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Linh vire k§ thuét dwoc dé cip
Séang ché dé cap dén phuong phép khong ché co dai lién quan dén thuc vat AAD-1

va viéc dung thude diét ¢ trude khi gieo hat va/hodc trude khi hat ndy mam.

Tinh trang k¥ thuit ciia sing ché

Gen aad-1 (c6 ngudn gbc tir Sphingobium herbicidovorans) mi hoa protein
aryloxyalkanoat dioxygenaza (AAD-1). Tinh trang nay tao ra tinh khang cac thudc diét co
axit 2,4-diclophenoxyaxetic v aryloxyphenoxypropionat (thuong dugc goi 12 thude diét co
“fop” nhu quizalofop) va c6 thé dugc sir dung 13m chat chi ddu d& chon loc trong qué trinh
bién nap thuc vit va trong giy gibng tai vudn wom. Ban than gen aed-1, véi tinh khang
thudc diét cé & thuc vat, duge boc 16 1an diu trong WO 2005/107437 (xem US 2009-
0093366).

Su biéu hién cia cac gen khéc loai hodc ngoai lai & thuc vat bi &nh hudng béi vi tri
ma gen ngoai lai duge xen vao trong nhiém sic thé. Pidu nay c6 thé 1a do ciu tric chét
nhiém sic (vi du, chit di nhiém séc) hodc su lan can cua cac yéu t6 didu hoa phién ma (vi
du, gen ting cuong) gin vai vi tri tich hop (Weising et al., Ann. Rev. Genet 22:421-477,
1988), chéng han. Cung mdt gen trong cung mot loai thue vat clluyén gen (hodc sinh vat
khac) c6 thé c6 mitc do biéu hién véi khoang bién thién rong gifra cac bién thé gen khéc
nhau. Ciling c6 thé c6 khac biét vé cac kiéu biéu hién khong gian hodc thoi gian. Vi duy, su
khéc biét vé biéu hién twong dbi ciia gen chuyén trong cac md thuc vét khac nhau c6 thé
khong tuong img véi cac kidu dugc ky vong tir cac yéu td didu hoa phién mi co mit trong
ciu triic gen dugc dua vao.

Do dé, sb lugng 16n cac bién thé gen thudng dugc tao ra va sang loc dé xac dinh
bién thé gen bidu hién gen quan tdm dugc dua vao ¢ mic théa dang nhim muc dich da
cho. Nhim céc muc dich thwong mai, ngudi ta thudng tao ra hang trim dén hang nghin
bién thé gen khac nhau va sang loc céc bién thé gen d6 dé chon mét bién thé gen c6 murc
d6 va kiu biéu hién gen chuyén mong muén. Bién thé gen c6 mirc d6 vi/hoic kidu biéu
hién gen chuyén mong mudn c6 thé dugc sir dung dé dira gen chuyén vao cac nén di truyén

khac nho lai hitu tinh cling giéng bang céc phwong phap géy giéng thong thuong. Con
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chau cua céc con lai ndy gift dugc cac dic tinh biéu hién gen chuyén ciia thé bién nap ban
déu. Phuong phép nay dugc sir dung dé bao dam su biéu hién gen tin ciy trong mot sd
gidng duoc 1am thich tmg t6t véi cac diéu kién sinh trudng cuc bd.

Céc don yéu ciu cp patent M§ s§ 20020120964 A1 va 20040009504 A1 dé cap
dén bién thé gen PV-GHGTO07(1445) ciia cdy bong cting ché pham va phwong phap phat
hién n6. WO 02/100163 dé cap dén bién thé gen MONI5985 ciia ciy bong cling ché phim
va phuong phap phat hién né. WO 2004/011601 dé cap dén bién thé gen MONB863 ciia ciy
ngd, ché phim va phuong phéap phat hién n6. WO 2004/072235 dé cap dén bién thé gen
MONS88913 ciia cdy bong, ché phidm va phuong phép phét hién no.

WO 2006/098952 dé cap dén bién thé gen 3272 ctia ciy ngd. WO 2007/142840 &
cap dén bién thé gen MIR162 ciia ciy ngo.

Patent M§ s6 7,179,965 dé cap dén cdy bong c6 bién thé gen crylF va bién thé gen
crylAc.

Cayngd AAD-1 c6 bién thé gen dic hidu dugc bdc 10 trong ban md ta nay da khong

duoc boc 10 trude do.

Ban chit ky thuit cia sing ché

Sang ché d& cép dén viéc dung thudc diét ¢6 vao ving hodc canh ddng duge gieo
~ hat chira bién thé gen AAD-1 trude khi gieo hat va/hodc trude khi hat nay mam. Theo mét
s& phurong 4n wru tién, hat nay chira bién thé gen DAS-40278-9 ctia ciy ngd. Theo mot s6
phuong an wu tién, thube diét cd co thé 1a ché phém chira hoat chit 2,4-D. Cac thudc diét
cd va ché phdm nay ciing c¢6 thé duoc sir dung biang cach dua vao trude khi gieo hat. Cac
thubc diét cé khac, nhu glyphosat, c6 thé dugc sir dung két hop, bao gém viéc dura vao

trude khi gieo hat.

MBS ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 thé hién so dd plasmit cia pDAS1740.
Fig.2 thé hién cac thanh phén ciia doan xen vao DAS-40278-9 (pDAS1740).
Fig.3 thé hién so dd cit han ché va cac thanh phan ctia doan xen vao DAS-40278-9
(pDAS1740).
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Fig.4 thé hién cac amplicon, doan mbi, va phuong phap tach dong d6i v6i doan xen
ADN va cac bién cua DAS-40278-9.

Fig.5 minh hoa cac vi tri doan moi twong tng véi doan xen va bién clia DAS-
40278-9.

Fig.6 minh hoa viing ni va xen doan ciia DAS-40278-9.

Fig.7 1a so d6 gy gidng dugc dé cap trong vi du 7.

M6 ta vén tit cac trinh tu

Céc SEQ ID NO:1-28 1a cac doan mdi nhu dugc néu trong ban mé ta nay.

SEQ ID NO:29 chi ra doan xen va céc trinh tu bén suon cho bién thé gen DAS-
40278-9.

Céc SEQ ID NO:30-33 12 cac doan mdi cho céc chi du bén suon nhu duge mb ta

trong vi du 4.

MO ta chi tiét cac phwong 4n thwe hién sing ché

Sang ché dé cap dén viéc dung thubc diét cé vao ving hodc canh ddng ma vé sau
dugc gieo hat chira bién thé gen AAD-1 trude khi gieo hat vi/hodc trude khi hat nay mam.
Theo mét s phuong 4n wu tién, hat ndy chira bién thé gen DAS-40278-9 clia ciy ngd.
Theo mot s6 phuong 4n uu tién, thubc diét c¢6 c6 thé 1a ché phém chtra hoat chét 2,4-D.
Céc thube diét c6 va ché phim nay ciing c6 thé duge sir dung bang cach dua vao trude khi
gieo hat. Cac thubc diét co khac, nhu glyphosat, c6 thé dugc sir dung két hop, bao gdm
viéc dua vao trude khi gieo hat. Sang ché khong bi gi6i han & ciy ngd ma con co thé bao
gdm viéc st dung cdy bong vi/hodc cdy ddu tuong, chang han, chira gen aad-1.

Céc vi du dugc trinh bay trong ban mo ta nay dé c4p mét phan dén viéc ding thude
diét ¢ trude khi gieo hat va/hoic trude khi hat ndy mam. Viée dung niy khong bi gidi han
& bién thé gen "278". Tinh khang dugc tao ra bsi gen AAD-1 con c6 ich & chd rit ngin
duoc thoi gian luan canh. Diéu nay gitp cho ngudi trong trot c6 thé linh hoat hon trong
viéc 1én ké hoach gieo trdng sau khi diét cé (burndown). Khi khong str dung theo séng ché,
viéc phai doi 7-30 ngay hodc twong duong sau khi diét cd trude khi gieo hat c6 thé gay
thiét hai dang ké vé niang suit. Do do, séng ché mang lai l¢i ich v& mit nay. Xem, vidu 13

chang han. Cac khoang thoi gian gieo tréng / dung thubc diét co batky, va khoang ndng do
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mirc dung bt ky cua (cac) thude diét ¢ dugce néu hodc d& xuét trong ban mb ta nay déu
c6 thé duoc sir dung theo sang ché.

Do d6, sang ché dé xuét cac phuong phap ding thudc diét cé méi. Viéc ding nay cé
thé bao gém viéc tron nhidu hon mét thube diét co trong thung. Mot s6 thudc diét c6 dugc
wu tién dé sir dung theo sang ché bao gdm thudc diét cé phenoxy auxin nhu 2,4-D; 2,4-DB;
MCPA; MCPB. Céac thudc diét ¢ nay c6 thé dugc xép chdng véi mot hoic nhiéu gen
khang thubc diét c6 bd sung va thudc diét cé twong tng (vi du, glyphosat va/hoic
glufosinat). M0t, hai, ba, hoac nhiéu thubc diét ¢6 co6 thé duge st dung & dang Két hop cé
loi 14 dang két hop hién nhién d6i véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc niy
duoc loi tir sang ché. Mot hodc nhiéu thube diét co theo sang ché c6 thé dugc dura vao canh
ddng/ving trudce khi trdng ciy bang hat theo sang ché. Viéc ding nay c6 thé 14 trong vong
14 ngay sau khi trong ciy ching han. Mot hodc nhiéu thudc diét c6 theo sang ché ciing ¢6
thé dugc dua vao khi trdng va/hodic sau khi trdng nhung trude khi cdy nay mam. Mot hodc
nhiéu thudc diét co theo sang ché ciing c6 thé dugc dua vao dat (dé khdng ché co dai) hoic
1én trén c6 dai va/hodc thuc vat chuyén gen theo sang ché. Ba thubc diét co theo sang ché
c6 thé dugce luan phién hodc dugc st dung Két hop dé, vidu, khéng ché hodc ngan ngura cd
dai ma c6 thé khang mdt thudc diét co nhung khong khang thube diét co khéac. Cac thoi
diém ding khéc nhau ciia ba loai thudc diét cé duoc néu cé thé duoc ap dung theo nhiéu
cach khac nhau nhu da biét trong linh vurc nay.

Do d6, sang ché ciing dé cap dén viéc dura thude diét co trude khi gieo hat vio ving
hodc canh ddng ma vé sau dugc gieo hat chira bién thé gen AAD-1. Theo mét s6 phuong
4n wu tién, hat nay chira bién thé gen DAS-40278-9 ciia cdy ngd. Theo mét s6 phuong an
uu tién, thudc diét co c6 thé 13 ché phdm chira hoat chét 2,4-D. Céc thubc diét co va ché
phdm nay c6 thé dugc st dung bang cach dwa vao truée khi gieo hat. Céc thudc diét co
khac, nhu glyphosat, c6 thé dwoc sir dung két hop trong viée ding truée khi tréng. Cay
ngd, ciy bong, va cdy diu tuong, ching han, c6 thé dugce sir dung trong cac phuong 4n bat
ky nay.

Gen aad-1 c6 thé duoc két hop voi, vi du, cic tinh trang ma hoa tinh khéng
glyphosat (vi du, thuc vét hoic vi khuén khang EPSPS, GOX, GAT), tinh khang glufosinat
(vi du, Pat, bar), tinh khang thubc diét cé rc ché axetolactat syntaza (ALS) (vi du, cac

imidazolinon [nhu imazethapyr], cac sulfonylure, triazolopyrimidin sulfonanilit, c4c
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pyrmidinylthiobenzoat, va cac héa chét khac [Csr1, SurA, et al.]), tinh khang bromoxynil
(vi du, Bxn), tinh khang véi cac chét G ché ctia enzym HPPD (4-hydroxylphenyl-pyruvat-
dioxygenaza), tinh khang véi cac chét trc ché ctia phytoen desaturaza (PDS), tinh khang
vé6i cac thude diét cd tre ché hé théng quang héa IT (vi du, psbhA), tinh khang véi cac thudc
diét cd e ché hé théng quang hoa I, tinh khang véi cac thubc diét cé we ché
protoporphyrinogen oxidaza IX (PPO) (vi du, PPO-I), tinh khang véi cac thubc diét co
phenylure (vi du, CYP76BI), enzym phan huy dicamba (xem, vi du, US 20030135879), va
c4c tinh trang khac c6 thé dugc xép chdng don 1€ hodc trong nhiéu két hop dé tao ra kha
ning khéng ché hodc ngan ngira mot cach hiéu qua cac dot cd dai va/hogc tinh khang véi
thudc diét ¢ bat ky thudc cac nhém néu trén.

Déi véi cac thude diét ¢o bd sung, mot s6 chét uc ché ALS b sung dugc uu tién
(con duge goi 1a AHAS) bao gdm cac triazolopyrimidin sulfonanilit (nhu cloransulam-
metyl, diclosulam, florasulam, flumetsulam, metosulam, va penoxsulam), cac
pyrimidinylthiobenzoat (nhu bispyribac va pyrithiobac), va flucarbazone. Mot s6 chét trc
ché HPPD duoc wu tién bao gém mesotrione, isoxaflutole, va sulcotrion. Mgt sb chét trc
ché PPO dugc vu tién bao gdm flumiclorac, flumioxazin, flufenpyr, pyraflufen, fluthiacet,
butafenacil, carfentrazone, sulfentrazone, va cic diphenylete (nhu acifluorfen, fomesafen,
lactofen, va oxyfluorfen).

Céc gen AAD-1 dé str dung theo sang ché ciing c6 thé tao ra tinh khang véi céc hop
chit ma dugc chuyén hoéa thanh cac thudc diét cé phenoxyaxetat auxin (vi dy, 2,4-DB,
MCPB, v.v.). Gbc axit butyric c6 mit trong thudc diét c6 2,4-DB duoc chuyén héa qua sy
oxy ho4 B thanh axit phytotoxic 2,4-diclophenoxyaxetic. Tuong tu nhu vy, MCPB dugc
chuyén hoa qua sur oxy hoa B thanh phytotoxic MCPA. Céc thubc diét cé axit butanoic ban
than khong c6 tac dung diét cd. Chung duoc chuyén héa thanh axit trong (mg clia chiing
nhd su oxy hod B trong cac thuc vat man cam, va né 13 dang axit axetic cla thube diét co
gdy doc thuc vat. Cac thuc vt khong thé oxy hoa B nhanh khéng bi gy hai béi céc thudc
diét co axit butanoic. Tuy nhién, cac thuc vét c6 kha ning oxy hod 8 nhanh va c6 thé
chuyén hoa thudc diét cd axit butanoic thanh dang axetic sau d6 dugc bao vé boi AAD-1.

