring Vip3Aa20, hitu dung trong kiém soét cac loai giy hai 1a
con tring canh cimg, va gen chuyén thir hai ghi mi enzym phosphomanoza isomeraza
(PMI), hiru dung 1am gen danh déu chon loc, cho phép cdy ngd sir dung manoza lam

ngudn cacbon.

“Bd phan Bt11” hodc “Bt11” nghia la by phéan cua ngd chuyén gen dugc bdc 10
trong sang ché My s 6,114,608 da dua vao trong bd gen ctia n6 gen chuyén crylAb
va gen chuyén pat. Vi vy, Bt11 bao gbm gen chuyén thir nhit ghi ma protein diét con
tring Cry1Ab, hitu dung trong kiém soat cac loai gy hai 14 con tring canh vay, va gen
chuyén thir hai ghi ma enzym PAT, hiru dung 1am gen danh d4u chon loc, tao sy dung
nap thubc diét cé dbi véi cay ngd.

“Gen” 1a ving xac dinh dugc dinh vi trong bd gen va, bén canh trinh ty axit
nucleic ma hoa néu trén, bao gdm cac trinh ty axit nucleic diéu chinh so cép khac gay
ra sy diéu khién biéu hién, nghia 1a sy phién mi va sy dich ma, cia phé‘m ma hoa. Gen
cing c6 thé bao gdbm cac chudi khong dich ma 5 va 3 va céc chudi két thuc khac. Céc

thanh phan khéc c6 the ¢o 14, vi du, céc intron.
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“Gen nghién ciru” 12 gen bét ky, khi dugc truyén vao cdy, tao cho cy tinh trang
can thiét nhu tinh khang thudc khang sinh, tinh khang virut, tinh khang con tring, tinh
khang bénh, hoic tinh khang dbi véi cac loai gay hai khic, dung nap thudc diét co, gia
tri dinh dudng dugc cai thién, tinh ndng dwoc cai thién vé ché bién cong nghiép hoic
kha ning sinh san luén phién khéc. “Gen nghién ciru” cling c6 thé 12 gen duoc truyén
vao cac ciy dé tao ra cic enzym hodc cc chét chuyén hoa c6 gid tri thuong mai trong
cay.

Khi duoc st dung & ddy, thuat ngit “nguoi trdng” nghia 13 ngudi hodc thyc thé
tham gia hoat dong ndng nghi¢p, nudi trdng céc sinh vét séng, nhu cay trong, 1am thuc

pham hoic c4c nguyén liéu tho.

Trinh tu axit nucleic “di chiing” 14 trinh tu axit nucleic khong gén ty nhién véi
té bao chit ma né duge dua vao trong do, bao gom cac ban sao nhiéu lan ton tai phi tu

nhién cua trinh ty axit nucleic ton tai ty nhién.

Trinh tu axit nucleic “twong ddng” 13 trinh tur axit nucleic lién két tu nhién v&i

t€ bao chi ma n6 dugc dua vao trong do.

“Diét c¢on trung” dugc dinh nghia 1a hoat tinh dc sinh hoc ¢6 kha ning kiém
sodt cac con tring, t6t hon 14 béi viéc diét chung.

AnY

Phan tir axit nucleic “phin 14p” ho#c protein phén 14p la phén tir axit nucleic
hodc protein, b%lng nhén tao, ton tai tach khoi moi trudng tw nhién cta nd va vi vay
khong 1a san phém tu nhién. Phan tir axit nucleic hodc protein phén lap co thé ton tai
dudi dang tinh khiét hodc co thé ton tai trong moi trudng phi tu nhién nhu, vi dy, té
bao chi tai t hop. Vi du, protein Cry ty nhién trong Bacillus thuringiensis khong

dugc phan 14p, nhung cing mgt protein Cry trong cay chuyén gen dugc phan lap.

“Cry3A céi bién (mCry3A) ” nghia 1a gen hodc protein dugc bdc 1§ trong sang
ché My s6 7,030,295, cong bd ngay 18 thang 4 nam 2006, dugc dua ra & ddy dé tham
khao, st dung trong viéc kiém soat cac lodi gy hai 12 con trung sdu hai ré ngod

(Diabrotica spp.).

“Phan tir axit nucleic” hodc “trinh ty axit nucleic” 1a doan thing ctia ADN hoic
ARN sg¢i don hodc dbi c6 thé duge phén lap tir ngudn bét ky. Trong pham vi clia sing

ché, phén tir axit nucleic hodc trinh tir axit nucleic t6t hon 1a doan ADN.

-7-



24942

“Cay” 1a cay bat ky & giai doan phat trién bat k¥, cu thé 14 cay c6 hat.

“Té bao thuc vat” 1a don vi cdu trac va sinh Iy hoc cta cdy, bao gdm thé nguyén
sinh va thanh té bao. Té bao thuc vét c6 thé & dang té bao phan 14p don hoic té bao
nudi, hodac mot phé‘ln ctia don vi td chirc cao hon nhu, vi du, mé thuc vat, bd phan cay,

hodc toan bg cay.

“Giong nudi cdy t€ bao thuc vat” nghia 1a giong nudi cdy cidc don vi thyc vt
nhu, vi duy, thé nguyén sinh, t€ bao trong nudi cay t€ bao, t€ bao trong moé thuc vit,
phin, dng phin, nodn, tii phéi, hop tir va hat phén & cic giai doan phét trién khac

nhau. ‘

“Nguyén liéu thuc vat” duge dung dé chi 14, than, ré, hoa ho#c c4c bd phan cla
hoa, qua, phan hoa, t€ bao trung, hop ti, hat, manh cat, giong nudi cay t€ bao hodc mo,

hozic phin hoic san pham bat ky khac cta cay.

“Bo phan cay” 1a phén cAu triac va phan héa tach biét va nhin thiy cta ciy nhu

ré, than, 14, nu hoa, hodc phdi.

“MOo thuc vat” duge st dung & day nghia 1a nhém céc té bao thuc vat dugc td
chirc thanh don vi cu tric va don vi chitc ning. Mo bét ky cla cdy in planta hoic
trong giéng nudi cdy duoc bao gdm. Thuét ngit ndy bao gdm, nhung khong chi gidi
han &, toan bd cdy, cac bd phan cdy, hat cdy, giéng nudi cdy mé va cac nhom bét ky
clia céc té bao thyuc vat duge td chirc thanh cac don vi cdu triic va/hodc don vi chirc
nang. Su st dung thuit ngit nay cung véi, hodc khong cung vdi, loai md thuc vat cu
thé néu trén hodc mit khac duge bao g@)ln boi dinh nghia nay khong c¢6 y dinh loai trur

loai m6 thuc vat bat ky khac.

“Bién nap” 1a qua trinh dua axit nucleic khong ciing ngudn vao trong té bao
hodc sinh vat chi. Cu thé, “bién nap” nghia 1a su hop nhét 8n dinh cua phén td ADN

vao trong hé gen cua sinh vat nghién ctru.

“Bién nap / chuyén gen / t4i t6 hop” ding dé chi sinh vat chti nhu vi khudn hoic
cdy ma phan tir axit nucleic khong ciing ngudn da dwoc dwa vao trong d6. Phan tir axit
nucleic c¢6 thé dugc hop nhét 6n dinh vao trong hé gen ciia vt chii hodc phan tir axit
nucleic ciing c6 thé 13 phan tir ngoai nhiém sic thé. Phan tir ngoai nhiém sic thé nhu

vay c0 thé tu sao chép. Té bao, md, hodc cdy bién nap dugc hiéu bao gdbm khong chi
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san pham cudi cda qué trinh bi€n nap, ma con thé hé con chuyén gen ctia chung. Vét
chu “khong bi€n nap”, “khong chuyén gen”, hodc “khong téi to hgp” dung dé chi sinh
vat ki€u dai, vi dy, vi khuan hodc cdy, khong chira phén tir axit nucleic khong cuing

nguon.

Lop protein “Vip3” bao gdm, vi du, Vip3Aa, Vip3Ab, Vip3Ac, Vip3Ad,
Vip3Ae, VipAf, Vip3Ag, Vip3Ba, va Vip3Bb va céac thé twong ddng ctia ching. “Thé
twong ddng” nghia 14 protein hoic polypeptit dugc chi dan c6 quan hé xac dinh dbi véi
céc thanh phan khac cia 16p protein Vip3. “Vip3Aa20” (sb truy cip ngan hang gen
DQ539888) 1a thé twong ddng Vip3 duy nhat dbi véi bd phan MIR162. N6 dugc tao
boi cac dot bién ngdu nhién duge dua vao trong gen vip34al9 ngd dugc t61 wu hoa (sb

truy cip ngin hang gen DQ539887) trong qua trinh bién nap & céy.

Hé danh phap dugc sir dung & ddy doi voi cac bazo ciia ADN va céc axit amin

12 nhu dugc thiét 1ap trong 37 C.F.R. § 1.822.

Sang ché d& cap dén phuong phép kiém so4t hiép ddng loai gay hai 12 c6n tring
canh cing bao gdm viéc st dung vio vi tri ma & d6 con trung canh cing c6 thé an ché
phém hiép df)ng hitu hiéu bao gém it nhat mot doc td c6 hoat tinh dbi v4i con tring
cénh ctng va it nhit mot doc t6 co hoat tinh ddi véi con tring cénh vay. D3 biét 18
trong linh vyuc k¥ thuéat nay 1a néu hai protein khong lién hé khong ddc riéng ré, chiing
s& khong doc khi duge td hop. Ciing biét 1a viéc tb hop protein khong cé hoat tinh
khang loai gdy hai dich v6i protein hoat dong khang loai gy hai dich do, protein

khong hoat ddng s&€ khong lam tang hoat tinh ciia protein vbn da hoat dong.

Theo sang ché, hién nay da bat ngd nhan thiy 13 su st dung t5 hop cla it nhét
mdt doc td protein c6 hoat tinh d6i véi con tring canh cing va it nhit mot doc tb
protein ¢ hoat tinh di véi con tring cénh vay chitng minh tic dung hiép dong dang
ké (nghia 13 sy kiém soat con tring cénh cimg thu dugc t8t hon nhiéu so véi su kiém
soat c6 thé dugce du bao tir sy kiém soat con tring canh cing ciia doc t§ c¢6 hoat tinh
dbi véi con trung canh cimg duge st dung mdt minh). Tac dung hiép ddng nay cho
phép mtrc d hitu dung vé thwong mai ciia su kiém soét con tring canh cting va gitip

giam su phat trién tinh khang thudc ctia con trung doi véi doc t6 don.

Theo mdt phuong 4n, sang ché bao gdm phwong phép kiém soat loai gy hai 1a

cOn trung canh cing, phuwong phap nay bao gbm viéc st dung cho loai gy hai 1 con
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tring cénh ctng hodc mdi trudng ciia né ché phim bao gbém it nhit mot protein c6
hoat tinh dbi véi con tring canh cing va it nhat mot protein c¢6 hoat tinh dbi véi con
tring canh vay, trong d6 ché phdm nay kiém soat loai gdy hai 12 con trung canh cing
dén murc d6 cao hon c6 thé trong doi do chi mot protein c¢6 hoat tinh dbi voi loai gay
hai 12 con trung canh cimg bit ky dugc bao gdm don 1é trong d6, trong d6 protein cd
hoat tinh d6i v&i con tring canh cimg 13 protein Cry3A cai bién va trong d6 protein c6

hoat tinh d6i v&i con tring canh vay 14 protein CrylAb.

Céc vi du v& protein CrylAb c6 céc sb truy cdp ngén hang gen sau: CrylAbl
(AAA22330), CrylAb2 (AAA22613), CrylAb3 (AAA22561), CrylAb4 (BAA0OO71)
, CrylAbS (CAA28405), CrylAb6 (AAA22420), CrylAb7 (CAA31620), CrylAb8
(AAA22551), CrylAb9 (CAA38701), CrylAbl0 (A29125), CrylAbll (I112419),
CrylAbl2 (AAC64003), CrylAbl3 (AAN76494), CrylAbl4 (AAG16877),
CrylAbl5S (AAO13302), CrylAbl6 (AAKS55546), CrylAbl7 (AAT46415),
CrylAbl18 (AAQ88259), CrylAbl9 (AAW31761), CrylAb20 (ABB72460),
CrylAb21 (ABS18384), Cryl1Ab22 (ABW&7320), CrylAb23 (HQ439777), Cryl1 Ab24
(HQ439778), CrylAb25 (HQ685122) va CrylAb26 (HQ847729). Theo phuong én
khéc nira, protein CrylAb la protein dugc bao gdm trong bd phan Bt11 va duge boc 16

trong sang ché My $6 6,114,608.

Theo khia canh khic nita ctia phuong an nay, loai gdy hai 1a cdn trung canh
ciing 1a bo cénh cing hai khoai tdy Colorado hodc sau hai ré ngd. Trong phuong an
khéc, sau hai ré ngd 14 sdu hai r& ngd mién T4y, sdu hai ré ngd mién Bic, sau hai ré

ngd mi€én Nam hodc sdu hai ré ngd Mexico.

Theo phuong 4n khic ciia phuong phap dugc bao gdm, ché phdm 1a cdy chuyén
gen biéu hién protein c6 hoat tinh dbi véi con tring canh cting va protein ¢ hoat tinh
dbi vai con trung canh vay. Theo mdt khia canh, cay chuyén gen dugc chon tir nhom
bao gém dau tuong, bong, cai diu, cai ddu mua he, cac loai rau, huéng duong,
thudc 14, ca chua, mia, lta, lua my, ngd, lua mach den, lia mach, cé bui va co
trdng. Theo khia canh khéc, cdy chuyén gen 13 cdy ngd chuyén gen. Theo khia canh
khéc nita, cdy ngd chuyén gen 13 chdng nhan giéng bao gdm cac dot bién ngd chuyén
gen MIR604 va Btl1. Theo khia canh khac, cAy ngd chuyén gen 1 chéng nhén gidng
bao gdm cac dot bién ngd chuyén gen MIR604, Bt11 va MIR162.
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Theo phuong 4n khéc, sang ché bao gdm phuong phép kiém soat loai gay hai 1a
sdu hai r& ngd, phuong phap nay bao gdm viée sir dung cho loai gdy hai 14 sdu hai r&
ngd hodc moi trudng ciia né ché phim bao gdm protein Cry3A céi bién (mCry3A) va
protein CrylAb, trong do ché phdm nay kiém soat loai gdy hai 14 sau hai ré ngod dén

mirc d6 cao hon c6 thé tréng doi tir mdt minh protein mCry3A.

Theo phuong 4n khac, ché pham 1a ciy ngd chuyén gen. Theo phuong 4n khac

nita, cdy ngd chuyén gen bao gbdm bd phan MIR604 va bo phan Btl1.

Ciing dugc boc 16 12 ché phdm kiém so4t con tring canh ctg bao gbém it nhat
mot protein cé hoat tinh déi v6i con tring canh cung va it nhit mét protein c¢6 hoat
tinh @i vé6i con trung canh vay, trong d6 ché phdm nay kiém soat loai gdy hai 13 con
tring canh cimg dén mic d6 cao hon c6 thé tréng doi tir riéng protein ¢ hoat tinh abi

v6i con tring canh clmg bat ky duge chtra trong d6 mot minh.

Protein c6 hoat tinh dbi v6i con tring canh cimg 1a Cry3A cai bién va protein
¢ hoat tinh d6i véi con trung canh vay 1a CrylAb. Céc vi du vé protein CrylAb c6
cac sb truy cap ngan hang gen sau: CrylAbl (AAA22330), CrylAb2 (AAA22613),
CrylAb3 (AAA22561), CrylAb4 (BAA00071) , CrylAbS (CAA28405), CrylAb6
(AAA22420), CrylAb7 (CAA31620), CrylAb8 (AAA22551), CrylAb9 (CAA38701),
CrylAbl0 (A29125), CrylAbll (I12419), CrylAbl2 (AAC64003), CrylAbl3
(AAN76494), CrylAbl4 (AAG16877), CrylAbl5 (AAO13302), CrylAblé
(AAK55546), CrylAbl7 (AAT46415), CrylAbl8 (AAQ88259), CrylAbl9
(AAW31761), CrylAb20 (ABB72460), CrylAb21 (ABS18384), CrylAb22
(ABW87320), CrylAb23 (HQ439777), CrylAb24 (HQ439778), CrylAb25
(HQ685122) va CrylAb26 (HQ847729). Theo phuong 4n khéc, protein CrylAb la
protein dugc bao gém trong bd phan Btll va duge boc 10 trong séng ché My sb
6,114,608.

Theo khia canh khéc nita, loai gy hai la con trung canh ciing 14 bo canh cing
hai khoai tdy Colorado hozc sau hai ré ngd. Theo khia canh khac, siu hai ré ngd 1a sau
hai r& ngd mién TAy, sdu hai r& ngd mién Biéc, sdu hai ré ngd mién Nam hoic sau hai
ré ngd Mexico.