Pugc bao gdm trong ban md ti nay 1a bién thé gen AAD-1 ciia cdy ngd dugc goi 12
DAS-40278-9 c6 mit trong hat dugc Iuu gitt & Bao tang gidng chuin vi sinh vat m§
(American Type Culture Collection - ATCC) vo6i s6 Iuu giit PTA-10244, va con chéu c6
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ngudn gbc tir d6. Céc khia canh khac bao gdm céc cdy con chéu, hat gidng va hat hoic cac
phﬁn c6 thé tai sinh ciia cac thuc vat va hat va con chéu cia bién thé gen DAS-40278-9 cta
cdy ng0, cling nhu thirc &n hodc cic san pham thuc phim dugc 1am tr thanh phan bat ky
‘ctia nd. Ban mé ta nay con bao gdm cac phan thuc vét clia bién thé gen DAS-40278-9 cia
cay ngo bao gém, nhung khong gidi han &, phén hoa, nodn, hoa, canh non, ré, va 14, va cac
nhén ciia cac t& bao sinh dudng, cic té bao phén hoa, va cac té bao trimg. Sang ché con boc
15 cdy ngo c6 kha ndng khang cac thudc diét cé phenoxy auxinic va/hodc aryloxyalkanoat,
ché phim di truyén méi chira bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd, va cac khia canh vé
tinh chit néng hoc ciia ciy ngd chira bién thé gen DAS-40278-9 cua ciy ngd.

Sang ché bao gdm cac phuong phap gy gidng thire vat va cac thuc vatkhéng thube
diét co, chira bién thé gen bién nap aad-1 trong ciy ngd chua trinh tu polynucleotit, nhur
duoc néu trong ban mé ta nay, dugc xen vao vi tri cu thé trong hé gen ciia té bao cay ngd.

Theo mot sé phuong 4n, bién thé gen / trinh tu polynucleotit ndy c6 thé duge “xép

-chdng” v6i cic tinh trang khéc, bao gém, vi duy, (c4c) gen khéng thubc diét co khac va/hoic
cac protein Uc ché con trung. Céc thuc vat c6 mot bién thé gen ciing dugc mo ta trong ban
mo ta nay.

Céc tinh trang bd sung c6 thé duge xép chdng vio hé gen thuc vat thong qua viée
gly gidng thuc vat, tai bién nap thuc vat chuyén gen chira bién thé gen DAS-40278-9 clia
¢4y ngd, hodc bd sung cac tinh trang m&i qua sy tich hop dich nho sy tai t6 hop tuong
ddng.

Céc phuong an khéc bao gbm viée cit trinh tu polynucleotit chira bién thé gen -
DAS-40278-9 ciia cdy ngd, bao gom, vi dy, bang bidu hién gen par. Khi cit trinh tir
polynucleotit, bién thé gen duoc cai bién co thé duoc hudéng dich lai & vi tri nhiém sic thé
cu thé trong d6 cac trinh tu polynucleotit bd sung duoc xép chdng voi bién thé gen DAS-
40278-9 cta cdy ngo.

Theo mot phuohg 4n thuc hién, vi tri nhiém sic thé dich cia cay ngd nim trén
nhidm séc thé 2 & khoang 20 cM giita chi ddu SSR UMC1265 (xem SEQ ID NO:30 va
SEQ ID NO:31) va MMCO111 (xem SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33) ¢ khoang 20 cM
trén so do lién két cia cﬁy ngd 2008 DAS, trong d6 vi tri dich chira axit nucleic khéc loai.
Theo mét phuong an khéc 13 vi tri nhiém sic thé dich ciia cdy ngd bao gbém vi tri duge x4c

dinh trong hoic bang SEQ ID NO:29 va cac phan con lai ctia chiing nhu dugc néu trong
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ban mé ta ndy, nhu s& duoc cong nhan boi ngudi ¢é hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay.

Theo mot phuong 4n 1a phuong phép tao ra cdy ngd chuyén gen bao gdm buéc xen
axit nucleic khac loai & vi tri trén nhi®m sic thé 2 & khoang 20 cM gitta chi diu SSR
UMC1265 (xem SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:31) va MMCO0111 (xem SEQ ID NO:32
va SEQ ID NO:33) & khoang 20 ¢cM trén so db lién két ciia cdy ngd 2008 DAS. Theo mot
phuong an khac nira, axit nucleic khac loai xen vao dugc nam bén sudn 5’ béi tht ca hodc
m6t phan cia trinh tu bén sudn 5' nhu dugce xac dinh trong ban mo ta nay dua trén SEQ ID
NO:29, va nam bén sudm 3’ bi tat ca hodc mot phén cua trinh tu bén sudn 5' nhu dugc xac
dinh trong ban md ta nay dya trén SEQ ID NO:29.

Ngoai ra, sang ché boc 16 cac thir nghiém dé phat hién su c6 mat cua bién thé gen
theo sang ché trong miu (hat ngd, ching han). Céc thir nghiém c6 thé dya trén trinh tu
ADN ctia cAu tric tai td hop, dugc xen vao h¢ gen ciia cdy ngo, va trén céc trinh tu hé gen
bén sudn cia vi tri xen doan. Céc kit va cac diéu kién hitu ich trong viéc thuc hién cac thir
nghiém cling dugc dé xuit.

Séng ché con boc 10 viée tach dong va phan tich trinh tw ADN ctia toan by doan xen
AAD-1,va cac ving bién ciia chung (trong dong cdy ngd chuyén gen). Céc trinh tu nay 13
duy nhét. Dua trén cAc trinh tu doan xen va bién nay, cac doan mdi dic hiéu bién thé gen
duogc tao ra. Phan tich PCR cho théy réng cac bién thé gen nay c6 thé dugc nhén dién bing
cach phén tich cac amplicon PCR duogc tao ra bing cac bd doan mdi dic hiéu bién thé gen
nay . Do do, cac quy trinh nay va cac quy trinh lién quan khac c6 thé dugc sir dung @ nhan
dién duy nhit dong ciy ngb chira bién thé gen nay.

Séng ché con md ta viée sir dung gy giéng thuc vat va cac thuc vat khang thue
- diét co. Sang ché bao gbm viéc st dung cac bién thé gen bién nap ctia ciy ngd (bép) chira
c4c trinh tur polynucleotit aad-1 theo sang ché, nhu dugc néu trong ban md ta nay, dugc
xen vAo vi tri cu thé trong hé gen cua té bio ciy ngd. Theo mdt sé phuong 4n, trinh tur
polynucleotit niy c6 thé duogc “xép chong” véi cac tinh trang khac (nhu (cac) gen khéng
thudc diét co khac Vé/hoéc (cac) gen ma héa protein trc ché con tring, ching han. Theo
mot s& phuong 4n, cac trinh tr polynucleotit nay c6 thé duoc cit va sau d6 huéng dich lai
v6i céc trinh tr polynucleotit bd sung. Tuy nhién, sang ché bao gdm cac thuc vét c6 mot

bién thé gen, nhu dugc néu trong ban mo ta ndy.
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Ngoai ra, sang ché d& xut cac thir nghiém dé phat hién su c6 mit ciia bién thé gen
trong mAu. Céc khia canh bao gdm céc phuong phép thiét k& va/hoic tao ra phan tir axit
nucleic chdn doan bat ky duoc néu hodc dé xuét trong ban mo ta ndy, cu thé 14 cac phuong
phép dua trén toan bg hodc mot phén vao cac trinh tu bén sudn theo sang ché.

Cu th8 hon, séng ché d& cap mot phan dén bién thé gen ciia cdy ngd chuyén gen
DAS-40278-9 (con dugc goi 1a pDAS1740-278), viéc st dung cac dong thuc vat chira cac
bién thé gen ndy, va viéc tich dong va phan tich cic trinh tw ADN cia doan xen nay,
va/hoac cac ving bién ctia chiing. Céc dong thuc vét dé sir dung theo sang ché c6 thé duge
phat hién bang cach sir dung céc trinh tu duoc boc 1§ va dé xuét trong ban mé ta nay. Theo
mot s§ phwong an, sang ché dé cap dén cac dong cay ngd khang thudc diét co, va viéc nhan
dién chung. Sang ché @& cap mot phén dén viéc phat hién sy c6 mit cua bién thé gen dé
xé4c dinh xem con lai hiru tinh c6 chtra bién thé gen quan tim khong. Ngoai ra, phuong
phap phat hién bién thé gen dugc bao gbm va 12 hitu ich, vi du, dbi v6i viéc tuan theo céc
quy dinh cin phé chuén truéc khi dua ra thi trudng va danh d4u cac thie phim c6 ngudn
gbc tir cAy mua vu tai td hop, ching han. C6 thé phat hién su c6 mit ctia bién thé gen bang
phuong phap phat hién axit nucleic bét ky da biét nhu phan tmg chudi polymeraza (PCR)
hodc tao thé lai ADN bing cach st dung dean do axit nucleic. Thir nghiém PCR déc hiéu
bién thé gen duoc ban luin, vi du, béi Windels va céc dong tac gia (Med. Fac.
Landbouww, Univ. Gent 64/5b:459462, 1999). Thir nghiém nay lién quan dén viéc nhén
dién bién thé gen cua cdy dau trong khang glyphosat 40-3-2 bang PCR bang cach sir dung
bd doan mdi ndi mbi ndi gitta doan xen va ADN bén suon. Cu thé hon, mot doan moi chtra
trinh tu tr doan xen va doan mdi thir hai chira trinh tir tir ADN bén suon.

Cay ngd dugc cai bién bing cach xen doan gen aad-1 tir Sphingobium
herbicidovorans ma hoa protein aryloxyalkanoat dioxygenaza (AAD-1). Tinh trang nay tao
ra tinh khang céc thudc diét cé axit 2,4-diclophenoxyaxetic va aryloxyphenoxypropionat
(thuomg duge goi 1a thudce diét co “fop” nhur quizalofop) va c6 thé dugc sir dung 1am chit
chi d4u d& chon loc trong qué trinh bién nap thuc vét va trong giy gidng vuon wom. Su
bién nap cdy ngd bang doan ADN tir plasmit pDAS1740 dugc thuc hién vé phia trude, qua
gay gibng, dé tao ra bién thé gen DAS-40278-9.

Cac mau ADN hé gen dugc tach tir hai muoi cly ngd riéng r& ¢d ngudn gdc tir nAm

thé hé va bdn cdy mbi thé hé bién thé gen DAS-40278-9 dugc chon dé mo ta dic diém
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phan tir ciia bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd AAD-1. Sy biéu hién protein AAD-1
dugc thir nghiém bang cach sir dung kit bing thir nhanh d4c hiéu AAD-1. Chi céc thyc vét
dugc thir nghiém duong tinh déi vé6i su biéu hién protein AAD-1 dugc chon dé mo ta dic
diém phan tir tiép sau. K§ thuat tao thé lai Southern x4c nhan rang gen aad-1 cé mit trong
cdy ngd dugc thir nghiém duong tinh dbi v6i sy biéu hién protein AAD-1, va gen aad-1
dugc xen dudi dang ban sao don nguyén ven trong cac thuc vét nay khi duogc lai voi doan
do cuda gen aad-1.

M5 ta dic diém phan tir cia ADN dugc xen trong bién thé gen DAS-40278-9 cua
ciy ngd AAD-1 cling dugc néu trong ban mo ta nay. Bién thé gen nay dugc tao ranhd bién
nap Whiskers bang méanh Fsp I cia plasmit pDAS1740. Phan tich thim tach Southern durgc
stir dung dé thiét 1ap mau tich hop ctia doan ADN dugc xen va x4c dinh doan xen/ sd ban
sao ctia gen aad-1 trong bién thé gen DAS-40278-9. Dit liéu thu dugce dé chtrng minh su
tich hop va trang thai nguyén ven cua gen chuyén aad-1 duge xen vao hé gen ciy ngé.
Viéc mo ta dic diérn tich hop cia cac ving khong ma hoéa (dugce du dinh dé diéu hoa céac
ving ma héa), nhu c4c trinh tu khaéi dAu va cac trinh tir két thic, cac ving gén chét nén
RB7 Mar v3 va RB7 Mar v4, ciing nhu d6 6n dinh ctia doan xen gen chuyén qua céc thé
hé, dugc danh gia. Tinh 4n dinh cta ADN duoc xen duge thé hién qua ndm thé hé thuc vat
riéng r&. Ngoai ra, su véng mit su bién nap trinh tir xurong sdng plasmit chira ving gen
khang Ampicillin (4p") dugc thé hién bang cac doan do phii gin nhu toan bd viing xuong
sbéng bén sudn cac vi tri gidi han (Fsp 1) ctia plasmit pDAS1740. So d6 vét 1y chi tiét ctia
viéc xen doan dugc v€ dua trén cac phan tich thAm tach Southern ciia bién thé gen DAS-
40278-9. ,

Céc mirc protein AAD-1 dugc xac dinh trong cac md cdy ngd. Ngoai ra, viéc phén
tich thanh phan dugc thuc hién trén ciy ngd lam thirc &n cho gia stc va hat @& khao sat tinh
turong duong gitra dong cdy ngd khong dugc bién nap dong hop tir va dong cdy ngd chuyén
gen DAS-40278-9 (khong dugce phun, duge phun bing 2,4-D, duoc phun bing quizalofop,
va duge phun bang 2,4-D va quizalofop). Céc dic tinh ndng hoc ctia dong ciy ngd khong
duge bién nap ddng hop tir con dugce so sanh véi cay ngd DAS-40278-9.

Su biéu hién trén canh ddng, thanh phan dinh dudng, vi cac thir nghiém néng hoc
clia ddi chung khong chuyén gen va dong cdy ngd thé lai chira Aryloxyalkanoat

Pioxygenaza-1 (AAD-1) duoc tién hanh trong cling nam & sau vi tri & Iowa, Illinois (2 vi
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tri), Indiana, Nebraska va Ontario, Canada. Cac mirc do biéu hién dugc tém tat trong ban
m ta nay dbi véi protein AAD-1 trong 14, phén hoa, ré, cdy ngd lam thic an cho gia suc,
toan b cdy, va hat, cac két qua x4c dinh néng hoc, va phan tich thanh phan cia cdc miu
ciy lam thirc an cho gia suc va hat tir cdy ng6 d6i chting va cay ngd AAD-1 DAS-40278-9.

Protein AAD-1 hoa tan chiét dugc duoc do bing cach st dung phuong phép thir
nghiém hép thu mién dich dugc lién két enzym (ELISA) dinh luong trong 14, phén hoa, ré,
forage, toan bd cy, va hat cdy ngo. Céc gia tri biéu hién trung binh kha dugc quan sat thay
trong mo ré va phan hoa, nhu dugc ban luan chi tiét hon trong ban md ta ndy. Céc gié tri
biéu hién 1a trong tu déi véi tht ca cac bién phap xit Iy phun ciing nhu ddi véi cac 6 duge
phun va khéng dugce phun bang cac thudc diét ¢ 2,4-D va quizalofop.

- Cac phéan tich thanh phin, bao gdm céc thanh phan chinh, chét khoang, axit amin,
axit béo, vitamin, cac khang chat dinh dudng, va cac chit chuyén hoa thi cip dugc tién
hanh dé khao sat tinh twong duong cta cdy ngd AAD-1 DAS-40278-9 (c6 hodc khong xur
1y bing thube diét ¢d) so vdi ddi chimg. Cac két qua dbi voi cac mau thanh phan AAD-1
DAS-40278-9 déu tét bang, hoic hon so véi (vé sinh hoc va ndng hoc), dua trén cac dong
~ d6i ching va/hodc cdy ngd thong thudng, phén tich dit liéu nong hoc thu dugc tir cac d6 thi
© cAy ngd dbi chiing va AAD-1 DAS-40278-9.
Nhu dugc 4m chi trén ddy trong phan tinh trang k¥ thuat, viéc dua va tich hop gen
chuyén vao hé gen thuc vét bao gbm mét s6 bién thé gen ngiu nhién (vi vy tén “bién thé
“gen” dbi véi xen doan di cho dugc bidu hién). Nghia 13, bing nhiéu k¥ thuat bién nap nhu
bién nap Agrobacterium, “sting bén gen,” va WHISKERS, khong thé du doan duge vi tri
trong h¢ gen ma gen chuyén s& dugc xen vao. Do d, viéc nhén dién ADN hé gen bén suon
cua thuc vat trén ca hai mit cia doan xen co thé 13 quan trong dé nhén dién thuc vét c6
" bién thé gen xen doan da cho. Vi duy, ciac doan mdi PCR ¢6 thé duge thiét ké tao ra
amplicon PCR qua vung ndi cua doan xen va hé gen vat chi. Amplicon PCR nay c6 thé
dugce sir dung dé nhan dién loai bién thé gen xen doan duy nhat hoic riéng biét.

Do “bién thé gen” 13 bién thé gen c6 ngudn gbc ngiu nhién, nhu mot phin clia sing
ché nay, it nhat 2500 hat ctia dong ciy ngd chira bién thé gen nay da duoc luu gitt va cung
cip cho cong ddng ma khong gi6i han (nhung theo quyén patent), & Bao tang gibng chudn
vi sinh vt m§ (ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, VA, 20110. Viéc luu gifr
duogc chi dinh duéi dang s luu giit ATCC PTA-10244 (hat ng lai dbm vang (Zea Mays
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L.):DAS-40278-9; Pugc luu giit dudi tén cia Dow AgroSciences LLC; Ngay nhan
hat/chiing bdi ATTC: ngay 10 thang bay ndm 2009; kha nang sdng duwgc xac nhin ngay 17
thang tdm nim 2009). Viéc luu gilt ndy dugc thuc hién va s& duge duy tri theo va dudi cac
diéu khoan ctia Hiép u6c Budapest (Budapest Treaty) d6i v6i hat hru giit nham cac muc
dich cta thu tuc patent. Viéc luu git s& dugce duy tri ma khéng gi6i han & noi luu gitt
ATCC, 1a noi luu gift cong cdng, trong giai doan 30 ndm, hodc ndm nam sau yéu ciu gin
nhét, hodc trong thoi gian ton tai hiéu qua ctia patent, tity theo thdi gian nao 14u hon, va s&
duge thay thé néu n6 khong c6 kha nang sbng trong giai doan do.

Céc hat duoc luu gitr 13 mot phan clia sang ché nay. R3 rang, ciy ngd c6 thé duge
phat trién tir cac hat ndy, va céc cdy nay 1a mot phin ctia sang ché. Sang ché ciing dé cép
dén trinh tw ADN dugc chira trong cic cdy ngd nay, céc trinh ty nay 1a hiru ich dé phat hién
c4c cdy ndy va con chdu cua nd. Cac phuong phép phét hién va kit cla sang ché c6 thé
nhim nhan dién bit ky mot, hai, hodc tham chi tAt ca ba trong c4c bién thé gen nay, tuy
thudc vao muc dich cudi ciing cia thir nghiém.

Cac dinh nghia va vi du dugc dua ra trong ban mo ta nay 8 giup mo ta sang ché va
huéng dan ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay thuc hién sang ché. Trirkhi ¢6
hru ¥ khac, cac thudt ngi dugc hidu theo cach sir dung thong thudng bdi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc lién quan. Danh phép cho cdc bazo ADN nhu dugc néu & 37
CFR §1.822 dugc st dung.

Khi dugc str dung trong ban md ta nay, thudt ngit "con chau" chi con cta thé hé bit
ky clia tang 16p bd me chira bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd AAD-1.

“Bién thé gen” chuyén gen dugc tao ra bing cach bién nap céc té bao thuc vat bang
ADN khac loai, #c 13, chu tric axit nucleic chira gen chuyén quan tim, téi sinh quan thé
thue vat thu dugce tir viée xen doan gen chuyén vao hé gen ctia thyc vat, va chon loc cdy cu
thé dugc dic trung bdi viéc xen doan vao vi tri hé gen cu thé. Thuét ngit “bién thé gen” chi
thé bién nap ban diu va con chéu ctia thé bién nap nay chira ADN khéac loai. Thuét ngit
“bién thé gen” con chi con chau dugc tao ra bang cach lai hitu tinh gitta thé bién nap va
mot gidng khac chira ADN hé gen/gen chuyén. Ngay ca sau khi lai nguoc 13p lai voi b6 me
1ap lai, ADN gen chuyén duoc xen va ADN hé gen bén sudn (ADN hé gen/gen chuyén) tir
b6 me duoc bién nap c6 mit trong con chéu cta con lai & cung vi tri nhiém sic thé. Thuét

ngit “bién thé gen” cling chi ADN tir thé bién nap ban dau va con chau cua ching chira
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ADN dugc xen va trinh tir hé gen bén sudn ngay canh ADN duogc xen mong mudn duge
chuyén sang con chau nhin ADN dugc xen chira gen chuyén quan tm nhu 14 két qua cua
viéc lai hiru tinh ciia mot dong bd me chita ADN dugc xen (vi du, thé bién nap ban dau va
con chéu thu dugc tir viéc tu thu phén) va dong bd me khong chita ADN dugce xen.

“Trinh ty nbi” kéo dai diém & d6 ADN duoc xen vao hé gen duoc lién két voi ADN
tir hé gen nguyén thé ciia ciy ngd bén suon diém xen doan, nhan dién hogc phét hién mot
hoiic c4c trinh tu ndi khac trong vt liéu di truyén cua thuc vat 1a di & chan doan bién thé
gen. Pugc bao gbm 1a cic trinh tw ADN kéo dai su xen doan trong cac bién thé gen cua
cly ngb dugc néu trong ban mo ta ndy va cac do dai tuong tu cia ADN bén suon. Cac vi
du cu thé cia cac trinh tr chin doan ndy duogc dua ra trong ban md ta ndy; tuy nhién, cac
trinh tu khac géi chéng diém nbi caa cac vi tri xen doan, hodc diém ndi cua vi tri xen doan
va trinh tu hé gen, ciing dugc x4c dinh va c6 thé dugc st dung theo sang ché.

Séang ché bao gém viéc nhéin dién c4c trinh tu bén suodn, ndi, va xen doan nay. Cac
doan mdi va cac amplicon PCR lién quan dugc bao gdm. Cac phirong phap phén tich PCR
bang céach st dung cdc amplicon kéo dai qua ADN dugc xen va céc bién ciia n6 ¢6 thé
duge st dung dé phat hién hoic nhan dién cac gidng hoic dong ciy ngd chuyén gen
thwong mai c6 ngudn gdc tir cac dong ciy ngd chuyén gen doc quyén theo sang ché.

Toan bd cac trinh tr ciia timg doan xen nay, cliing v&i cac phan ciia cAc trinh ty bén
sudn trong tmg, dugc d& xuét trong ban mé ta ndy dudi dang SEQ ID NO:29. Céc toa dd
ctia doan xen va céc trinh tu bén sudn cia bién thé gen nay so véi SEQ ID NO:29 (tdng s6
8557 cap bazo (bp)) dugc in dudi day. Diéu nay dugc ban luan chi tiét hon trong vidu 3.8,
chéng han. C4c phuong 4n truéc khi gieo hat theo séng ché bao gdm viéc st dung protein

AAD-1 dugc m3 héa bdi cac gbe 1874-6689 néu trong SEQ ID NO:29.

5’ bén swon Poan xen 3’ bén swon
# goc (SEQ:29): 1-1873 1874-6689 6690-8557
d6 dai (bp): 1873 bp 4816 bp 1868 bp

Bién thé gen xen doan nay, va cac thinh phé.n khéac cua chung, dugc minh hoa thém
trén cac fig.1 va 2. C4c trinh tw nay (cu thé 13 c4c trinh ty bén suon) 14 duy nhat. Dya trén
cac trinh tr doan xen va bién nay, cac doan mdi dic hiéu bién thé gen dugc tao ra. Phan

tich PCR cho thiy ring cic dong ciy ngd nay cé thé duge nhan dién trong céc kiéu gen cay
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ngd khac nhau bing cach phén tich céc amplicon PCR dugc tao ra bing cac bd doan mdi
dic hidu bién thé gen nay. Do d6, cic quy trinh ndy va cic quy trinh lién quan khéc c6 thé
dugce sir dung dé nhan dién duy nhét cac dong cdy ngd nay. C4c trinh tu dugc nhan dién
trong ban mé ta nay 13 duy nhét. Vi du, im kiém BLAST d6i v6i co s& dit liéu Ngan hang
gen khong phat hién su trong déng déng ké bat ky giita cac trinh tu bién tich dong va céc
trinh tu trong co s¢ dit lidu.

Cac k¥ thuét phat hién 1a dédc biét hitu ich trong gdy gidng thuc vat, dé xac dinh xem
c4c cAy con chau ndo chira bién thé gen da cho, sau khi cy bb me chira bién thé gen quan
tam duoc lai v6i mot dong thuc vat khac trong nd luc truyén mét hoic nhiéu tinh trang bd
sung quan tdm cho con chau. Cac phuong phap phan tich PCR nay gitp ich cho cac
* chuong trinh gay gidng cdy ngd ciing nhu kiém soat chét lugng, dic biét 1a dbi voi hat ngd
chuyén gen thuong mai. Kit ph4t hién PCR d6i voi cac dong cay ngd chuyén gen niy hién
ciing c6 thé dugc ché tao va sir dung. Didu nay cling c6 thé gitip ich cho viéc ding ky sin
phim va quén 1y san phdm.

Ngoai ra, cac trinh tu cdy ngd/hé gen bén sudn cod thé dugc st dung dé nhan dién
didc hiéu vi tri hé gen ctia ting doan xen. Thong tin nay co thé dugc st dung dé ché tao cac
hé chi d4u phan tir dic hiéu cho méi bién thé gen. Hé nay c6 thé dugc sir dung cho céc
phuong phép gdy giéng cap tdc va thiét 1ap dit liéu lién két.

Hon nita, thong tin trinh tr bén suon c6 thé duc_fc sir dung dé nghién ctru va mo ta
c4c quy trinh tich hop gen chuyén, cac dic tinh vi tri tich hgp hé gen, sip xép bién thé gen,
d6 6n dinh ciia gen chuyén va cac trinh tir bén sudn clia chiing, va su biéu hién gen (dic
biét 1a lién quan dén bét hoat gen, céc kiéu metyl héa gen chuyén, céc tac dung vi tri, va
cac yéu td lién quan dén sy biéu hién tiém ning nhu MARS [viing gén chit nén], va céc
yéu td tudng tu).

Sang ché bao gdm cac hat c¢6 sin vai sb luu gitt ATCC 1a PTA-10244. Sang ché
ciing bao gdm viéc st dung cdy ngd khang thudc diét cd duge phat trién tir hat duge huu
gitt & ATCC v6i sb luu gitt PTA-10244. Sang ché con bao gdm viéc sir dung cac phan ciia
cay ndy, nhu 14, cac miu mo, hat durge san xuit béi cy nay, phén hoa, va cac phan tuong
tur.

Hon nita, sang ché bao gdm viéc sir dung céc thurc vét con céi va/hodc con chéu ciia

céc cdy dugc phat trién tir hat duoc huu giit, tot hon 13 cdy ngd khéng thudc diét ¢é trong
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d6 thuc vat nay c6 hé gen chira trinh tu ndi ADN hé gen/ADN xen doan kiéu dai d& phat
hién nhu dugc néu trong ban md ta nay. Khi dugce sir dung trong ban md ta nay, thuét ngir
“cAy ngd” c6 nghia 14 gidng cay ngd (Zea mays) va bao gbm tit ca cac gibng ctiané c6 thé
duoc giy gibng bang cdy ngd nay.

Sang ché c6 thé con bao gdm céc quy trinh lai gidng bang cach st dung thyc vt
theo sang ché 1am it nhét 1a mot bd me. Vi duy, sang ché bao gém viéc sir dung cdy lai F; ¢
mot hodc ca hai bd me 12 bd me cua cac thuc vat dugc néu 1am vi du trong ban md ta nay.
Séang ché ciing bao gdm viéc sir dung hat duge san xuét boi thé lai F; nay theo sang ché.
Séang ché bao gdbm phuong phép san xut hat ctia thé lai F, bang cach lai thuc vat dugc néu
lam vi du v&i thuc vat khac (vi du, bd me lai cung dong) va thu hat cta thé 1ai thu dugc.
Sang ché bao gém viéc str dung thyc vat duge néu lam vi du 1a mot trong sb bb hodc me.
Céc dic tinh clia cac thue vat thu duoc c6 thé duoc cai thién bang cach xem xét cAn thin
cac thuc vat bd me.

Cay ngd khang thudc diét c6 c6 th8 dugc gy gidng bang cach thir nhit lai hitu tinh
ciy ngd bd me thir nhit bao gdm cdy ngd dugc phat trién tir hat cia mét trong s6 cac dong
duoc dé cap trong ban mo ta ndy, va ciy ngd bd me thir hai, tir 6 tao ra tip hop céc cay
con chau thir nhat; va sau d6 chon loc ciy con chéu thir nhét khéng v6i thude diét co (hodc
c6 it nhit mot trong s6 cac bién thé gen theo sang ché); va tu thu phén cdy con chéu thir
nhét, tir 46 tao ra tip hop ciy con chéu thir hai; va sau d6 chon loc tir cac cy con chéu thir
hai nay thuc vat khang véi thube diét co (hodc co it nhit mot trong s6 cac bién thé gen theo
sang ché). Cac budc nay c6 thé con bao gbm lai ngurgc ciy con chéu thit nhat hodc cy con
chéu thir hai v&i cdy ngd bb me thir hai hoic ciy ngd bd me thr ba. San phim thu hoach
ctia cdy ngd bao gdbm hat ngd theo sang ché, hodc con chau clia nd, hat nay sau d6 co thé
duge trong.