Theo mot khia canh, ché phim 14 ciy chuyén gen biéu hién protein c6 hoat tinh

doi véi ¢on tring canh cing va protein c6 hoat tinh doi v6i con tring canh vay. Theo
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mot khia canh, cdy chuyén gen dugc chon tir nhém bao gdbm ddu twong, bong, cai
diu, cai ddu mua he, cac loai rau, huéng duong, thube 14, ca chua, mia, lGa, lua
my, ngo, yén mach den, 1lda mach , c6 bui va cé tréng. Theo khia canh khéc, cay
chuyén gen 1a cay ngod chuyén gen. Theo khia canh khéc, ciy ngd chuyén gen 14 chdng
nhén gidng bao gbém cac dot bién ngd chuyén gen MIR604 va Btl1. Theo khia canh
khéc, ciy ngd chuyén gen 1a chdng nhén giéng bao gbm cac dot bién ngd chuyén gen
MIR604, Btl11 va MIR162.

Ciing dugc boc 10 1a phuong phap cung cip cho ngudi tréng cac phuong tién
kiém soat qun thé loai gay hai 13 con tring canh cimg bao gbm viéc cung cép hoic
ban cho ngudi trdng hat chuyén gen bao gdm axit nucleic ghi ma it nhét mét protein c6
hoat tinh d6i v&i con tring canh cling va it nhét mot protein c6 hoat tinh dbéi véi con
trung canh vay, trong do cac cay chuyén gen phat trién tir hat néu trén kiém soat loai
gdy hai 1a cOn trung canh cing dén muc d6 cao hon c6 thé trong doi tir riéng protein

¢6 hoat tinh dbi véi con tring cdnh cing bat ky duge bao gdm trong d6 mdt minh.

Protein c6 hoat tinh @i v6i con tring canh cimg 12 Cry3A cai bién va protein
¢6 hoat tinh d6i véi con tring canh vdy 1a CrylAb. Cac vi du vé protein CrylAb c6
cac sb truy cdp ngin hang gen sau: CrylAbl (AAA22330), CrylAb2 (AAA22613),
CrylAb3 (AAA22561), CrylAb4 (BAA00071), CrylAbS (CAA28405), CrylAb6
(AAA22420), CrylAb7 (CAA31620), CrylAb8 (AAA22551), CrylAb9 (CAA38701),
CrylAbl0 (A29125), CrylAbll (I112419), CrylAbl2 (AAC64003), CrylAbl3
(AAN76494), CrylAbl4 (AAG16877), CrylAbl5 (AAO13302), CrylAbl6
(AAK55546), CrylAbl7 (AAT46415), CrylAbl8 (AAQ88259), CrylAbl9
(AAW31761), CrylAb20 (ABB72460), CrylAb21 (ABS18384), CrylAb22
(ABW87320), CrylAb23 (HQ439777), CrylAb24 (HQ439778), CrylAb2S
(HQ685122) va CrylAb26 (HQ847729). Theo khia canh khic nita, protein CrylAb la
protein dugc bao gbm trong bd phan Btll va duge bdc 1o trong sang ché My sb
6,114,608.

Theo khia canh khéc nita, loai gdy hai 1a con trung cénh cing la bo canh cing
hai khoai tdy Colorado hodc séu hai ré ngd. Theo mot khia canh, sau hai ré ngd 1a sau
hai r& ngd mién T4y, sdu hai r& ngd mién Bic, sdu hai r& ngd mién Nam hoic siu hai

ré ngd Mexico.
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Theo mot khia canh, hat ciy va cdy chuyén gen dugc chon tir nhém bao gdbm
dau twong, bong, cai dau, cai ddu mua he, céc loai rau, hudéng duong, thubc 14, ca
chua, mia, lGa, lta my, ngd, yén mach den, lia mach , cé bui va co trong. Theo

phuong 4n khéc, hat cdy va cay chuyén gen 12 hat va cay ngd chuyén gen.

Su ddng biéu hién cua it nhit mdt protein c6 hoat tinh d6i voi con tring canh
cirng va it nhat mét protein c6 hoat tinh dbi voi con tring canh vay trong cling mot cay
chuyén gen c6 thé dat dugc béi viée thuc hién ky thudt di truyén cdy dé chira va biéu
hién tt ca céc gen can thiét trong cai goi 1a chéng phan ti. Theo cach khac, cay, b
me 1, ¢6 thé dugc thuc hién k¥ thuat di truyén dé biéu hién cdc gen nhit dinh ghi ma
cac protein diét con trung theo sang ché. Cay thtr hai, bd me 2, ¢6 thé dugc thuc hién
k¢ thuat di truyén dé biéu hién cac gen nhit dinh khac ghi mad cac protein diét con
trung theo sdng ché. Nho viée lai bd me 1 va bd me 2, cac cdy con thu dugc biéu hién
tit ca cac gen dugc dua vao trong cc bd me 1 va 2, duge ky hiéu & ddy 1a “chong
nhén giéng”. Chdng nhin gidng nhu vay tao ché phdm theo sang ché co thé dat dugc
bing viéc lai cdy ngd bao gbém bd phan MIR604 v6i cdy ngd bao gbm bd phan Btll.
Vi vy, thé hé con ctia chdng nhan giéng bao gdm protein mCry3A va protein Cryl1Ab
dugc bdc 10 & day dé dé xuét sy kiém soat hiép ddng cac loai gay hai 13 con tring cdnh

cung.

Céc ché phim, vi du, hat cay chuyén gen, cling c6 thé duoc xr 1y bang 16p bao
hat diét con tring nhu dugc mo ta trong cac sang ché My sb 5,849,320 va 5,876,739.
Trong trudng hop ca hai 16p bao hat diét con trung va hat chuyén gen theo séng'ché
hoat dong khang ciing m¢t con trung dich, t6 hop nay hitu dung (i) trong phuong phap
nang cao tiép hoat tinh cia ché phim hiép dong khing con trung dich va (ii) trong
phuong phép ngén ngira sy phét trién tinh khang thubc ddi v6i ché phim bang cach d&
xuit mot co ché hoat déng khac khang con trung dich. Vi vay, sang ché boc 16 phuong
phap nang cao hoat tinh khang hodc ngdn nglra phat trién tinh khang thudc trong con
trung dich, vi du séu hai 1é ngo, bao gf”)m viéc stir dung 16p bao hat diét con trung dbi
v6i hat chuyén gen. Cac xit Iy héa hoc nhu vay c6 thé bao gdm céc thudc diét con
tring, cac thude trir ndm hodc thudc trir giun tron. Céc vi du vé céac thude diét con
truing nhu vay bao gﬁ”)m, nhung khong chi gidi han 6, dinotefuran, nhu thiametoxam,
imidacloprit, axetamiprit, nitenpyram, nidinotefuran, clofenapyr, tebufenpyrat,

tebufenozit, metoxyfenozit, halofenozit, triazamat, avermectin, spinosat, fiprinol,
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axephat, fenamiphot, diazinon, clorpyrifot, clorpyrifon-metyl, malathion, cacbaryl,
aldicarb, cacbofuran, thiodicarb, va oxamyl. Thdm chi trong trudng hgp 16p bao hat
diét con tring hoat dong khang con tring khéc, 16p bao hat diét con tring hitu dung dé
mé rong pham vi kiém soét c6n tring, vi du bing cach bd sung 16p bao hat diét con
tring c6 hoat tinh khang céc con tring canh vay vao hat chuyén gen, c6 hoat tinh
khang cac con trung canh cing, hat chuyén gen da bao thu dugc kiém soét ca hai loai

gdy hai l1a con tring cénh vay va canh cung.
Vi du thye hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta tiép béi sy tham khao céc vi du chi tiét sau. Cac vi dy
nay dugc cung cdp chi cho muc dich minh hoa, va khong c6 y dinh gi6i han trir phi
dwogc dinh ro khac. ADN tai t6 hop tiéu chuén va cac k¥ thuat tach dong phan tir duge
sir dung & ddy da duogc biét ro trong linh vire nay va dugc mo ta boi J. Sambrook, va
cong su., Molecular Cloning: 4 Laboratory Manual, 3d Ed., Cold Spring Harbor, NY:
Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001); bai T.J. Silhavy, M.L. Berman, va L.W.
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY (1984) va bai Ausubel, F.M. va cong sw, Current Protocols in Molecular
Biology, New York, John Wiley and Sons Inc., (1988), Reiter, va cong sw, Methods in
Arabidopsis Research, World Scientific Press (1992), va Schultz va céng suw, Plant
Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers (1998).

Vidu 1. Sy tvong tac gitta cac doc t6 khang bo canh ctng hai khoai tdy Colorado

Trong vi du nay céc tdc dung ciia mCry3A 1én ddc tinh cia CrylAb, va céc tac
dung ctia CrylAb 1én ddc tinh cia mCry3A, duge do bing cac xét nghiém sinh hoc
thir cac protein diét con tring mdt minh hodc phdi hop. Ngo bd phan Btl1 va ngd bd
phan MIR604 14n luot biéu hién cac protein diét con tring CrylAb va Cry3A cai bién
(mCry3A). CrylAb hoat dong khang bd canh viy nhit dinh, trong khi mCry3A hoat
dong khang mot sb loai canh cimg. O My (US), str dung chu yéu ngd Btl1l dé kiém
so4t sau duc than ngd chau Au (Ostrinia nubilalis; ECB), va céac dich quan trong cia
ngd MIR604 14 sau hai r& ngd mién Tay (Diabrotica virgifera virgifera; WCR) va sau
hai r& ngd mién Bic (Diabrotica longicornis barberi; NCR). Thong qua cic chdng

nhan giéng théng thudng ciia cac cay Btl1 va MIR604, cac gidng ngd lai chdng Btl1
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x MIR604 tao ra c4 hai CrylAb va mCry3A duoc tao. Cac gidng lai ngd nay cung cép
kiém soat ECB ciing nhu WCR va NCR.

Céc sinh vt chi thi duge sir dung 1a ECB tudi thu nhét, n6 rit nhay cam véi
CrylAb, va bo cénh cimg hai khoai tdy Colorado tudi thtr nhit (Leptinotarsa
decemlineata; CPB), né rit nhay cam véi mCry3A. ECB khong nhay cam véi
mCry3A, va CPB nhay cam vé6i CrylAb. Mac du CPB khong phadi 1a loai gy hai dich
cua MIR604 hoac ngd Bt11 x MIR604, no6 c6 thé kiém nghiém dugc nhidu hon bing
viéc thir trong phong thi nghiém so vé&i cdc loai sdu hai ré dugc coi 1a dich cua
mCry3A. Ca hai 4u tring ECB va CPB da dugc xét nghiém sinh hoc dé dang sir dung
cac khdu phéan nhan tao tiéu chuén trong cing diéu kién phong thi nghiém. Vi cac tudi
thir nhit ca cac loai ndy rat min cam véi CrylAb hodc mCry3A, kha nang phat hién
nhiéu thay dbi dang ké vé doc tinh cia mot trong hai protein dugc tdi da hoéa. Trong
mdi xét nghiém sinh hoc phdi hop, mdi loai nhay cam 14n luot dugc tiép xuc véi ndng
5 doc td cao va thép, duge thé hién bai LC70 va LC30, phdi hop véi ndng dd cao cia

phi doc tb, duoc thé hién béi LC90 ddi véi loai nhay cam tuong tmg.

Céc dang thi nghiém khac nhau 12 sén c6 d8 thir cac twong tac gifra cac doc td.
Dang nay phu thudc vao mo hinh dugc st dung dé dy bao céc tac dung cua cac hdn
hop céc doc td, ma khong cin tuong tac, tir cac tac dung cta cic hop chét don 1¢; su
twong tac dugc phat hién khi cac tdc dung dugc quan sat cia hdn hop khéc véi cac du
bédo ctia md hinh. Khi cac doc t6 co cac tac dung tuong tu, sao cho mot hop chét co thé
dugc thay thé 1a ty 18 khong ddi ctia hop chét kia, md hinh s6 khong dugce goi 1a tac
dong lién két twong tu. Khi mé hinh ndy 4p dung, phép thir tuong tac xc dinh lidu
phén tng di véi ty 18 cb dinh ciia cic hop chit (vi dy, Tabashnik, 1992). Khi cac doc
t6 co tac dong ddc lap (cac cich tac dong khac nhau), md hinh t6t nhét 12 su tac dong
lién két doc 1ap, va phép thir twong tac khéo sat cac tac dung cia céc ty 1€ khac nhau
cua céc hop chét trong dang lily thira (vi du, Tajima va cdc cdng su, 2002). Cac bd sb
lidu tdng hop cho CrylAb va mCry3A cho thay cac sinh vat nhay cam véi mot protein
s& khong nhay cam vdi protein kia; néi cach khéc, chi c6 mot hop chét 1a doc ddi véi
sinh vat cu thé va gia thuyét sé khong 1a hdn hop khong c6 tac dung bd sung. Pbi vai
cac trang thai nay, su tuong tic dugc thé hién boi sy khac nhau gitta doc tinh clia
protein A mdt minh va dc tinh cia né khi c6 protein B. Déi voi sinh vat nhay cdm véi

protein A, khong c6 tac dung liu - phan tng ddi véi protein B, va vi vay khong c6 Iy
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do tréng doi ndng do protein B anh hudng dén doc tinh cua protein A. Vi vay, viéc thir
tac dung cuia protein B & ndng d6 cb dinh 1a phwong phap don gian va hitu hiéu d& thi
tuong tac bat ky. Phuong phép nay tuvong ddng gin nhit “su tiép can kinh nghiém don
gian” dugc md ta boi Tabashnik (1992).

Tuwong tac gitra hai protein di€t con tring dugc phat hién khi s khac nhau déng
ké theo thdng ké giita ty 18 chét duoc quan sat véi protein doc don 18 va ty 18 chét duogc
quan sat khi protein thir hai dwoc bd sung phéi hop véi protein doc. ECB tudi thur nhit
dwoc tiép xuc voi CrylAb & LC30 va LC70, mdt minh va phdi hop véi ndng do cao
ctia mCry3A, twong tmg véi LC90 dbi véi CPB tudi thir nhit. Ciing do vay, CPB tubi
thir nhit dugce tiép xtc véi mCry3A & LC30 va LC70 mdt minh va phdi hop véi ndng
do cao cta CrylAb, trong tmg véi LC90 dbi véi ECB tudi thir nhét.

Viéc tiép xtic cac loai nhay cam & ca hai LC30 va LC70 ciia ching cho phép
danh gi4 sy twong tac tiém 4n véi protein thir hai & hai diém khéc biét trén dudng cong
lidu - phan tng. Su tiép xuc véi protein thir hai & néng dd doc cao (LCY0) dbi vai cac
Joai nhay cam cung cip su tiép xuc cao hitu hiéu dé phat hién doc tinh thich dang sinh

hoc bat ky néu c6 su twong tac gitta hai protein.

Céc ngudn CrylAb va mCry3A duoc sir dung trong cac xét nghiém sinh hoc 1a
céc chit thir duge tao boi viée bidu hién qué mirc mdi protein trong E. coli tai td hop
tiép theo bdi su 1am sach. CrylAb va mCry3A nhu duge chira trong céc chét thir nay
vé cian ban twong dwong véi cac protein diét con tring nhu dugc biéu hién 1an lugt
trong cac cdy ngd chuyén gen Btll va MIR604. Su st dung céc protein tinh khiét
dugce tao trong cac vi khuén t6t hon 13 st dung céc ché phém dan xudt thuc vat cia
CrylAb va mCry3A. Do tinh khiét cao hon tuong ddi ciia cac chit thir din xuit vi
khuan cho phép céc xac dinh ddc tinh chinh xac hon, ma khong c¢6 su can thiép tir cac
chét thuc vat. Cac chét thuc vat nay khong thé c6 trong cac lwong bing nhau trong ca
hai nguyén liéu din xudt Bt11 va MIR604, va ca trong cic nguyén liéu kiém soét, va
c6 thé khé giai thich cac két qua xét nghiém sinh hoc.