Ciing cén hiéu ring hai thuc vat chuyén gen khic nhau ciing c6 thé dugc phéi giéng
dé tao ra con chira hai gen ngoai sinh dugc b sung riéng doc 1ap. Ty thu phén céc con
chéu thich hop c6 thé tao ra cac thuc vat 1a ddng hop tir d6i v6i ca hai gen ngoai sinh dugc
bd sung. Lai nguoc v6i thuc vat bd me va lai cing gidng véi thue vat khong chuyén gen
cing duoc tinh dén, goi 1a nhan gidng vo tinh. Cac phuong phap gy gidng khéc thuong
dugce sir dung ddi véi cac tinh trang va san phim thu hoach khac nhau 1a da biét trong linh

vuc. Gdy gidng bang lai nguge da duoc st dung dé chuyén cic gen quy dinh tinh trang c6
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kha nang di truyén cao, dugc thira huéng don gidn sang cy trdng ddng hop tir mong mubn
- hodc dong lai cung dong, 1a bd me lap lai. Ngudn tinh trang dé chuyén duoc goi 1a bd me
cho. Thuc vat thu dugc duge ky vong 1a cé cac thudce tinh cua b me 1ap lai (vi dy, cay
trdng) va tinh trang mong mudn duge chuyén tir bd me cho. Sau khi lai gibng 1dn dau, cac
c4 thé c6 kiéu hinh ctia bd me cho dugc chon va lai ip lai (lai ngugc) voi b6 me lap lai. B6
- me thu duge dugc ky vong 1a ¢6 cac thude tinh cua bd me 1ap lai (vi du, cay tri‘)ng) va tinh
trang mong mudn dugc chuyén tir b me cho.

Céc phén tir ADN dugc bdc 19 trong ban mo6 ta nay ¢o thé duoc st dung 1am c4c chi
ddu phan tir trong phuong phép giy gidng dugc hd trg boi céc chét chi ddu (marker
assisted breeding - MAB) . Cac phan ttrt ADN theo séng ché c6 thé dugce sir dung trong cac
phuong phép (nhu, cht chi ddu AFLP, chét chi ddu RFLP, chét chi dau RAPD, SNP, va
SSR) nhén dién c4c tinh trang hiru ich trong ndng nghiép dugc lién két di truyén, nhur da
biét trong linh virc. Tinh trang khang thudc diét c6 c6 thé duge theo ddi & con chéu clia con
lai v6i cdy ngd theo sang ché (hodc con chau cuia chiing va cay tréng hodc gidng ngd khac
bét ky) bang cach st dung cac phuong phdap MAB. Céc phan tir ADN 1a c4c chi déu cho
tinh trang nay, va phuong phap MAB da biét trong linh vuc nay c6 thé duge sir dung dé
theo ddi (cac) tinh trang khang thudc diét cd & cdy ngd trong do6 it nhat mot dong ciy ngd
theo sang ché, hodc con chéu cia no, 14 bd me hoic dng ba. Cac phuong phap theo séng
ché c6 thé duge str dung dé nhan dién giéng cdy ngd bét ky c6 bién thé gen theo séng ché.

Cac phuong phap theo sang ché bao gdm phuong phép tao ra cdy ngd khang thudc
diét co trong d6 phuong phap nay bao gbm budc gy gidng bang thuc vat dé sir dung trong
sang ché. Cu thé hon, c4c phuong phép nay c6 thé bao gdm lai hai thuc vt theo sang ché,
hodc mot thuc vat theo sang ché va thuc vat khac bét ky . Cac phuong phap duge uu tién
con bao gdm chon loc con chéu cla cdy lai ndy bang cach phan tich con chau vé bién thé
gen c6 thé phat hién theo sang ché. Vi du, séng ché c6 thé bao gém theo doi bién thé gen
theo sang ché qua cac chu ky gy gidng bang cac thuc vat chira cc tinh trang mong mudn
khac, vi du, céc tinh trang ndng hoc nhu céc tinh trang duge thir nghiém trong ban md ta
nay trong cac vi du khéc nhau. Cac thyc vat chira bién thé gen theo sang ché va tinh trang
mong mudn c6 thé duge phat hién, nhan dién, chon loc, va sir dung mot cach nhanh chéng
trong céc chu ky gdy giéng tiép, ching han. Bién thé gen / tinh trang theo sing ché ciing c6

thé dugc két hop qua viéc gy gidng, va dugc theo ddi theo sang ché, biang (c4c) tinh trang
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khang c6n trung va/hodc bang céc tinh trang khang thudc diét cé khac. Mot phuong 4n
thuc hién uu tién vé céc tinh trang khang thudc diét cd 12 thuc vat chira bién thé gen duogc
két hop véi gen ma hoa tinh khang voi thudc diét co dicamba.

Ngoaira, A4D-1 don 1é hodc xép chdng véi mot hodc nhiéu tinh trang HTC b sung
c6 thé duoc Xép ch@)ng v6&i mot hodc nhiéu tinh tran g du vao bd sung (vi dy, tinh khang
con trung, tinh khang nam, hoic kha nang chiu 4p luc, v.v) hodc tinh trang daura (vidy,
nang suét tang, tinh chét dau duoc cai thién, chét lrgng soi dugc cai thién, v.v.). Do do,
séng ché nay c6 thé duoc sir dung dé tao ra gbi nong nghiép hoan chinh cai thién chét
luong cdy trdng véi kha niang khdng ché linh hoat va chi phi hiéu qua mot s6 loai gay hai
n6ng nghiép bit ky.

Céc phuong phép dé tich hop trinh tu polynucleotit vao vi tri nhiém sic thé cu thé
ctia t& bao thuc vat qua su tai td hop trong dong da duge mo ta trong linh vire ndy. Vi dy,
sy tich hop cu thé vi tri nhu duge mo ta trong cong bd don yéu cu cp patent My sd
2009/0111188 A1 md ta viéc str dung recombinaza hogc integraza lam trung gian dua trinh
tir polynucleotit cho vao dich nhiém sic thé. Ngoai ra, don yéu cau cip patent qubc té sb
WO 2008/021207 mb ta su tai td hop trong dong qua trung gian ngén tay kém dé tich hop
mot hoéé nhiéu trinh tu polynucleotit cho vao cac vi tri cu thé cta hé gen. Vi¢e sur dung
c4c recombinaza nhu FLP/FRT nhu dugc mé ta trong patent My sd 6,720,475 hoic
CRE/LOX nhu dugc md ta trong patent M§ s6 5,658,772 ¢6 thé duge sir dung dé tich hop
trinh ty polynucleotit vao vi tri nhiém sic thé cu thé. Cubi cung, vi¢c s dung
meganucleaza dé hudéng dich polynucleotit cho vao vi tri nhiém séc thé cu thé dugc mo ta
trong Puchta et al., PNAS USA 93 (1996) trang 5055-5060.

Cécphuongphépkhécnhaukhécdéﬁbhhgpcuthévinivéocéctébéothucv@:
thuong da biét va cé thé ap dung duge (Kumar et al., Trands in Plant Sci. 6(4) (2001) trang
155-159). Ngoai ra, cac h¢ tai td hop cu thé vi tri d3 duoc nhan dién trong mot sb sinh vat
chua c6 nhan dién hinh va sinh vat c¢6 nhan dién hinh thip hon ¢6 thé dugc 4p dung dé
dung trong céc thuc vat. Cac vi du vé cac hé nay bao gbm, nhung khong gidi han &: hé
R/RS recombinaza tir plasmit pSR1 ctia ndm men Zygosaccharomyces rouxii (Araki et al.
(1985) J. Mol. Biol. 182: 191-203), va hé Gin/gix ctia thé thuc khuin Mu (Maeser and
Kahlmann (1991) Mol. Gen. Genet. 230: 170-176).
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Theo mdt sb phuong an theo sang ché, c6 thé mong mubn tich hgp hoic xép chong
(c4c) gen chuyén méi dén gin bién thé gen chuyén gen hién cé. Bién thé gen chuyén gen
¢6 thé dugc coi 1a locut hé gen wu tién dugc chon dua trén cac déc tinh duy nhét nhu vi tri
xen doan don, su phéan ly binh thuong ciia Mendel va su biéu hién éh dinh, va két hop hiéu |
qué ndi trdi, bao gdm tinh khang thude diét cd va tinh chat nong hoc trong va qua nhiéu vi
tri moi trudng. Cac gen chuyén méi dugce tich hop duy tri cac dic tinh biéu hién gen
chuyén cia thé bién nap hién c6. Ngodi ra, su phét trién cta cac thir nghiém dé phat hién
va x4c nhan bién thé gen mo6i duge tich hop s€ duge khéc phuc do céc trinh tu bén suon
ctia hé gen va vi tri nhiém séc thé cta bién thé gen méi dugc tich hop da duge nhan dién.
Cubi cing, su tich hop clia gen chuyén méi vao vi tri nhiém sdc thé cu thé duoc lién két
v6i gen chuyén hién c6 s& xc tién su lai nhap ctia cac gen chuyén vao nén di truyén khac
béng céach lai hiru tinh ciing giéng bang cach sir dung cac phuong phép gy gidng thong
thuong.

Theo mot sb phwong 4n, ¢6 thé mong muén cét cac trinh tur polynucleotit tir bién thé
gen chuyén gen. Vi du, viéc cét gen chuyén nhu duge mo ta trong don yéu cdu cp patent
My tam thoi $6 61/297,628 mé ta viéc sir dung ngén tay ké€m nucleaza dé 1oai bé trinh tur
polynucleotit, bao gdm bang biéu hién gen, tir bién thé gen chuyén gen dugc tich hop
nhiém sic thé. Trinh tu polynucleotit dugc loai bé co thé 12 chét chi ddu d& chon loc. Khi
c&t va loai bo trinh tur polynucleotit, bién thé gen chuyén gen dugc cai bién c6 thé duoc
hudng dich lai bing cach xen trinh tu polynucleotit. Viéc cit trinh tu polynucleotit va
huéng dich lai sau d6 ciia bién thé gen chuyén gen dugc cai bién tao ra cac vu diém nhur tai
st dung chét chi ddu d& chon loc hoic kha ning khic phuc céac thay dbi khéng duoc du
tinh trudc d6i véi hé san phim phién mi cua thuc vat 1a két qua cia viéc biéu hién céc gen
cu thé.

Sang ché boc 16 vi tri cu thé trén nhiém sic thé 2 trong hé gen cay ngd, vi tri ndy 1a
tuyét voi dé xen cac axit nucleic khac loai. Sang ché cling boc 19 chi dau phén tr 5, chi
dau phén tir 3', trinh ty bén sudn 5', va trinh tu bén sudn 3' hitu ich trong viéc nhén dién
dia diém cua vi tri huéng dich trén nhidm sic thé 2. Do d6, sang ché @& xuét phuong phap
dua cac axit nucleic khac loai can quan tdm vao vi tri dich dugc thiét 1ap trude nay hoac
vang 1an c4n vi tri dich ndy. Sang ché ciing bao gbm viéc str dung hat ngd va/hoic cay ngd

chira trinh tu nucleotit khac loai bat ky dugc xen & vi tri dich dugc boc 16 hodc ving lan
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cin chung cta vi tri nay. Mot tuy chon dé thuc hién tich hop dich nay la cét va/hoic thay
thé doan xen khac vao bang biéu hién pat duge néu 1am vi du trong ban mo ta nay. Vé van
dé chung nay, su tai t6 hop tuong ddng dich, vi du va khong gi6i han, c6 thé dugc sir dung
theo sang ché.

Khi dugc sir dung trong ban md ta nay, “xép chbng” gen, bién thé gen hoic tinh
trang 12 két hop cac tinh trang mong mudn vio mot dong chuyén gen. C4c nha giy gidng
thue vat xép chdng cac tinh trang chuyén gen bang céch tién hanh lai giita b6 me ma mbi
bb me c6 tinh trang mong mudn va sau d6 nhan dién con c6 cé hai tinh trang mong mudn
nay. Mot cach khéc dé xép chdng gen I3 bang cach truyén hai hodc nhidu gen vao nhan té
bao clia thyuc vat ddng thdi trong qua trinh bién nap. Mot cach khac dé xép chdng gen 1a
bang cach tai bién nap thye vat chuyén gen bing mot gen can quan tim khac. Vi dy, viéc
xép chdng gen c6 thé duoc st dung dé két hop hai hoic nhiéu tinh trang khac nhau, bao
gdm, vi dy, hai hoic nhiéu tinh trang c6n tring khac nhau, (céc) tinh trang khang con tring
va (cac) tinh trang chéng chiu bénh, hai hodc nhiéu tinh trang khang thube diét co, va/hoic
(cac) tinh trang khang c6n trung va (cé4c) tinh trang khang thude diét co. Viée sir dung chat
chi d4u d& chon loc ngoai gen cin quan tim ciing c6 thé duoc coi 1a xép chong gen.

“Syr t4i tb hop twong dong” duge dung dé chi phan g giita cip trinh tu nucleotit
bét ky ¢6 vi tri trong (mg chira trinh tu nucleotit trong tu ma qua do hai trinh tu nucleotit
c6 thé tuong tac (tai két hop) dé tao ra trinh tw ADN t4i t6 hop m&i. Mai vi tri cla trinh tu
nucleotit trong tu dugc dé cap trong ban md ta ndy 1a “trinh tu twong ddng”. N6i chung,
tAn sb cua su tai t hop twong dong ting do do dai cla trinh ty tuong ddng tang. Do do,
trong khi sur tai t6 hop twong d6ng co thé xay ra gitta hai trinh ty nucleotit ma it gidng nhau
hon, thi tAn s (hoic hiu qua) tai td hop giam do su khac nhau giita hai trinh ty tang. Su
t4i t8 hop c6 thé duge thuc hién bing cach str dung mot trinh ty twong ddng trén mdi phan
ttr cho va dich, tir d6 tao ra san phém tai td hop “lai chéo don”. Theo cach khéc, hai trinh
tur trong dong c6 thé dugc dit trén mdi trinh tu nucleotit dich va cho. Su tai t6 hop gitta
hai trinh tu twong ddng trén thé cho véi hai trinh tu twong ddng trén thé dich tao ra san
phém t4i t6 hop “lai chéo kép”. Néu céc trinh tr trong ddng trén phan tir cho bén suon
trinh tu can thao tac (vi du, trinh tur can quan tdm), thi su tai td hop lai chéo kép véi phan
tir dich s& thu dugc san pham tai t hop trong d6 trinh tyu cAn quan tdm thay thé trinh tu
ADN ban diu nim giira c4c trinh tur trong ddng trén phan tir dich. Sy trao dbi cia trinh tur
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ADN giftta dich va cho qua bién thé gen tai té hop lai chéo kép dugc goi bang thuat ngi
“thay thé trinh tu”.

Enzym AAD-1 theo sang ché cho phép su biéu hién chuyén gen din dén tinh khang
hdn hop cac thube diét co, dan dén s& khéng ché gin nhu tat ca cé dai 14 rong va cd bai.
AAD-1 c6 thé c6 chirc nang nhu tinh trang cdy khédng thudc diét co (herbicide tolerant crop
- HTC) tuyét voi dé xép chdng véi cac tinh trang HTC khac (vi dy, tinh khang glyphosat,
tinh khang glufosinat, tinh khang imidazolinon, tinh khdng bromoxynil, v.v.), va tinh trang
khang con tring (CryIF, CrylAb, Cry 34/45, v.v.) ching han. Ngoai ra, 44D-1 c6 thé c6
chirc ndng nhu chét chi diu dé chon loc dé trg giup trong viéc chon loc thé bién nap so c€’1p
clia cac thuc vét dugc xtr 1y bang k§ thuét di truyén véi gen hodc nhém gen thi hai.