San xuat chat thir Cryl Ab: chit thir Cryl1Ab dugc xé4c dinh chira khoang 127png
chit thir CrylAb/ml (0,0127% kl/tt - khdi lwong/thé tich). Sau khi diéu ché, chét thi
dwoc bao quan & khoang 4°C. CrylAb bj cit trypsin trong chét thir gn twong ung véi
CrylAb bj cit dugc ghi mé trong ngd Btl1. Protein CrylAb bi cit dugce ghi ma trong
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ngd Bt11 14 cac axit amin dudi 615 N thir nhét cta protein Cryl1Ab tu nhién dai du tir
B. thuringiensis 10ai kurstaki. Bang cach so sanh, dang trdi ctia CrylAb bj cit trypsin
trong chét thir 12 protein axit amin 587, thé hién cing mdt protein CrylAb bi cét c6
trong ngd Btll, trir di cdc axit amin dudi 28 N thu nhét (Kramer, 2006). Sy trypsin
hoa CrylAb trong ngd Btl1 khir di cac axit amin dudi 28 N nay (chting khong cin cho
hoat tinh diét con tring), va con chitng minh tinh twong dwong thuc chit ciia CrylAb
bi cit trypsin duge tao béi E. coli va CrylAb bi cét duoc tao trong Bt11, khi duoc do
bing SDSPAGE, su phan tich thAm tich mién Tay, viéc 14p trinh tu dudi N, viéc lap
ban dd peptit, hoat tinh sinh hoc khéng 4u trung ECB so sinh, va khong c6 su glycozyl
héa phat hién dugc. Vi vay, protein Cryl Ab bi cét c6 trong chat thir c¢6 thé dugc coi vé

thue chit twong dwong véi protein CrylAb bi cit duoc ghi ma trong ngd Btl1.

San xuét chit thr mCry3A: Chét thir mCry3A duge xdc dinh chita khoang 90%
khéi lugng protein mCry3A, c6 hoat tinh sinh hoc khang loai canh cing nhay cam va
duge thé hién vé thuc chit twong duong v6i mCry3A khi dugc tao trong ngd MIR604
dot bién, khi dugc danh gia boi cac thong sb sinh héa va chire ning khéc nhau. Sau khi

didu ché, chit thir mCry3A duoc bao quan & khoang -20°C.

Panh gia LC30, LC70 va LC90 dbi véi lidu - phan tng cta ECB dbi véi
CrylAb: Hoat tinh sinh hoc ciia CrylAb dugc déanh gid trong cic xét nghi€m &n cia
con tring st dung 4u tring cia ECB tudi thir nhit phit hop véi cac phuwong phap tiéu
chudn dwgc biét trong linh vuc k§ thudt nay. Néi ngin gon, céc xét nghiém sinh hoc
dugc thue hién trong cc dia 24 giéng Costar (Fisher Scientific, Cat. # PD 10-047-05).
Céc dung dich thir dugc chuan bi bsi viéc pha lodng chét thir Cryl1 Ab 1dng trong chét
dém amoni cacbonat 0,6uM. Mt trim pl mdi dung dich pha lodng dugc bd sung vao
100p! khdu phin cia ECB (Khiu phan ctia con tring cdnh vay thong thuong tir
BioServe, Inc.; Frenchtown, NJ, USA) va duoc tron k§. Khdu phén cia con tring 14
ECB duoc chuén bi phit hgp v6i céc phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuat nay.
M&i éng chtra 200! khiu phéan ctia c6n tring chira cac ndéng d6 CrylAb nim trong
khoang tir 3 dén 372ng/ml kh&u phin. M&i xir Iy cAu tao tir 24 giéng sinh san chira mot
4u tring cia ECB/giéng. Cac dia dugc gitt & cac diéu kién phong thi nghiém vé nhiét
do, viéc chiéu sang va do am tuong d6i. D& tranh thién 1&ch, cac du trung duogc bd tri
ngu nhién vio cac nhém xtr ly. D& lam mAu dbi ching, cac du tring dugc tiép xtc voi

khau phn cia con tring ma khéng ¢ chét thir (khau phan don 1&); khau phén ctia c6n
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trung dugce xir ly véi cung mét néng d6 chit dém st dung trong viéc str dung néng do
chét thir cao nhét dbi véi khau phan (100 ul cua khoang 0,6 pM 50 mM NH,HCOs;,
pH 9,25, chit dém/100ml khiu phdn); va khéu phan xir ly véi dung dich chét thir
CrylAb bét hoat nhiét (30 phit & 100°C) & ndng @ twong duong véi ndng do chat thir
cao nhit (372ng CrylAb/ml khau phan) sir dung trong xét nghiém sinh hoc. Sy xtr ly
protein bt hoat nhiét ding d8 kiém soat céc tac dung tiém 4n cuia protein bd sung
trong khiu phan ciia con tring va cic tap chit (nghia 13, cac thanh phin phi Cry1Ab)
trong chét thir. Ty 1& chét dugc danh gid trong khoang 144 gid.

Chuong trinh phén tich probit US EPA, phién ban 1.5, US EPA, 1992 dugc st
dung dé xac dinh cac gia tri LC50 va LCY0; hon nita, phuong trinh hé sd goc dé hodi
qui quan hé probit log - liéu dd duoc sir dung dé xac dinh cac gia tri LC30 va LC70
cung vaGi bang probit phin bb chuin (Geigy Scientific Tables, Lentner, 1982). Cac

chuong trinh probit khéc cling c6 thé duoc sir dung.

Déanh gid LC30, LC70 va LC90 d6i voi lidu - phan tng cia CPB dbi véi
mCry3A: Viéc st dung chét thtt mCry3A, LC30, LC70 va LC90 ctia mCry3A d6i véi
CPB tudi thir nhat dugce xac dinh theo cliing mdt cach nhu cach da duge mo ta & trén
dbi véi ECB sir dung cc phuong phap tiéu chudn di biét trong linh vuc k§ thuat nay.
Cac dung dich thir dugc chudn bi béi viée hoa tan chét thir dugc dong khd nhanh trong
nude MilliQ®. Mot traim pg cia mdi dung dich pha lodng dugc bd sung vao 100pg
khéu phﬁn cua CPB (BioServe, Inc., Frenchtown, New Jersey, USA) va dugc tron k¥.
Khiu phin ciia con tring CPB dugc chudn bi khi ding cac phwong phap da biét trong
linh vyc k¥ thuét nay. Mdi giéng chira 200pl khau phén ctia con tring véi cac ndng do
\ mCry3A nim trong khoang tir 0,01 dén Spg/ml khau phan. P& 1am méu dbi ching, cac
4u trung duoc tiép xuc voi khdu phan ctia con tring ma khong c6 chét thtr dugce bd
sung (khdu phin don 1&), khéu phin cta con tring xir 1y véi ciing mot thé tich nudc
MilliQ dwoc st dung trong viée st dung dung dich chit thir d6i véi khiu phan don 18,
va khéu phén xir ly v6i dung dich protein mCry3 A bét hoat nhiét tir chét thir (30 phit
& 100°C) & ndng do twong duong v&i ndng do chét thir cao nhat (Sug mCry3A/ml khiu

phén) duoc st dung trong xét nghiém sinh hoc. Ty 1& chét duoc danh gia trong 96 gid.

Péanh gia tic dung cia mCry3A 1én doc tinh cia CrylAb: Téc dung cua
mCry3A 1én ddc tinh ctia CrylAb dugc do boi su tiép xtic ECB tudi thir nhit bing
LC30 (twong duong v6i 27ng Cryl Ab/ml khiu phan) va LC70 (twong duong véi 70ng

-18-



24942

CrylAb/ml khiu phan) ciia CrylAb va viéc so sanh ty 18 chét khi c6 va khong cé
mCry3A. Nong 6 mCry3A twong tng véi LC90 cia CPB (twong duong véi 24pg

mCry3A/ml khau phin) dugc x4c dinh nhu mé ta & trén.

Xét nghiém sinh hoc twong tic dugc thuc hién sir dung ciing mdt cach va diéu
kién nudi md ta & trén, ngoai trir viéc cac dia nudi 24 giéng lip ba duoc st dung cho
mdi xir ly. M&i dia xtt Iy chira 24 4u tring, trong tdng 72 4u trung cho mot xir Iy. Dé
lam mau dbi chung, cac 4u tring duoc tiép xtic voi khau phan ciia con tring ma khong
c6 chét thir (khdu phin don 1&); khiu phén ctia cbn tring xi Iy véi cing mot ndng d6
chit dém dugc st dung trong viée sir dung ndng do chit thir cao nhit dbi voi khiu
phan (100 pl cta khoang 0,6 pM 50 mM NH,HCO;, pH 9,25, chit d&m/100 ml khau
phin); khiu phan xir Iy v6i dung dich Cry1Ab bat hoat nhiét (30 phut & 100°C) & ndng
do tuong duong v6i ndng dd CrylAb cao nhit (372ng crylAb/ml khiu phén) duge st
dung trong xét nghiém sinh hoc; va mCry3A dugc dinh lugng & 2,4pg/ml khéu phén,
tuong tng vai LC90 cua mCry3A khang CPB. Khéu phan cia CPB xir Iy v6i LC70
(twong dwong véi 1,4ug mCry3A/ml khiu phin) ctia mCry3A khang CPB dugc sir
dung lam su kiém soat duong tinh canh tranh dé khing dinh hoat tinh diét c6n tring
cia mCry3A. Ty 1é chét dwoc dénh gia sau khoang 144 va 168 gid. Toan bo xét

nghiém sinh hoc twong tac véi ECB duogc thuc hién hai lan.

banh gia tic dung cua CrylAb lén dfc tinh cia mCry3A: Tiac dung cla
CrylAb 1én doc tinh ciia mCry3A duge do boi sy tiép xtic CPB tudi thir nhit bing cac
ndng d6 LC30 (twong duong 0,62ug mCry3A/ml khau phan) va LC70 (twong duong
1,35pg mCry3A/ml khdu phin) cia mCry3A va viéc so sanh ty 1& chét khi c6 va
khong c¢6 CrylAb. Nong do ctia CrylAb 1a LC90 ctia ECB (twong duong véi 142ng
Cryl1Ab/ml khu phén). S6 céc xir Iy 1ap lai va sy phan tich céc sd liéu ty 18 chét cia

CPB giéng nhu md ta & trén.

Céac xét nghiém sinh hoc twong tdc dugc thuc hién khi dung cung mot céch va
didu kién nudi md ta & trén, ngoai trir viée cac dia nudi 24 giéng lip ba duoc sir dung
cho mdi xir ly. Mdi dia xir Iy chira 24 4u tring, trong tdng 72 4u tring cho mdt xi 1y.
Pé 1am mAu ddi chung, cac 4u tring duge tiép xac voi khdu phin cia con tring ma
khong c6 chét thir (khdu phan don 1¢); khiu phin ciia con tring xir Iy v6i cing mét thé
tich nude MilliQ duge sit dung trong viée sit dung dung dich chit thir vao khau phan
don 1¢, khiu phin xir 1y véi dung dich CrylAb bat hoat nhiét (30 phut & 100°C) &
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ndng do twong dwong v6i ndng d6 mCry3A cao nhit (Spg mCry3A/ml khdu phén)
dugce st dung trong xét nghiém sinh hoc, va CrylAb dugc dinh lwong & 142ng/ml
khiu phin twong tmg v&i LCY0 clia CrylAb khang ECB. Khiu phan ctia ECB xir Iy
v6i ndng d6 LC70 (twong duong véi 70ng Cryl Ab/ml khau phén) ciia CrylAb khang
ECB dugc st dung lam su kiém soat duong tinh canh tranh dé khéng dinh hoat tinh
diét c¢on trung ctia CrylAb dugce sit dung trong xét nghi€ém sinh hoc tai tb hop. Ty 18
chét dugc danh gia sau khoang 72 va 96 gio. Toan by xét nghiém sinh hoc twong tac

v6i ECB dugc thye hién hai lan.

Céc phuong phép thong ké: trong mdi khao sat, mot s6 tiéu chuén da duge dap
tng dbi voi dang thuc nghiém va céc phan tich sb liéu dwgc md ta dudi ddy 1a cac
phép thir hop 1¢ va c6 hi€u qua d6i véi twong tac giita cac protein: (1) khong c6 tac
dung cta chit dém duoc st dung dé hoa tan cic protein; (2) khong c6 tdc dung clia ban
than su bb sung protein; hodc (3) “phi dc t6 14 khong doc dbi v6i loai xét nghiém
sinh hoc khdong nhay cam & cac ndng d6 duoc sir dung trong thi nghiém nay. Dbi véi

cé hai thi nghiém ctia ECB va CPB, céc ti€u chuén nay dugc dép tng.

Mot khi ty 16 chét duge quan sit thdy trong cc xét nghiém sinh hoc, ty 1& chét
dugc ghi lai mdi ngay cho dén khi c6 ty 1& chét khoang 30% trong xtr Iy LC30 va ty 1&
chét 70% trong xtt Iy LC70. S6 liéu tir mdi 14n 14y mAu trong mdi nghién ciru twong
tac protein dugc phén tich riéng r&. G mdi 1an 14y miu, cdc phén tich riéng r& dugc
thuc hién déi v6i mdi xét nghiém riéng 1& va ddi vai s lidu td hop tlr cd hai xét
nghiém.

O mdi 14n 14y mau trong mdi xét nghiém sinh hoc, sy phan tng dugc phan tich
1a ty 1& bién ddi can bac hai acsin clia céc 4u trung chét cho mdi 1an lap. Céc tic dung
cia cac xur ly khac nhau dugce thir bédi ANOVA. Dbi voi ca hai thi nghiém (ECB va
CPB), hai xét nghiém dugc phén tich riéng r& va duoc td hop (néu hop 1€). Giad dinh
quyét dinh cia ANOVA 14 c6 tinh ddng nhét clia céc bién trang gitta céc xir 1y va céc
chit du dugc phan bd chuén. Diéu nay kho ¢ thuc néu cac xir 1y kiém so4t 4m tinh
duogc bao gdm, khi ty 1& céc 4u tring chét 1a khong trong nhiéu lip lai. Pay 1a vén dé
cu thé dbi véi ANOVA cia céc sb lidu bién dbi cta cin béc hai acsin. Vi vay cac sb
liéu kiém so4t 4m tinh bi loai trir khdi su phan tich, vi sy c6 gié tri cla céac gia dinh cta
phuong phéap cua ching 1a rd rang ma khong cin phén tich théng ké. Pdi véi cac xét
nghiém dugc phén tich riéng r&, ANOVA c6 tac dung xt ly duogc thuc hién. Sy thi
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Levene (SAS, 2002-2003) dugc st dung dé kiém tra gia dinh tinh ddng nhit cta cac
bién trang trong mdi xtt Iy trong s6 bdn xir Iy va su thir Shapiro-Wilks (SAS, 2002-
2003) duoc sir dung dé kiém tra gia dinh cia cac chit du dugc phan bb chudn. Péi véi
phan tich céc xét nghiém té hop, ANOVA c6 céc tac dung ddi véi xét nghiém va xir ly
dugc thuc hién. Sy thir Shapiro-Wilks dugc st dung dé kiém tra gia dinh v& cac chit
du dugc phan bd chudn. Khong sy thir chinh thirc nao vé gia dinh ddng nhit clia cac
bién trang dugc thuc hién, vi sy thir Levene khong thé duogc ap dung néu c6 nhiéu hon
mot tic dung trong phan tich sy thay dbi (SAS, 2002-2003). Tuy nhién, su so sanh
bing mit cac didm cta cac sb lidu bién dbi can bac hai cia acsin dugc sir dung dé
khéng dinh 14 tinh dong nhét cta sy gia dinh thay ddi c6 gia tri di véi cac sb lidu td
hop.

CAu triic yéu td ciia cac xir ly cho phép ba tac dung dugc khao sét: (1) tac dung
chinh cua protein doc (ndng do clia doc t6 ¢6 tac dong dén phan ting khong ?); (2) tac
dung chinh cta protein khong doc (sy c6 mit cua phi doc t6 ¢6 tac dong dén phan tng
khéng ?) va (3) su tuong tac giita ndng d6 cta doc td va sy c6 mit ctia phi doc t6 (tac
dung cua phi dfc t ¢co phu thudc vao nE‘)ng do cia doc td khong, va tac dung cia nbng

d6 doc t6 co phu thude vio su ¢6 mit ciia phi doc t6 khong ?)

Cac tac dung dugc khao sat boi viée thiét 14p cac tuong phan xir 1y tap trung
vao mdt tac dung trong khi loai bd céc tdc dung khac. Piéu nay dat dugc bdi viéc kiém
tra cac t& hop thich hop cia cac cach xir Iy (su td hop céc cach xtt Iy dugce biét 14 sy
twong phan). Mdi twong phan 1a tbng cac hé sb twong phan riéng duge nhan 1én béi
cac cach xir Iy kém theo. Mirc tin cdy théng ké ctia mdi twong phan c6 thé dugc danh
gia bang gia dinh khong thich hop. Cac gia dinh khong d6i voi ba thuét ngir nhu sau:
(1) H,: phan tng & cic ndng dd thip va cao clia protein doc 1a gidng nhau; (2) Hy:
phén tng 1 gidng nhau véi c6 hodc khong c6 protein khong doc; va (3) H,: céc téc

dung bét ky ciia cac protein doc va khong doc tac doc doc 1ap voi mdi tac dung khéc.