Céc tinh trang HTC theo sang ché c6 thé duoc str dung trong hén hgp méi véi céc
tinh trang HTC khac (bao gdm, nhung khong gi6i han &, tinh khang glyphosat). Cac hdn
hop tinh trang nay tao ra cac phuong phap khéng ché cac lodi cé dai méi (va cic loai twong
tu), do tinh khang m&i dat duge hodc vén khang cic thudc diét co (vi du, glyphosat). Do
do, ngoai céc tinh trang HTC, cac phuong phép maéi d8 khéng ché co dai bang cach sir
dung céc thudc diét ¢d, nher d6 tinh khang thudc diét cé duoc tao ra bing enzym niy & cac
ciy chuyén gen, 13 nim trong pham vi ciia séng ché.

Ngoai ra, cac cdy khang glyphosat dugc phat trién trén toan thé giéi 1a thudng thiy.
Nhidu 14n trong qua trinh luan chuyén véi cic cdy khang glyphosat khéc, viée khéng ché
ciy moc ty nhién khang glyphosat cé th8 kho & cac cdy luan chuyén. Do d6, viée sir dung
céc tinh trang chuyén gen, dugc xép chdng hodc bién nap mét cach riéng ré& vao cay, tao ra
cong cu dé khéng ché cac cdy moc tu nhién HTC khéc.

Thue vét duge vu tién, hodc hat, d sir dung theo sang ché bao gbm trong hé gen
cda nd céc trinh tu doan xen, nhu dugc xac dinh trong ban md ta nay, cung voi it nhéit 20-
500 hodc nhiéu hon céc nucleotit bén sudn 1ién ké trén ca hai bén cua doan xen, nhu duoc
xé4c dinh trong ban mé ta nay. Trir khi ¢6 chi dan khéc, d& cap dén cac trinh tu bén suon
chi céc trinh tu duoc nhan dién dbi véi SEQ ID NO:29 (xem bang trén). Mt khac, SEQ ID
NO:29 bao gém ADN khéc loai dugc xen vao thé bién nap ban d4u va c4c trinh tu hé gen
bén sudn minh hoa ngay canh ADN dugc xen. T4t ca hodc mot ph?m cac trinh tu bén suon
nay c6 thé mong mubn dugc chuyén sang con chau nhan ADN duoc xen nhu 12 két qua cia

viéc lai hitu tinh ctia dong bd me chira bién thé gen nay.
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Sang ché bao gdm viéc sir dung méi trudng nudi chy mb cua cac té bao co thé tai
sinh ctia thuc vat theo sang ché. Sang ché ciing bao gdm viéc str dung thuc vat dugc tai
sinh tir méi truong nudi cdy md nay, cu thé trong d6 thure vét ndy ¢ kha ning biéu hién tat
ca céc dic tinh hinh thai va sinh 1y hoc cta giéng dugc néu lam vi du. Cac thuc vét dugce
ru tién dé st dung theo sang ché c6 thé co tit ca cac dic tinh sinh ly va hinh théi hoc cua
thuc vat duge phat trién tir hat duge luu gitt. Sdng ché con bao gdm viée st dung con chau
cua hat nay va hat c6 tinh trang v& chét luong cn quan tAm.

Céc thao tac (nhu gdy dot bién, chuyén nhiém tiép, va gay giéng tiép) cia cac thuc
vat hodc hat, hodc cac ph?m cua chung, co thé din dén taora cai c6 thé dugc goi bang thust
ngit gibng “c6 ngudn gbc co ban”. Hiép hoi qubc té vé bao vé cac gibng céy trbng méi
(International Union for the Protection of New Varieties of Plants - UPOV) dé dua ra
huéng dan sau dé xac dinh xem mét gidng c6 ngudn gdc co ban tir gibng dugc bao vé hay
khong:

" [A] gibng dudng nhu s& ¢6 ngudn gdc co ban tir mot gidng khac (“gibng ban dau”)
khi

) chu yéu c6 ngudn gbc tir gidng ban diu, hoic tir gidng ban than n6 chu yéu
6 ngudn gdc tir gibng ban dau, trong khi git dugc su bidu hién cua cac dic tinh thiét yéu
12 két qua tir kiéu gen hoic két hop cac kiéu gen clia gidng ban dau;

(i)  c6 thé phan biét rd rang véi gidng ban dau; va

(iii) ngoai trir i v6i nhitng khac biét 1 két qua ctia tAc dong cia su bét ngudn,
né pht hgp voi gibng ban diu trong qua trinh bidu hién cta cac dic tinh thiét yéu 1a két
qué ctia kidu gen hodc két hop cac kiéu gen ctia gibng ban dau.

UPOV, Sixth Meeting with International Organizations, Geneva, Oct. 30, 1992; tai
liéu dugc soan bdi van phong hiép hoi.

Khi duogc sir dung trong ban md ta nay, “dong” 1a nhom thuc vat biéu hién it hodc
khong biéu hién cac bién dbi di truyén gitra cac ca thé dbi véi it nhit mét tinh trang. Céc
dong nay co thé dugc tao ra bdi mot s6 thé hé tu thu phén va chon loc, hodc nhian giéng vO
tinh tir bd me don bang cach sir dung k¥ thuat nu6i cdy md hoic té bao.

Khi dugc st dung trong ban mo ta ndy, cac thuit ngir “cay trdng” va “gidng” 14

dong nghia va chi dong dugc str dung cho viéc san xuat thuong mai.
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“Pg én dinh” hoic “én dinh” déi v6i thanh phin di cho c6 nghia [4 thanh phan nay
duogc duy tri tr thé hé niy sang thé hé khac va, t6t hon 13, it nhét ba thé hé & muc do gan
gidng nhau, vi du, tdt hon 12 +15%, t6t hon nira 12 £10%, t6t nht 12 £5%. Do on dinh c6
thé bi anh hudng béi nhiét dd, vi tri, dp luc va thoi gian tréng cdy. Viéc so sanh cac thé hé
sau d6 trong cac didu kién trén canh dong sé tao ra thanh phan theo cach tuong tu.

“Loi ich thuong mai” dugc xéac dinh 14 c6 uvu thé cay t6t va kha nang sinh san cao,
sao cho cay c6 thé duoc tao ra béi ngudi néng dan bang cach sir dung thiét bi néng nghiép
thong thudng, va dau c6 thanh phan duoc néu cé thé duge chiét tir hat bang cach st dung
thiét bi nghién va chiét thong thuong. Dé ¢6 lgi ich thuong mai, hiéu suét, khi dugc do
bang khéi lugng hat, ham lugng dAu, va tdng lwrong diu duge san xut trén mdi miu Anh
(0,4 ha), 1a nim trong vong 15% ctia hiéu suét trung binh ctia gibng canola thuong mai c6
thé so sanh dugc khac ma khong cé tinh trang gid tri khac duge phat trién trong cling ving.

“Uu thé néng hoc” ¢ nghia 1a dong c6 cac dic tinh ndng hoc mong mudn nhur hidu
sut, do truéng thanh, kha nang chéng bénh, va cic dic tinh trong tu, ngoai tinh khang
con tring do (c4c) bién thé gen theo sang ché. Cac tinh trang néng hoc, dugc xét riéng ré
hoic trong két hop bat ky, nhur dwgc néu trong cac vi du dudi ddy, trong cdy chira bién thé
gen theo sang ché, 13 nam trong pham vi ctia séng ché. Bt ky va tit ca cac dic tinh nong
hoc nay va cac diém dir liéu c6 thé dugc st dung dé nhan dién cac thuc vat ndy, nhu 1a mot
didm hozic & mdt diu hodc ca hai ddu cua khoang dic tinh dugc sir dung dé x4c dinh céc
thuc vat nay.

Do nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s&€ nhén biét duge khi xem xét
ban md ta, cac phuong an dugc uu ti€n vé kit phét hién, chéng han, ¢6 thé bao gE‘)m cac
doan do va/hodc cac doan mdi hudng va/hodc chira “céc trinh tu ndi” hodc “céc trinh tu
chuyén tiép” (trong d6 trinh ty bén sudn hé gen cla cdy ngd thoa man trinh tir doan xen).
Vi du, phwong 4n nay bao gém céc doan do, doan mdi, vahoic amplicon polynucleotit
duogc du dinh dé nhén dién mot hodc ca hai trinh tu ndi (trong d6 doan xen thod man trinh
tir bén suon), nhu duge chi ra trong bang 1. Mot thiét ké phd bién 12 c6 mot doan mdi lai
trong vung sudn, va mot doan mdi lai trong doan xen. Mdi doan mdi ndy thudong cé do dai
it nhat 1a ~15 géc. Vi bd tri nay, cac doan mdi 6 thé dugce str dung dé tao ra/khuéch dai

amplicon c6 thé do dugce chi ra su ¢6 mit cua bién thé gen theo sdng che. Cac doan moi
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nay c6 thé duoc sir dung d tao ra amplicon kéo dai (va chira) trinh tu nbi nhu duge chi ra
trén day.

(Céc) doan mdi "bit cip mdi giam dan" & trinh tr bén sudn thudng khong duge du
dinh d lai vuot qua 200 bazo hoic vuot ra ngodi viing ndi. Do d6, cac doan mdi bén sudn
thong thudng s& duge thiét ké dé chira it nhit 15 gbc cua dai trong vong 200 bazo trong
trinh tu bén sudn tir diu doan xen. Nghia 13, cac doan mdi chira trinh tu ¢6 kich thude
thich hop trong céc gbc ~1674-1873 vi/hodc ~6690-6890 néu trong SEQ ID NO:29 1a nam
trong pham vi clia sang ché. Céc doan mdi xen doan twong tur ¢6 thé dugc thiét ké & vi tri
bét ky trén doan xen, nhung cac gdc ~1874-2074 va ~6489-6689, c6 thé duogc str dung, vi
du, khong chuyén biét cho thiét ké doan mdi nhu vay.

Ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vire ndy ciing sé nhinra rang cac doan moi
va céc doan do c6 thé duge du dinh dé lai, trong pham vi lai va/hoidc c4c diéu kién PCR
chuén, v6i doan néu trong SEQ ID NO:29 (hoic trinh tu bd sung), va cac trinh tu bd sung
cua no, trong d6 doan mdi hodc doan do khong bd sung hoan toan vao trinh tu dugc néu
lam vi du. Nghia la, m§t mire 46 khong khop ¢o thé dugc cho phép. Dbi véi doan mdi xap
xi 20 nucleotit, chéng han, thong thudong mot hodc hai hodc nhiéu hon cac nucleotit khong
cAn gén két voi dai d6i ma néu bazo khong khép nim & bén trong hoic trén dau ciia doan
mdi d6i ma vé6i amplicon. Cac didu kién lai thich hop khac dugc dé xuat duéi day. Chat
trong tu nucleotit tng hop, nhur inosin, ciing c6 thé dugc sir dung trong cac doan do. Cac
doan do axit peptit nucleic (PNA), cling nhu cdc doan do ADN va ARN, cling ¢6 thé dugc
sit dung. Diéu quan trong 1a cic doan do va cac doan mdi nay chuin doan (c6 thé nhan
dién va phén biét duy nhat) su c6 mit clia bién thé gen theo sang ché.

Cén luu ¥ ring c4c sai s6 trong khuéch dai PCR c6 thé xay ra, cac sai sO niy c6 thé
gdy ra sai s6 nho trong giai trinh tir, chéng han. Nghia 13, trir khi ¢6 chi din khéc, céc trinh
tu dugc liét ké trong ban mo ta nay dugce xac dinh bang céch tao ra cic amplicon dai tir
ADN hé gen ctia cdy ngd, va sau d6 tach dong va gidi trinh tu cac amplicon. Khong bét
thuong khi tim thdy su khéc biét nho va su sai 1éch nho trong céc trinh tu dugc tao ra va
x4c dinh theo cach niy, mién 13 nhidu chu ky khuéch dai 12 can thiét dé tao ra ¢ amplicon
dé giai trinh tur tir ADN hé gen. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc nay sé& nhan
biét va luu y céc diéu chinh bét ky cin thiét do céc loai sai sb hoac sai 1éch giai trinh tu

pho bién nay 1a nam trong pham vi cua sang che.
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Ciing cn lvu ¥ ring khong phé bién @i véi mot sb trinh tr hé gen can loai bo,
chrflng han, khi mét trinh tu dugce xen trong qua trinh tao bién thé gen. Do d6, mét s6 khac
biét cling co thé xuét hién giita cac trinh tu bén sudn va cac trinh tr hé gen dugc liét ké
trong Ngan hang gen, ching han. M6t s6 trong (c4c) khéc biét nay dugc ban luan duéi diy
trong phan vi du. Cac didu chinh ddi v&i cac doan do va cac doan mdi c6 thé dugc thue
hién theo do6.

Do d6, viéc st dung thuc vat chira polynucleotit c6 mgt mirc do dong nhét véi cac
trinh tu bén sudn va/hodc xen doan 13 nim trong pham vi ctia sang ché. Mirc d dong nhét
v6i trinh tu theo sang ché c¢6 thé 13 trinh tu polynucleotit c6 mirc 9 dong nhét trinh tir it
nhAt 12 65%, tbt hon néu mutrc o ddng nhét trinh ty it nhat 14 70%, tot hon nita néu mirc do
ddng nhét trinh tu it nhét 12 75%, t6t hon nira néu mirc do déng nhét trinh tir it nht 12 80%,
va t8t hon nita néu murc d6 ddng nhét trinh tu it nhét 13 85% 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% so v&i trinh tu duge néu 1am vi du hodc
duoc mo ta trong ban mo ta nay. Su lai va cac diéu kién lai nhu dugc dé xuit trong ban mé
ta nay cling co thé dugc st dung dé xac dinh cac thuc vét nay va cac trinh tu polynucleotit
theo sang ché. Trinh tu cta céc trinh tu bén sudn cdng véi trinh tu doan xen co thé dugc
xé4c nhan lién quan dén hat duoc luu gitr.

Céc thanh phin ciia mbi trong s6 cac “doan xen” duge minh hoa trén céc fig.1 va 2

-va dugce ban luan chi tiét hon dudi ddy trong cac vi du. Céc trinh tir polynucleotit ADN clia
c4c thanh phan nay, hodc manh cia ching, c¢6 thé dugc st dung 1am cac doan mdi hoidc cac
doan dd ADN trong cac phuong phap theo sang ché.

Theo mét sb phwong 4n, cac ché phdm va phuong phéap duge dé xuit dé phat hién
su ¢6 mat cia vung xen doan gen chuyén/hé gen, trong cac thuc vat va hat va cac ph?m
twong tu, tir cdy ngd. Cac trinh tr ADN duge dé xuét 13 chira trinh tu nbi ving xen doan
gen chuyén/hé gen dugc d& xuét trong ban mé ta nay (giita cac gbc 1873-1874 va 6689-
6690 néu trong SEQ ID NO:29), cac doan cua nd, va cac trinh tu bd sung cua cac trinh tu
duoc néu lam vi du va doan bét ky cua chung. Trinh tu ndi vung xen doan kéo dai diém néi
gitta ADN khéc loai dugc xen vao hé gen va ADN tur té bao cdy ngd bén suon vi tri xen
doan. Céc trinh tu nay c6 thé chdn doan bién thé gen d cho.