M3i trong phén duoc danh gid & ty 18 sai sb loai I 5% st dung d4nh gi4 sai s6
tr ANOVA. Cac su thir twong phan xtt Iy 2 & d6 c¢6 su hiép dong (hoic ddi khang)
gitra hai protein. Vi vay néu gia dinh khong cho trong phan 2 bi loai bé sau khi cac sd
litu cung cdp bing chung hiép ddng (hodc dbi khang). Sy kiém tra tiép d4u hiéu cta

cac twong phan dang ké bat ky xac dinh hoic c6 sy hiép ddng hodc ddi khang (vi dy,

-21-



24942

gi4 tri twong phan 2 dwong 4m chi ty 1& chét 16n hon khi c6 protein khéng ddc, vi vay

c6 su hiép dong).

Céc gia tri trung binh va cac do léch tiéu chuén cta cac xét nghiém sinh hoc to

hop dugc tinh khi dung Microsoft Excel®.
Két qua

Dénh gia LC30, LC70 va LC90 dbi v6i Cryl Ab khang ECB: su danh gia hoat
tinh sinh hoc dbi voi CrylAb khéng cac 4u tring siu dyc than ngd chau Au thé hién
LC30 cua khoang 27, LC70 ctia khoang 70 va LC90 cta khoang 142ng CrylAb/ml
khau phin sau 144 gid. Cac khiu phn kiém soat am tinh chi thé hién ty 1¢ chét thép, 1a
8% dbi v6i xir Iy khau phan don 1¢, 4% dbi v6i khiu phan xtr ly chat dém, va 4% dbi

v6i khu phin xtr Iy v6i Cry1Ab bit hoat.

Péanh gia LC30, LC70 va LC90 dbi v6i mCry3A khang CPB: su danh gi4 hoat
tinh sinh hoc dbi véi mCry3A khang cac 4u tring bo cénh cting Colorado thé hién
LC30 cua khoang 0,6, LC70 cta khoang 1,4 va LC90 cia khoang 2,4pg mCry3A/ml
khAu phin sau 96 gid. Cac khdu phin kiém so4t 4m tinh thé hién khong hogc chi ty 1&
chét thip 1a 0% ddi véi xir Iy khiu phan don 1é, 8% dbi véi khau phan xit Iy nuée, va

4% dbi v6i khau phan xir Iy v6i mCry3A bét hoat.

Danh gia tic dung cia mCry3A 1én dfc tinh cua CrylAb: Co ty 1€ chét trung
binh thip (7% hodc thip hon) trén khiu phin don 1é, trén khiu phan xir ly chit dém,
trén khau phén xtr Iy Cryl1Ab bét hoat nhiét va khau phan xir Iy véi mCry3A & LC90
ciia CPB (khiu phin 2,4pg mCry3A/ml) sau 168 gid. Hon nita, c6 sy khic nhau rd
rang gitra cac khiu phan xir Iy doc t6 va cac khéu phan kiém soat am tinh. Vi vy, mot

s6 didu kién cén thiét cho dang thi nghiém hop thirc dugc chitng minh.

Déi v6i ca hai xét nghiém sau 144 gio, cac ty 16 chét trong cac xir ly LC30 va
LC70 (ca hai c6 va khong c¢6 mCry3A) lan luot thip dang ké theo thdng ké 30% va
70%. Vi vay, cac xét nghiém duoc tiép tuc dé dén dugc cac diém cubi cua doc tinh can
thiét cta thi nghiém. Sau 168 gid, cac diém cubi (tirc 13, 1an luot ty 1¢ chét 30% va
70% trong cac xu ly LC30 cua mdt minh CrylAb va LC70 cia mot minh CrylAb) da
dat dugc. Cac sb liéu & 144 gid duoc coi 1a ¢6 kha ning phét hién céc tic dung cla
mCry3A 1€n CrylAb.
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Céc két qua cua sb lidu tb hop chirng minh 1a cic tac dung ctia ndng d6 CrylAb
va sy ¢6 mit cia mCry3A 1a doc 1ap & 144 gio va 168 gid (p>0,05) khéng sau duc than
ngd chau Au. Vi véy, tic dung ctia ndng dd CrylAb c6 thé duoc thir béi phén tich lién
két cac sb lidu c6 va khong c6 mCry3A. Tuong tu, tac dung ciia mCry3A c6 thé duge
thir boi phén tich lién két cac sb lidu LC30 va LC70.

Dbi véi cac sb lidu td hop, b tac dung dang ké theo théng ké ciia ndng do cua
CrylAb (p<0,05). O 144 gid va & 168 giod, tac dung ctia ndng dd CrylAb la dang ké
theo théng ké dbi vai cac sb lidu td hop. Céc sb liéu nay chi bao 1a ECB phan tng nhu

duoc tréng doi d6i voi cac ndng do CrylAb khéc nhau.

Dbi v6i cac sb litu td hop, khong tac dung déng ké theo théng ké nao cua
mCry3A 1én doc tinh cia Cryl Ab dugc phat hién & 144 gid hodc & 168 gio (p>0,05).
Do khong tac dung nao ciia mdt minh mCry3A 1én ECB dugc phét hién trong nghién
ctru ndy, cac két qua khong cung cip bing ching vé su tuong tic gifta CrylAb va

mCry3A trong viéc diét hodc kiém soat sau dyc than ngd chau Au.

Péanh gia tic dung ctia CrylAb 1én doc tinh cia mCry3A: Dbi véi cac xét
nghiém ciia CPB c6 ty 1& chét trung binh thip (4% hoic thip hon) trén khiu phin don
1¢, trén khiu phan xir Iy nudc, trén khdu phan xtt Iy CrylAb bit hoat nhiét va khéu
phin xtt 1y véi CrylAb & LC90 ciia ECB (142ng CrylAb/ml khau phin) sau 96 gid.
Hon nita, ¢6 su khac nhau rd rang gitra cac khau phan xir Iy doc t& va cac khau phin
kiém soat 4m tinh. Vi vay, mot sb diéu kién can thiét cho dang thi nghi€ém hop thirc

dugc chirng minh.

Pbi voi ca hai xét nghiém sinh hoc ctia CPB, sau 72 gio mot sb ty 18 chét dugc
quan sat; tuy nhién, céc ty 1& chét trong cac xir Iy LC30 va LC70 1an luot thip déng ké
theo thong ké 30% va 70% db6i véi it nhat mot xét nghiém sinh hoc. Vi vdy céc xét
nghiém dugc tiép tuc d& dén dugc cac diém cubi cua ty 1€ chét can thiét cua thi
nghiém. Sau 96 gid, cac diém cudi (nghia 13, 14n luot ty 18 chét 30% va 70% dbi voi
LC30 cua mdt minh mCry3A va LC70 ciia mdt minh mCry3A) da dat dugc. Cac sb
liéu & 72 gi¢ duogc coi la c6 kha ndng phét hién céc tdc dung ciia mCry3 A 1€n CrylAb.
Péi voi cac xét nghiém riéng ré va céac sb liéu t6 hop, cac tidu chudn do chudn va d

ddng déu cua sy thay ddi duoc gip & c4 hai 72 gid va 96 gid.
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Débi voi cac sb litu td hop, cac tac dung clia néng dd mCry3A va su ¢ mit cia
CrylAb 1a doc 18p & 72 gid va 96 gid (p>0,05). Vi vay tac dung ctia ndng d6 mCry3A
c6 thé duoc thir béi sy phan tich lién két cac sb lidu c6 va khoéng c6 CrylAb. Tuong
tu, tac dung ctia CrylAb c6 thé dugc thir bi phén tich lién két cac sb lieu LC30 va
LC70.

DPéi vé6i cac sb liéu tb hop, c6 tic dung déng ké theo théng ké cta néng do
mCry3A & 72 gid va 96 gid (p<0,05). C4c sb lidu nay chi bao CPB phan tng nhu dugc

trong dgi doi voi cac nong d khac nhau cia mCry3A.