Dua trén céc trinh tir doan xen va bién ndy, cac doan mdi dic hiéu bién thé gen cb

thé dugc tao ra. Phan tich PCR cho thiy ring c4c dong cdy ngd theo sang ché c6 thé dugc
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nhan dién trong céc kiéu gen ciy ngd khac nhau bang cach phan tich cic amplicon PCR
duoc tao ra bang cic bd doan mdi dic higu bién thé gen niy. Cac quy trinh nay va cic quy
trinh lién quan khac c6 thé duge sir dung dé nhan dién duy nhét cac dong ciy ngd nay. Do
do, cac amplicon PCR ¢6 ngudn gbc tir cac cap doan mdi 13 duy nhét va c6 thé duoc sir
dung dé nhan dién c4c dong cdy ngd nay.

Theo mot s6 phuong 4n, céc trinh ty ADN chira méanh 1ién ké ciia viing xen doan
gen chuyén/hé gen méi 13 mot khia canh cia sang ché. Sang ché bao gbdm cac trinh tu
ADN chira chidu dai ddy du cta cac polynucleotit clia trinh tu doan xen gen chuyén va
chiéu dai ddy du ctia cac polynucleotit ctia trinh tu hé gen cia cdy ngd tir mot hodc nhiéu
trong s6 ba c4y ngd va/hoic trinh ty néu trén, 12 hitu ich lam trinh ty doan mdi dé san xuit
san phim amplicon chin doén cho mét hogdc nhiéu cdy ngo nay.

Cac phuong 4n lién quan dén cac trinh tu ADN chua it nhit2,3,4,5,6,7,8,9, 10,
11, 12,13, 14,15,16,17, 18,19, 20, 21, 22,23, 24, 25, hodc nhidu hon c4c nucleotit lién
k& cia phan gen chuyén cia trinh tr ADN dugc nhan dién trong ban mé ta nay (nhu SEQ
ID NO:29 va cac manh cua nd), hodc trinh tu bd sung ciia né, va chidu dai twong tir cia
~ trinh tu ADN bén sudn cua cdy ngd tir cac trinh tu nay, hodc cic trinh tu bd sung ctia né.
Céc trinh tir nay 13 hitu ich 1am céc doan mdi ADN trong phuwong phap khuéch dai ADN.
Céc amplicon dugc tao ra bang cach sir dung cac doan mdi nay chin doan cho bién thé gen
ciy ngd bit ky dugc dé cép trong ban md ta nay. Do do, sang ché ciing bao gbm céc
amplicon dugc tao ra béi cac doan moi ADN nay va cac doan mdi trong dong.

Sang ché ciing c6 thé bao gdm cac phuong phéap phat hién su c6 mit ciia ADN,
trong miu, trong tng véi bién thé gen cay ngd dugc d& cap trong ban md ta ndy. Cac
phuong phép nay co thé bao gdm: (a) cho miu chira ADN tiép xtic v6i by doan moi ma,
khi dugc sit dung trong phan tmg khuéch dai axit nucleic bang ADN tir it nhit mot trong s&
c4c bién thé gen cdy ngd ny, tao ra amplicon chén doan cho (céac) bién thé gen nay; (b)
thuc hién phan ng khuéch dai axit nucleic, tr d6 tao ra amplicon; va (c) phat hién
amplicon nay.

Cac phuong phap phét hién khac c6 thé bao gdm phuong phép phét hién sy c6 mit
ctia ADN, trong mau, trong ng véi it nhit mot trong sb cac bién thé gen nay, trong do
phuong phép nay bao gbm: (a) cho mAu chira ADN tiép xtic v6i doan do lai trong cac diéu

kién lai nghiém ngit vdi ADN tir it nhat mét trong so cac bién the gen ctia cdy ngd nay va
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khéng lai trong cac diéu kién lai nghiém ngat véi cdy ngd déi chimg (ADN khong phai
bién thé gen quan tim); (b) dua miu va doan do vao cac diéu kién lai nghiém ngit; va (c)
phét hién viéc lai cia doan do véi ADN.

Mot s6 phuong an thuc hién bao g6m cac phurong phép tao ra cdy ngd chira bién thé
gen aad-1 theo sang ché, trong d6 phuong phéap nay bao g0m cac bude: (a) lai hiru tinh
dong cay ngd bb me thir nhét (chtra bang biéu hién theo sang ché, tao ra tinh trang khéng
thudc diét co cho thuc vat thude dong ndy) va dong cdy ngd bb me thir hai (khdng c6 tinh
trang khang thudc diét c6) tir d6 tao ra tap hop céc cdy con chau; va (b) chon loc cdy con
chéu bing céach sir dung cac chi du phan tir. Cac phuong phap ny c6 thé tuy y bao gbm
bude lai ngugc tiép cdy con chéu v6i dong cdy ngd bd me thir hai dé tao ra cay ngod giy
gibng thuc chira tinh trang khang c6n tring nay.

Theo mdt khia canh khac ctia sang ché, cic phuong phép x4c dinh tinh trang tiép
hgp giao tir cia con chédu ctia con lai v6i bét ky mot (hoidc nhidu) trong sé ba bién thé gen
duge dé xuét. Cac phuong phép nay co thé bao gdm cho miu chira ADN cay ngd tiép xtic
v6i bd doan mdi theo sang ché. Cic doan mdi ndy, khi duge st dung trong phén tmg
khuéch dai axit nucleic véi ADN hé gen tir it nhat mot trong s4 cac bién thé gen clia cay
ng0 nay, tao ra amplicon thu nhét 12 chin do4n cho it nhit mot trong cac bién thé gen cua
cdy ngd nay. Cac phuong phép nay con bao gbm thuc hién phan tng khuéch dai axit
nucleic, tr d6 tao ra amplicon thir nhat; phat hién amplicon thir nhét ndy; va cho méu chta
ADN cay ngb tiép xtic v6i bo doan mdi nay (bd doan mdi nay, khi dugc st dung trong
phan tmg khuéch dai axit nucleic véi ADN hé gen tir cdy ngd, tao ra amplicon thir hai chira
ADN hé gen nguyén thé cta cdy ngo turong ddng véi viing hé gen cua cdy ngd; va thuc
hién phan tmg khuéch dai axit nucleic, tir d6 tao ra amplicon thir hai. Céc phuong phép con
bao gdm phat hién amplicon thir hai, va so sanh cac amplicon thir nhét va thi hai trong
mAu, trong d6 su c6 mit ctia ca hai amplicon cho thdy mau nay 14 di hop ti d6i vé6i su xen
doan gen chuyén. |

Kit phat hién ADN ¢6 thé duoc phat trién bang cach sir dung ché phém duoc bdc 10
trong ban mo ta nay va cac phuong phép da biét trong linh vurc nay vé viéc phat hién ADN.
Céc kit 13 hitu ich d nhan dién ADN bién thé gen ctia ciy ngd trong mau va cd thé dugc
dung trong cac phuong phéap giy gidng cay ngd chira ADN ndy. C4c kit chira c4c trinh tir

ADN twong ddng hoic bd sung véi cac amplicon, chéng han, dugce boc 16 trong bén mo ta
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nay, hodc céc trinh tw ADN tuong déng hodc bd sung v&i ADN duogc chira trong cac yéu tb
di truyén gen chuyén cia bién thé gen theo sang ché. Céc trinh tw ADN nay c6 thé duoc sir
dung trong c4c phan Ung khuéch dai ADN hoic 1am doan do trong phuong phép lai ADN.
Céckﬁcﬁngcéthéchﬁacécchétph&nﬁngvécécnguyénﬁéucénﬂﬁétchO\décﬁénhénh
phuong phéap phat hién.

“Poan do” 1a phén tir axit nucleic phan 14p ma phén tir ddanh dAu hoic chi thi d& phat
hién théng thudng duge gin vao (nhu dong vi phong xa, phéi tir, chét phat quang héa hoc,
ho#c enzym). Poan do ndy 12 bd sung cho soi axit nucleic dich, trong trudong hop sang ché
nay, cho sgi cia ADN hé gen tir mdt trong cac bién thé gen cuia cdy ngd, tir cdy ngd hodc
tir mAu chira ADN tir bién thé gen. Céc doan do theo sang ché bao gbm khong chi axit
deoxyribonucleic hodc axit ribonucleic ma con cac polyamit va cac nguyén li¢u doan do
khéc gin két dic hiéu véi trinh tw ADN dich va cé thé duoc st dung dé phat hién sur c6
mit cua trinh tu ADN dich do.

“Céac doan mdi” 12 c4c axit nucleic phan 14p/téng hop ma dugce gén véi soi ADN
dich bd sung bang cach lai axit nucleic dé tao ra thé lai gitra doan mdi va soi ADN dich,
sau d6 kéo dai doc sgi ADN dich bang polymeraza, vi du, ADN polymeraza. C4c cp doan
mdi theo sang ché chi viéc sir dung chung dé khuéch dai trinh tu axit nucleic dich, vi du,
bang phan tmg chudi polymeraza (PCR) hodc cdc phuong phap khuéch dai axit nucleic

-thong thuong khac.

Céc doan do va cac doan mdi thudng ¢ chiéu dai bing 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38,39, 40, 41, 42, 43,44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70,71, 72,73, 74,75, 76,77, 78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107,108,109, 110,111,112, 113,114,115,116, 117,118,119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128,129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161,162, 163, 164, 165, 166, 167,168, 169, 170,171, 172,173, 174,175,176, 177, 178,
179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196,
197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215,216,217,218,219, 220,221,222, 223,224,225, 226,227,228, 229,230, 231, 232,
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233,234, 235,236,237, 238,239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250,
251,252,253,254, 255, 256,257,258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265,266, 267,268,
269,270, 271,272,273,274,275,276,277,278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286,
287,288, 289, 290, 291, 292, 293,294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304,
305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316,317,318, 319, 320, 321, 322,
323,324,325, 326,327, 328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340,
341,342, 343,344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356, 357, 358,
359,360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 370,371,372,373,374, 375, 376,
377,378,379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394,
395,396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411,412,
413,414, 415,416,417, 418,419, 420,421, 422,423, 424, 425,426,427, 428, 429, 430,
431,432, 433,434,435, 436,437,438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448,
449, 450, 451, 452,453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466,
467, 468, 469,470,471, 472,473,474, 475,476, 477,478,479, 480, 481, 482, 483, 434,
485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, hodc 500
polynucleotit hodc 16n hon. Cac doan do va cac doan moi nay lai dc hiéu véi trinh tu dich
trong cac diéu kién lai c6 d6 nghiém ngat cao. T4t hon 13, cac doan do va cac doan mdi
theo sang ché c6 mirc do tuong déng trinh tur hoan toan so vd&i trinh tu dich, mic du cac
doan do khéc biét so v6i trinh tu dich va git dugc kha nang lai véi trinh tu dich ¢6 thé
dugce thiét ké bang cac phuong phép thong thuong.

Céc phuong phép tao ra va st dung cic doan do va cac doan mdi duge mo ta, vi dy,
trong Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed. Sambrook et al.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y ., 1989. Céc cdp doan mdi
PCR c6 thé c6 ngudn gbc tir trinh tur da biét, vi du, bang céch sir dung cac chuong trinh
may tinh dugc du dinh nham muc dich dé.

Cac doan mdi va cac doan do dira trén ADN bén sudn va céc trinh ty doan xen duge
bdc 16 trong ban md ta nay co thé dugc sir dung dé xac nhén (va, néu cén, dé hiéu chinh)
cac trinh tu duogc boc 10 biang cac phuong phap thong thuong, vi du, bang céch tai tich
dong va sip xép cac trinh tur ndy.

Céc doan do va cac doan mdi axit nucleic theo sang ché lai trong cac diéu kién

nghiém ngit vai trinh tu ADN dich. Phuong phép lai hodc khuéch dai axit nucleic thong
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thuong bit ky c6 thé dugc st dung dé nhén dién su c6 mit cia ADN tir bién thé gen
chuyén gen trong mau. Phan tir axit nucleic hodc manh cta n6 c6 kha ning lai dac hiéu véi
phan tir axit nucleic khac trong mdt s6 truong hop. Khi dugc sir dung trong ban mo ta nay,
hai phén tir axit nucleic dugc cho 1a c6 kha néng lai ddc hiéu véi nhau néu hai phan tir ny
c6 kha nang tao thanh céu tric axit nucleic s¢i kép, dbi song song. Phén tir axit nucleic
duoc cho 12 “trinh tu bd sung” ciia mdt phén tir axit nucleic khac néu chung biéu hién tinh
bd sung hoan toan. Khi dugc sir dung trong bdn mé té ndy, cac phén tir duc_yé cho 13 biéu
hién “tinh bd sung hoan toan” khi mdi nucleotit ciia mot trong s6 cac phan tir 12 bd sung
cho nucleotit cua phan tir kia. Hai phén tir dugc cho la “bd sung ti thiéu” néu ching c6
thé lai véi nhau véi do 8n dinh da d& cho phép chung gén véi phan tir con lai trong cac
‘didu kién it nhat 12 “nghiém ngat thip" thong thudng. Twong tu, cdc phén tir duge cho 12
“bd sung” néu chiing c6 thé lai v&i nhau véi do n dinh du dé cho phép ching gan véi
“phén tir con lai trong céc diéu kién “nghiém ngit cao" thong thudng. Céc diéu kién nghiém
ngit thong thuéng duge mo ta bdi Sambrook va cac déng tac gia, 1989. Do @6, su léch so
v6i tinh bd sung hoan toan 13 ¢6 thé cho phép, mién 14 d6 1éch nay khong hoan toan loai trix
kha ning phan tir tao ra ciu triic soi kép. Pé cho phan tir axit nucleic ¢6 chirc ning nhu
- doan mdi hoic doan do, né chi can bd sung mot cach déy dud trong trinh tu dé cothétaora
cAu tric soi kép én dinh trong dung méi va ndng do mudi cy thé dliqc dung.

Khi dugc st dung trong ban mé ta nay, trinh tu gin nhu tuong dbng 13 trinh tr axit
nucleic s€ lai dic hiéu vdéi trinh tu bd sung cua trinh ty axit nucleic ma n6 dugce so sanh
trong céc diéu kién nghiém ngit cao. Thuat ngir “céc diéu kién nghiém ngit” dugc xac
dinh chirc ndng lién quan dén viéc lai ctia doan do axit nucleic véi axit nucleic dich (tic 13
v6i trinh tr axit nucleic cu thé cin quan tdm) bing quy trinh lai cu thé dugc ban lun trong
Sambrook va cic ddng tac gia, 1989, & 9.52-9.55. Ciing xem, Sambrook va cac ddng tac
gia, 1989 & 9.47-9.52 va 9.56-9.58. Theo d9, céc trinh tu nucleotit theo sang ché c6 thé
- dugc st dung trong kha ning cta chiing dé tao ra mot cach chon loc céc phén tir kép véi
- khoang bd sung cua cac doan ADN.