Péi vé6i cac sb lidu td hop, khong tic dung ding ké theo théng ké nao cua
CrylAb 1én ddc tinh cia mCry3A dugc phat hién & 96 gid (p>0,05). Tuy nhién, dbi
v6i céc sb lidu tb hop & 72 gio tic dung dang ké theo thdng ké ciia CrylAb dugce phét
hién (p<0,05). Vi vay, su tuong tac gitta mCry3A va CrylAb duoc chi bao ¢ 72 gio
dbi véi cac s6 liéu t6 hop. Ty 18 chét cao hon véi sy c6 mit ciia Cry1Ab chi bao tac
dung 14 sy hiép ddng (nhu dugc dinh nghia boi Tabashnik, 1992) hodc su ting cuong
hi€u lyc (nhu dugce dinh nghia béi Haghdoost va cdc céng sw, 1997). Vi vay, CrylAb
ting cudng hiéu luc hodc hiép dong vé6i hoat tinh cia mCry3A lam cho mCry3A hoat
dong nhanh hon chéng lai cic con tring canh cimg dich so v6i c6 thé duge trong doi
v6i mot minh mCry3A. Trén pham vi thwong mai, sy diét nhanh hon chuyén thanh sy
thiét hai cdy it hon va it co hdi hon @& cac loai gdy hai 13 con tring céanh cung phat

trién tinh khang thudc.
Vi du 2. Su tuong tac gifta cic doc td khang sau hai r& ngd

Vi du nay khao sat c6 hay khong sy tuong tac, vé hoat tinh trir con tring, gitta
hén hgp protein c¢6 hoat tinh dbi véi con tring canh vay bao gdm CrylAb va
Vip3Aa20 (“ché phim Lep™), va hdn hop protein c6 hoat tinh dbi v6i con trung cénh
cling bao gdm mCry3A (“ché phim Col”).

Céc tac dung ctia ché phdm Lep 1én sdu duc than ngd chau Au (Ostrinia
nubilalis; ECB) 1 loai gdy hai nhay cam dugc khao sat v6i su c¢6 hoic khong c6 ché
phém Col. Céc 4u trung tudi thtr nhét dugce st dung dé thuc hién xét nghiém sinh hoc
ddng héa khdu phan ctia ECB. Phdn tram ty 18 chét cia ECB duogc danh gid & 120 gidy
sau khi nhiém tring. Pudng cong lidu - phan tng ciia ECB véi tdm ndng d6 ciia ché

pham Lep dugc thiét 1ap truéce tién. Hai lidu, lidu ECB 1 va liéu ECB 2, ciia ché phim
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Lep cho murc d9 trung gian ciia phan (g dugc chon tir dwdng cong liéu - phan Gng dé
thyc hién xét nghiém sinh hoc tuong téc protein ¢6 hoat tinh ddi véi con trung canh
vy va c6 hoat tinh dbi véi con tring canh ctng. Liéu ECB 1 bao gbém khoang 25ng
CrylAb va khoang 12,5ng Vip3Aa20 trén ml khau phan va lidu ECB 2 bao gbm
khodng 50ng CrylAb va khoang 25ng Vip3Aa20 trén ml khiu phin. Vi véy, liéu ECB
2 c¢6 khoang gép 2 14n lugng protein CrylAb va VipAa20 so véi liéu ECB 1.

Céc két qua cia xét nghiém sinh hoc cia ECB dugc thé hién trén bang 1.
Khéng c6 su ting dang ké theo thdng ké nao vé& phin tram ty 1& chét cia ECB duogc
phét hién khi c6 liéu WCR 2 ciia ché phdm Col, chi bao khong co su tuong tdc nao
gitta ché pham Col bao gdm mCry3A va ché pham Lep bao gébm CrylAb + Vip3Aa20

du vao xét nghiém sinh hoc ctia ECB.

Bang 1. Cac két qua xét nghiém sinh hoc cia ECB

Xt Iy Phan trim ty 1& chét cia ECB
Liéu ECB 1 21
Liéu ECB 1 + Liéu WCR 2 22
Liéu ECB 2 36
Liéu ECB 2 + Liéu WCR 2 40
Liéu WCR 2 4
Chat dém Lep (kiém tra 4m tinh) 1
Chat dém Lep + Col (kiém tra am tinh) 4

Céc tac dung cta ché phdm Col 1én sdu hai r& ngd mién Tay (WCR, Diabrotica
virgifera) 1a loai gy hai nhay cdm dugc khao st véi sy c¢6 hoic khong ¢ ché phdm
Lep. Cac 4u trung tudi thir nhét dugc st dung dé thyuc hién xét nghiém sinh hoc dE‘)ng
héa khu phan cia WCR. Phan trim ty 1& chét cia WCR duoc danh gia & 120 gio sau
khi nhiém tring. Puong cong lidu - phan tmg cia WCR véi tdm ndéng d6 cia ché
phdm Col dugc thiét 1ap trude tién. Hai liu, lidu WCR 1 va lidu WCR 2, ciia ché
phdm Col cho mirc d9 trung gian cia phén tng duge chon tir dudng cong lidu - phan
ting dé thuc hién xét nghiém sinh hoc twong tac ctia ché phdm Lep va ché phdm Col.

Liéu WCR 1 bao gdm khoang 50ug mCry3A trén ml khdu phin va lidu WCR 2 bao
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gdm khoang 200pg mCry3A trén ml khiu phin. Vi vay, lidu WCR 2 ¢6 khoang gip 4
1an Irgng protein mCry3A so véi lidu WCR 1.

Céc két qua xét nghiém sinh hoc cia WCR duogc thé hién trén bang 2. Céc két
qua chi b4o phan trim ty 1 chét cia WCR cao hon khi ¢6 lidu 2 cia ché phidm Lep bao
gbébm CrylAb + Vip3Aa20, chi bao sy phdi hop cia ché phédm Lep va ché phdm Col

diét WCR & mirc dd cao hon so véi ¢ thé duge trong doi boi chinh ché phém Col.

Bang 2. Céac két qua xét nghiém sinh hoc cia WCR

Xir Iy Phén tram ty 18 chét cia WCR

Liéu WCR 1 17

Liéu WCR 1 + Liéu ECB 2 46
Liéu WCR 2 48

Liéu WCR 2 + Liéu ECB 2 65
Liéu ECB 2 1

Chét dém Col (kiém tra 4m tinh) 1
Chat dém Col + Lep (kiém tra 4m tinh) 1

Cén hiéu rang c4c vi du va céac phuong 4n dugc md ta & ddy chi nhim muyc dich
minh hoa va céc stra ddi khac nhau hodc céc thay d6i mot chit cia chung v& mo ta s&
xay dén v6i nhitng ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc nay va dugc bao gdm
trong y tudng va pham vi cia don sang ché nay va pham vi cta cac yéu ciu bao hod

dinh kém.

T4t ca cc cong bd va cac don sang ché dugc néu trong ban md ta nay biéu thi
trinh do clia nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc ndy ma sang ché nay
lién quan.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap kiém soat loai gay hai 1a con tring canh clng bao gdm viéc sir dung
cho loai gy hai 12 c6n tring cénh cimg hodc mdi trudng cia né ché phdm bao gbm it
nhit mét protein c6 hoat tinh ddi v6i con trung canh clg va it nhit mdt protein c6
hoat tinh ddi v&i con tring canh vay, trong d6 ché phim nay kiém soat loai gay hai 1a
cOn tring canh cirng dén murc do t6t hon mong doi béi mdt minh protein c¢é hoat tinh
d6i v6i con triung canh cimg riéng bat ky duoc bao gdm trong dé, trong d6 protein co
hoat tinh dbi v6i con tring canh cting 1a protein Cry3A cai bién va trong d6 protein c6

hoat tinh d6i v6i con tring cénh vay 14 protein Cry1Ab.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 loai gay hai 1 con tring canh cimg 13 bo canh

cung hai khoai tdy Colorado hodc sau hai ré ngo.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 sau hai r& ngd dugce chon tir nhém bao gom sau
hai ré ngd mién Ty, sau hai ré ngd mién Bic, siu hai ré ngd mién Nam va su hai ré

ngd Mexico.

4. Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ché phim 1a
cdy chuyén gen biéu hién protein c6 hoat tinh dbi vdi c6n tring canh ctmg va protein

¢6 hoat tinh dbi v6i con triing canh vay.
5. Phuwong phép theo diém 4, trong d6 cdy chuyén gen 13 ciy ngd chuyén gen.

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 cy ngd chuyén gen 1a chdng nhan gidng bao

gdm cac bd phan MIR604 va Bt11 cia ngd chuyén gen.

7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 cdy ngd chuyén gen con bao gébm bd phan

MIR162 ctia ngd chuyén gen.

8. Phuong phap theo diém bit ky trong sé cac diém 1 dén 7, trong d6 con tring canh
cting 13 loai gay hai 13 siu hai ré ngd, va trong d6 phuwong phap nay bao gdm viée sir
dung cho loai gy hai 14 sdu hai & ngd hodc moi trudng ciia né ché phim bao gdm
protein Cry3A cai bién (mCry3A) va protein CrylAb, trong d6 ché phim nay kiém
sodt loai gay hai 14 sdu hai r& ngd dén mirc do t&t hon mong doi béi mot minh protein
mCry3A.
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