Tuy thudc vio tmg dung nhin thdy dugc, ngudi cd hiéu biét trung binh trong linh
vue ¢co thé sir dung céc diéu kién lai thay ddi dé dat dugc cac mirc d6 chon loc doan do
thay d6i theo huéng trinh tir dich. Déi voi cac img dung yéu ciu mirc d6 chon loc cao,

ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ndy thudng ding céc diéu kién twong dbi
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nghiém ngit dé tao ra thé lai, vi du, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy s&
chon didu kién mudi tuong dbi thap va/hodc nhiét dd cao, nhu dé xuét 12 ndng 4o nam
trong khoang tir 0,02 M dén 0,15 M NaCl & nhiét 6 nim trong khoang tir 50°C dén 70°C.
Céc didu kién nghiém ngat, vi du, ¢6 thé bao gbm rira bo loc ctia qud trinh lai it nhét hai
14n bang dung dich dém rira c6 tinh nghiém ngit cao (0,2X SSC, 0,1% SDS, 65°C). Cac
diéu kién nghiém ngit thich hop thuc day lai ADN, vi du, 6,0X natri clorua/natri xitrat
(SSC) & nhiét d khoang 45°C, tiép theo rira bing 2,0X SSC & nhiét d6 50°C la da biét déi
v6i ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc ndy, 6.3.1-6.3.6. Vi duy, ndng d6 mudi
trong budc rira ¢6 thé duoc chon tir 4 nghiém ngit thap khoang 2,0X SSC ¢ nhiét do 50°C
dén d6 nghiém ngit cao khoang 0,2X SSC ¢ nhiét do 50°C. Ngoai ra, nhiét do trong budc
rira c6 thé duoc ting 1én tir didu kién nghiém ngat thdp & nhiét 6 phong, khoang 22°C, dén
didu kién nghiém ngit cao & khoang 65°C. Ca nhiét d6 va mubi c6 thé dugc thay ddi, hodc
mdt trong s nhiét d6 hodc ndng do mudi c6 thé digc gitr khong ddi trong khi bién sé khac
thay dbi. Cac diéu kién chon loc nay cho phép i, néu c6, 40 khong khép gitra doan do va
sgi khuon mau hogc soi dich. Su phét hién céc trinh tw ADN qua viéc lai 1a da biét d6i véi
ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy, va cac chi dan cua patent My cac sb
4,965,188 va 5,176,995 1a vi du vé cac phuong phap phan tich viée tao thé lai.

Theo mdt sé phuwong an, axit nucleic dé sir dung theo sang ché s& lai dic hidu véi
mot hoac nhiéu doan moi (hodc amplicon hodc cac trinh tu khéc) dugc néu hodc d& xuét
trong ban mb ta nay, bao gdm cac trinh tu bd sung va manh clia chiing, trong céc didu kién
nghiém ngit cao. Theo mdt khia canh, phan tir axit nucleic chi d4u theo sang ché ¢6 trinh
tu axit nucleic dugc néu trong SEQ ID NO:3-14, hodc céc trinh tur bd sung va/hoic manh
cua chiing.

Theo mot khia canh khac, phan tir axit nucleic chi diu theo sang ché c6 muc @6

* ddng nhét trinh tw ndm trong khoang tir 80% dén 100% hoic tir 90% dén 100% so véi céc
trinh tr axit nucleic nay. Theo khia canh khac, phén tir axit nucleic chi dAu dé str dung theo
sang ché c6 mirc d6 déng nhét trinh tw ndm trong khoang tir 95% dén 100% so véi trinh tyr
nay. Cac trinh tu nay co thé duoc st dung 1am cac chi dau trong phuong phép giy gidng
thuc vat dé nhan dién con chéu lai di truyén. Viéc lai doan do vai phan tr ADN dich c6 thé

duogc phat hién bing mét sb phuong phap bét ky d biét d6i v6i ngudi co hiéu biét trung
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binh trong linh vuc nay, cac phuong phap nay co6 thé bao gdém, nhung khong gi6i han &,
nhﬁnhuYnhquang,nhﬁnphéngxa,nh&nduanénkhéngthé;vénhﬁnphétquanghéaho&

Pbi véi viee khuéeh dai trinh tu axit nucleic dich (vi du, bing PCR) bang céch sir
dung cép doan mdi khuéch dai cu thé, “cac diéu kién nghiém ngat” 1a cac diéu kién cho
phép cédp doan mdi ndy chi lai vé6i trinh ty axit nucleic dich ma doan mdi ¢6 trinh ty kiéu
dai trong tng (hodc trinh tur bd sung ctia nd) s& gin va t6t hon 12 tao ra san phim khuéch
dai duy nhét, amplicon.

Thuat ngir “d4c hiéu ddi véi (trinh tw dich)” biéu thi rang mot doan do hodc doan
mdi lai trong cac didu kién lai nghiém ngit chi véi trinh tur dich trong mAu chira trinh tu
dich nay.

Khi dugec sir dung trong ban mé ta nay, “ADN dugc khuéch dai” hodc “amplicon”
chi san phém ctia sy khuéch dai axit nucleic cta trinh ty axit nucleic dich 1a mét phén cua
khuon axit nucleic. Vi du, dé xac dinh xem cdy ngd thu duroc tir viée lai hitu tinh ¢6 chira
ADN hé gen ctia bién thé gen chuyén gen tir cdy ngd theo sang ché hay khong, ADN duge
tach tir mAu md cdy ngd c6 thé dugc dua vao phuong phap khuéch dai axit nucleic bing
cach sir dung cap doan mdi chita doan mdi c6 ngudn gdc tir trinh tir bén sudn trong hé gen
ctia thuce vat 1ién ké vi tri xen doan ctia ADN khéc loai dugc xen, va doan mdi thir hai ¢6
nguﬁ‘)n géc tir ADN khac loai dugc xen détaora amplicon chan doan su ¢6 mit cia ADN
bién thé gen. Amplicon nay c6 dd dai va cé trinh tir cling chin doan cho bién thé gen.
Amplicon niy c6 thé c6 do dai nim trong khoang tir d6 dai két hop clia céc cap doan mdi
cdng v6i mot cap bazo nucleotit, va/hodc do dai Két hop cua céc cip doan mdi cong voi
khoang2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29,30, 31, 32,33, 34,35, 36,37, 38, 39,40, 41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74,
75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116,
117,118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134,
135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152,
153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170,
171,172,173, 174,175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 183,
189,190,191,192,193,194,195,196,197,198,199,200,201,202,203,204,205,206,
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207,208,209,210,211, 212,213,214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,223, 224,
225,226,227,228,229, 230,231, 232,233, 234, 235, 236, 237,238, 239, 240, 241, 242,
243,244, 245,246,247, 248,249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260,
261,262,263,264,265,266,267,268,269,270,271,272,273,274,275,276,277, 278,
279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296,
297,298,299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 309,310,311, 312,313,314,
315,316,317,318,319, 320,321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331, 332,
333, 334,335,336, 337,338, 339, 340, 341, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350,
351,352, 353,354,355, 356,357, 358,359, 360, 361, 362, 363,364, 365, 366, 367, 363,
| 369, 370, 371,372,373, 374,375,376,377,378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 3806,
387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403, 404,
405, 406, 407, 408, 409, 410,411, 412,413,414, 415,416,417, 418, 419, 420,421, 422,
423,424,425, 426, 427,428, 429, 430,431, 432, 433, 434,435, 436,437, 438,439, 440,
441,442,443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452,453, 454, 455, 456,457, 458,
459, 460,461, 462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469,470,471, 472,473,474,475, 476,
477,478,479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494,
495, 496, 497, 498, 499, hoic 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, hodc nhiéu hon cac
cap bazo nucleotit (cong hodc trir 4o tang bét ky dugc liét ké trén ddy). Theo cach khac,
cdp doan mdi ¢6 thé co nguén gbc tir trinh tur bén sudn trén ca hai canh cia ADN duge xen
sao cho tao ra amplicon chira toan b trinh tu nucleotit doan xen. Phén cia cdp doan mbi
cd nguén géc tr trinh tir hé gen thuc vat co thé dugc bd tri  mot khoang cach so vdi trinh
tu ADN duoc xen. Khoang cach ndy c6 thé nim trong khoang tir mot cip bazo nucleotit
1n dén hai muoi nghin cip bazo nucleotit. Viéc st dung thuét ngit “amplicon” loai trir cu
thé céc dime doan mdi c6 thé dugc tao ra trong phan tng khuéch dai nhiét ADN.

Viéc khuéch dai axit nucleic ¢6 thé duge thuc hién bing phuong phip khuéch dai
axit nucleic khac nhau bét ky d3 biét trong linh vurc, bao gdm phan tmg chudi polymeraza
(polymerase chain reaction - PCR). Nhiéu phuong phap khuéch dai 1a da biét trong linh
vuc va duge mo ta trong, khong ké nhimg tai liéu khac, patent My s6 4,683,195 va patent
My s6 4,683,202. Cac phuong phap khuéch dai PCR di dugc phat trién dé khuéch dai 1én
dén 22 kb ADN hé gen. Cac phuong phép nay cling nhu cic phuong phép khac da biét
trong linh vuc khuéch dai ADN c¢6 thé dugce st dung trong viéc thuc hién séng ché. Trinh
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tur ciia doan xen ADN gen chuyén hoic trinh tir hé gen bén suom khéc loai tir bién thé gen
cua cdy ngo co thé duoc kiém tra (va hiéu chinh néu cﬁn) b%mg cach khuéch dai cac trinh tu
nay tir bién thé gen bing céch st dung cac doan mdi c6 ngudn gbe tir cac trinh tu dugc dé
xuét trong ban mo ta nay, tiép theo giai trinh tr ADN chuén ctia amplicon PCR hoic ciia
ADN dugc tach dong.

Amplicon dugc tao ra bang cic phuong phap nay c6 thé duoc phat hién bang nhidu
ky thuat. Dién di trén gel Agaroza va nhudm bing ethidi bromua la phuong phép da biét
phd bién vé phét hién c4c amplicon ADN. Mot phuong phép nhu vy khéc 1 Genetic Bit
Analysis trong d6 oligonucleotit cia ADN dugc du dinh gbi chdng 1én ca trinh tir ADN hé
gen bén sudn 1ién ké va trinh tu ADN dugc xen. Oligonucleotit dugc bét dong trong 18 cua
dia vi 15. Sau PCR ciia viing cin quan tim (bing cach sir dung mot doan moi trong trinh tur
duroc xen va mot doan mdi trong trinh tir hé gen bén suon lién ké), san phém PCR soi don
c6 thé dirgce lai voi oligonucleotit bat dong va cé chirc nang nhu khudn cho phan tmg kéo
dai don bazo bang cach sir dung ADN polymeraza va cac ddNTP dugc danh dau dic hidu
cho bazo ké tiép mong mudn. Viéc doc thong tin c6 thé dua trén huynh quang hoic
ELISA. Tin hiéu chi ra su ¢6 mit cua trinh tu doan xen/bén sudn do khuéch dai, lai, va kéo
dai don bazo thanh cong. ‘

- Mot phuong phap khéc 1a ky thuit giai trinh tu bing tdng hop nhu duge mé ta bdi
Winge (Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). Trong phuong phap ndy, oligonucleotit
duoc du dinh géi chéng lén ADN hé gen lién k& va diém ndi ADN doan xen.
Oligonucleotit dugc lai véi san phém PCR so¢i don tir ving can quan tam (mot doan mdi
trong trinh tir dugc xen va mot doan moi trong trinh tr hé gen bén sudn) va dugc G voi su
cd mit cia ADN polymeraza, ATP, sulfurylaza, luxiferaza, apyraza, adenosin 5'
phosphosulfat va luxiferin. Cac DNTP duoc bd sung riéng 1& va su hop nhit nay din dén
tin hiéu sang, tin hiéu nay dugc do. Tin hi€u sang chi ra sy ¢6 mit cta trinh ty doan xen
gen chuyén/bén sudon do khuéch dai, lai, va kéo dai don hodc da bazo thanh cong.

Phéan cuc huynh quang la m¢t phuong phép khac c6 thé duoc str dung dé phat hién
amplicon theo sang ché. Sau phuong phap nay, oligonucleotit duge dy dinh g6i chdng Ién
diém ndi ADN bén sudn va diém ndi ADN dugc xen. Oligonucleotit durgc lai v&i san phdm
PCR soi don tir ving can quan tdm (mot doan moi trong ADN dugc xen va mot doan mdi

trong trinh ty ADN hé gen bén sudn) va dugce 0 v6i su c6 mit cia ADN polymeraza va
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ddNTP dugc danh ddu huynh quang. Viéc kéo dai don bazo dan dén su hop nhét cta
ddNTP. Su hop nhét ¢ thé duge do duéi dang mirc do thay d6i v& phan cuc bang cach sir
dung huynh quang ké. Mirc d6 thay d6i vé phén cuc chi ra sy ¢6 mit ctia trinh tu doan xen
gen chuyén/bén suon do khuéch dai, lai, va kéo dai don bazo thanh cong.

TAQMAN (PE Applied Biosystems, Foster City, Calif.) 1a phuong phép phét hién
va dinh lugng sy c6 mit cia trinh tuw ADN. No6i ngén gon, doan do oligonucleotit FRET
duoc dy dinh gbi chdng 1én diém ndi ADN bén sudon hé gen va doan xen. Poan do FRET
va doan mdi PCR (m6t doan mdi trong trinh tir ADN doan xen va mot doan mdi trong trinh
tu hé gen bén sudn) duge quay vong véi su ¢d mét cia polymeraza 6n dinh nhiét va dNTP.
Trong qua trinh khuéch dai cu thé, Taqg ADN polymeraza lam sach va giai phong 26¢
huynh quang khéi gdc 1am ngimg trén doan dd FRET. Tin hiéu huynh quang chi ra su ¢6
mat cuda trinh tu bén sudn/doan xen gen chuyén do khuéch dai va lai thanh cong.

Molecular Beacons di duge md ta dé st dung trong phat hién trinh tir. N6i ngan
gon, doan do oligonucleotit FRET dugc du dinh gdi chdng 1én diém nbi ADN hé gen bén
sudn va doan xen. Cu truc duy nhét ctia doan do FRET din dén doan do nay chira ciu tric
béc hai giit cac gbc huynh quang va cic gbc 1am ngimg & gan. Poan do FRET va doan moi
PCR (mét doan mdi trong trinh ty ADN doan xen va mét doan moi trong trinh tu hé gen
bén sudn) dugc quay vong v4i su c6 mét ciia polymeraza n dinh nhiét va dNTP. Sau khi
khuéch dai PCR thanh cong, viéc lai doan do FRET véi trinh tir dich din dén loai bo cau
triic bac hai cia doan do va tach khéng gian cac gdc huynh quang va cac gbc 1am ngimg.
Céc két qua tin hiéu huynh quang. Tin hiéu huynh quang chi ra sy ¢6 mat cia trinh tr hé
gen bén sudn/doan xen gen chuyén do khuéch dai va lai thanh cong.

- Sang ché boc 16 vi tri trong hé gen cay ngd, vi tri nay 12 tuyét voi dé xen doan, sang
ché con bao gbém viéc sir dung hat ngd va/hoic cdy ngd chira it nhét méot doan xen khong
phai aadl trong vung 14n cén ndi chung cua vi tri hé gen nay. Mot tuy chon la thay thé
doan xen khéc vao vi tri cia doan xen aad-1 dugc néu lam vi du trong ban mo ta nay. Vé
c4c van dé chung nay, sur tai tb hop twong ddng dich, chang han, c¢6 thé duoc sir dung theo
sang ché. Kiéu ky thuat nay la d6i turong cua, vi du, WO 03/080809 A2 va don My tuong
ung dﬁ; duoc cong bd (US 20030232410). Do d6, sang ché bao gbm viéc sir dung céc thuc
vat va cac té bao thuc vat chira doan xen khac loai (thay cho hodc véi nhiéu ban sao cia

aad-1), dugc nam bén sudn bdi tat ca hodc phin d& nhan dién cia cac trinh tur bén sudn
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duoc nhén dién trong ban mo ta ndy (vi du, cac gbc 1-1873 va 6690-8557 néu trong SEQ
ID NO:29).
Du6i dy 13 mot sb muc / phuwong an vé cac thuc vat, hat, polynucleotit, va phuong

phap phat hién c6 thé dugc sir dung theo mot sé phuong 4n ciia sang ché:
1. Cay ngd chuyén gen chira hé gen, hé gen nay chira SEQ ID NO:29.
2. Hat ngd chira hé gen chira bién thé gen AAD-1 DAS-40278-9 c6 mit trong
hat dugc luu giit & bao tang gidng chuén vi sinh vit m§ (ATCC) véi sb luu giir
PTA-10244.

3. Hat ng6 theo muyc 2, hat nay chira hé gen, h¢ gen nay chira SEQ ID NO:29.

4. Cay ngd dugc tao ra bang cach tréng hat theo muc 2, cdy ndy chira SEQ ID
NO:29.

5. Cay con chau cta ciy ngd theo muc 4, cdy con chiu nay chira bién the gen

AAD-1 DAS-40278-9.

6. Cay con chau khang thudc diét cé ctia ciy ngd theo muc 1, cdy con chéu ndy
chira SEQ ID NO:29.
7. Cay ngd chuyén gen chira doan xen gen chuyén & vi tri dich nhiém sdc thé

‘cua cdy ngd nam trén nhiém sic thé 2 & khoang 20 cM giita c4c chi ddu SSR
UMC1265, c6 thé khuéch dai mét phan bai SEQ ID NO:30 va SEQ ID NO:31, va
MMCO111, c6 thé khuéch dai mét phan bsi SEQ ID NO:32 va SEQ ID NO:33,

trong d6 vi tri dich chira axit nucleic khéc loai.
8. Phuong phép tao ra ciy ngd chuyén gen theo muc 7, phuong phap nay bao

gbm xen axit nucleic khac loai & vi tri trén nhiém sic thé 2 & khoang 20 cM giita

c4c chi ddu SSR UMC1265, c¢6 thé khuéch dai mot phan béi SEQ ID NO:30 va
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SEQ ID NO:31, vda MMCO111, ¢6 thé khuéch dai mdt phan béi SEQ ID NO:32 va
SEQ ID NO:33.

9. B0 phan cua cdy theo muyc 4, trong d6 bd phan nay dugc chon tir nhém bao
gém phén hoa, nodn, hoa, qua nang, thé, canh non, 1&, va 14, b phin ndy chira SEQ

ID NO:29.

10.  Cayngd chuyén gen theo muc 7, cdy niy chira doan xen gen chuyén trong,
hodc nam bén sudn bai, trinh tur hé gen duge chon tir nhém bao gbm cac gbc 1-

1873 néu trong SEQ ID NO:29 va cac gbc 6690-8557 néu trong SEQ ID NO:29.

11.  Phéan tir polynucleotit phin ldp, trong d6 phin tir nay

chira it nhét 15 nucleotit va duy tri viéc lai trong céc diéu kién rira nghiém
ngit vai trinh ty axit nucleic duge chon tir nhém bao gbm céc gbc 1-1873
néu trong SEQ ID NO:29, cac g6c 6690-8557 néu trong SEQ ID NO:29, va

cac trinh tu b sung cua no;

chira trinh tu nucleotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:1-33;

va/hoac

lai trong céc diéu kién rira nghiém ngit véi trinh tu nucleotit dugc chon tir
nhém bao gdm cac gbc 1863 dén 1875 néu trong SEQ ID NO:29, cac gbe
6679 dén 6700 néu trong SEQ ID NO:29, va cac trinh tur bd sung cia né.

12.  Polynucleotit phan 14p theo muyc 11, trong d6 polynucleotit nay chira trinh tu
nucleotit dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:1-33.

13.  Polynucleotit phan 1ap theo muc 11, trong d6 polynucleotit nay lai trong cac

diéu kién rira nghiém ngit véi trinh ty nucleotit dugc chon tir nhém bao g0m cac

gbc 1863 dén 1875 néu trong SEQ ID NO:29, cic gbc 6679 dén 6700 néu trong

-36-



25154

SEQ ID NO:29, va c4c trinh tr bd sung ciia né.

14.  Polynucleotit theo muc 13, trong 46 polynucleotit nay la amplicon dugc tao

ra béi phan tmg chudi polymeraza.

15.  Phuong phép phét hién bién thé gen cia cdy ngd trong miu chira ADN cay
ngd, trong d6 phuong phap nay bao gbm budc cho mau nay tiép xtic véi it nhét mot
polynucleotit chin doén cho bién thé gen DAS-40278-9 ciia ciy ngd AAD-1 c6 mit
trong hat dugc luu gilr & bdo tang gidng chuén vi sinh vat My (ATCC) v6i s6 Iuu
gitt PTA-10244.

16.  Phuong phéap theo muc 15, trong d6 phuong phép nay bao gbm budc cho

mAu ndy tiép xuic véi
a. doan mdi thir nhit gén v6i trinh tu bén sudn dugc chon tir nhém bao
gdm céc gbe 1-1873 néu trong SEQ ID NO:29, cic gbc 6690-8557
néu treng SEQ ID NO:29, va c4c trinh tir bd sung ctia nd; va

D. doan moi thir hai gén véi trinh tu doan xen chira cac gbc 1874-6689
néu trong SEQ ID NO:29 hoic trinh tir bd sung clia né;

~ dua méu nay vao phan tmg chudi polymeraza; va phén tich amplicon dugc tao ra

giita cadc doan moi nay.

17.  Phuong phéap theo muc 16, trong d6 cac doan mdi ndy duge chon tir nhém

" bao gém SEQ ID NO:1-28.

18.  Phuong phdp theo muc 15, trong d6 polynucleotit nay chira it nhét 30
nucleotit va lai trong cac diéu kién nghiém ngit v&i trinh tu dugc chon tir nhém bao
gdm cac gbc 1863 dén 1875 néu trong SEQ ID NO:29, cac gbc 6679 dén 6700 néu
trong SEQ ID NO:29, va céc trinh tir b sung ctia n6; trong d6 phuong phép nay
con bao gdm bude dwa miu va polynucleotit néu trén vao céc diéu kién lai nghiém

ngit; va phan tich miu nay vé viéc lai cia polynucleotit néu trén voi ADN néu trén.

-37-



25154

19. Kit phat hién ADN chia doan mdi the nhit va doan méi tht hai theo muc
17.

20.  Kit phat hién ADN, dé thuc hién phuong phap theo muc 18.

21.  Kit phat hién ADN chira polynucleotit nhu dugc xac dinh & muc 13.
22.  Polynucleotit theo muc 12, polynucleotit nay chira SEQ ID NO:29.
23.  Phuong phép tao ra polynucleotit theo muc 22.

24.  Phuong phép tao ra cay chuyén gen theo muc 10, phwong phép nay bao
gbm xen gen chuyén vao phan doan ADN ctia hé gen cdy ngd, doan ADN nay
chira ddu 5° chira cac gbe nucleotit 1-1873 néu trong SEQ ID NO:29 va dau 3’
chira c4c gbe nucleotit 6690-8557 néu trong SEQ ID NO:29.

25.  Phuong phép bao gdm budc lai ciy ngo thir nhét chira SEQ ID NO:29 véi
ciy ngd thir hai dé tao ra cdy ngd thir ba chira hé gen, va phén tich cdy ngd thir

'~ ba nay vé su c6 mit cia SEQ ID NO:29 trong hé gen néu trén.

26.  Phuong phap theo muc 25, trong d6 phuong phép nay dugc sir dung dé gay

gibng cay ngd va/hoic dé dua tinh trang khang thudc diét co vao cay ngo.

T4t ca cac bing sang ché, don sang ché, don tam thoi, va cong b duge dé cap hoic
duoc trich din trong ban mo ta ndy dugc dua toan by vao bang cach vién dn & pham vi
khéng gay mau thun véi cac chi din 18 rang trong ban md té ndy.

Céc vi du dudi ddy dugc bao gdm dé minh hoa cac quy trinh nhim thuc hién sang
ché va dé thé hién mot sé phuong an dugc wu tién theo séng ché. Cac vi du nay khéng
duge hiu 13 giéi han sang ché. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu

| rang cac k¥ thut dugc boc 16 trong céc vi du sau thé hién phuong phép cu thé dugc sir

dung @ minh hoa cic phuong 4n dugc wu tién nham thyuc hién né. Tuy nhién, ngudi co
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hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, khi xem xét sing ché, s& hiéu rang nhiéu thay do6i
c6 thé dugce thuc hién trong cac phuong an cu thé nay trong khi van thu dugc cac két qua
gidng hoic trong ty ma khong di 1éch khdi y tudng va pham vi clia sang ché. Trir khi c6
chi d&n khéc, tit ca cac ty 16 phan trim 12 theo khdi lugng va tht ca cac ty 16 hdn hop dung
moi 12 theo thé tich trir khi ¢6 lwu y khac.

CAc vi du sau bao gdm viéc diing truée khi gieo hat vi/hogc trude khi hat ndy mam.
Viéc dung nay khong bi gi6i han & bién thé gen "278". Tinh khéng dugc tao ra bdi gen
AAD-1 con ¢6 ich & chd rat ngén duoc thoi gian luan canh. Didu nay gitip cho ngudi trong
trot c6 thé linh hoat hon trong viéc 1én ké hoach gieo tréng sau khi dié€t co. Khi khong su
dung sang ché, viéc phai doi 7-30 ngay hodc twong duong sau khi diét co trude khi gieo
hat c6 thé gay thiét hai dang ké v& nang suét. Do d6, sang ché mang lai lgi ich vé mit ndy.
Xem, vi du 13 ching han. C4c khoang thoi gian gieo trdng / ding thubc diét c6 batky, va
khoang ndng d6 / mirc ding bat ky cia (cac) thude diét cé duge néu hodc dé xuat trong ban

mo ta nay déu co6 thé dugc st dung theo sang ché.

Céc tir viét tit du6i ddy dugc sir dung trir khi ¢6 chi dan khac.

AAD-1 aryloxyalkanoat dioxygenaza-1

bp cap bazo

°C d6 Celcius

ADN axit deoxyribonucleic

DIG digoxigenin

EDTA axit etylendiamintetraaxetic

kb kilobazo

ug microgam

ul microlit

ml mililit

M khéi Iwgng mol

OLP doan do gbi chong

PCR phan tmg chudi polymeraza

PTU don vi phién ma thuc vat

SDS natri dodexyl sulfat

SOP quy trinh thao tac chuin

SSC dung dich dém chira hon hgp gdm natri clorua va natri xitrat, d§
pH=7,0

TBE dung dich dém chtra hdn hop gdm bazo Tris, axit boric va EDTA,
do pH=8,3

A% von
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Vi du thuc hién sang ché
Vi du 1. Bién nap va chon loc bién thé gen AAD1 pDAS1740-278

Bién thé gen AAD1, pDAS1740-278, dugc tao ra béi WHISKER - qua trung gian
bién nap dong cay ngd Hi-II. Phuong phap bién nap duoc sir dung duge mo ta trong don
yéu ciu cap patent M§ # 20090093366. Manh Fspl cia plasmit pDAS1740, cling dugc goi
la pDAB3812, (Fig.1) dugc bién nap vao dong ciy ngo. CAu trac plasmit ndy chira bang
bidu hién & thyuc vat chita RB7 MARV3 :: trinh tir khéi dau v2 Zea mays Ubiquitin 1 //
AADI v3 // Zea mays PER5 3°UTR :: don vi phién m3 thyc vat (plant transcription unit -
PTU) RB 7 MARvVA4.

Nhiéu bién thé gen duogc tao ra. Cac bién thé gen nay tdn tai va tao ra mo thé san
khoe manh, khang haloxyfop dugc dinh ma nhéan dién duy nhat thé hién céc bién thé gen
bién nap gia dinh, va tiép tuc duoc chuyén sang mdi trudng chon loc méi. Céc thyce vat
duoc tai sinh tir md c6 ngudn gbc tir mbi bién thé gen duy nhét va dugc chuyén sang nha
kinh.

Céac mAu 14 dugc 14y dé phan tich phan tir @8 kiém tra su c6 mat ciia gen chuyén
AAD-1 bang thAm tach Southern, x4c nhan bién ADN, va xac nhén dugc hd trg béi chi diu
hé gen. Céc thuc vat TO duong tinh dugc thu phin bing dong lai cing dong dé thu duoc
hat T1. Cac thuc vét T1 c6 bién thé gen pDAS1470-278-9 (DAS-40278-9) dugc chon, tu
thu phén va dugc dic trung cho ndm thé hé. Trong khi d9, cac thuc vat T1 duogc lai nguoc
va duoc lai nhap vao chit mam nguyén sinh vu thé (XHH13) qua chon loc dugc hd trg béi
chi ddu ddi v6i mot sd thé hé. Bién thé gen nay duogc tao ra tur thé phén lap dugc bién nap
doc 1ap. Bién thé gen nay dugc chon dya trén cac dic tinh duy nhéit ctia n6 nhu vi tri xen
doan don, su phan ly binh thuong ciia Mendel va su biéu hién én dinh, va két hop hiéu qua
ndi trdi, bao gdm tinh khang thudc diét ¢6 va tinh chit ndng hoc trong co s& kiéu gen rong
va qua nhiéu vi tri moi trudng. Cac vi du sau chira dit liéu duoc sir dung d& mo ta dic diém

bién thé gen pDAS-1740-278-9.
Vi du 2. Mb ta dic didm bién thé gen pDAS1740-278-9 bang thim tich Southern

Phan tich thAm tach Southern dugc sir dung dé thiét 1ap mAu tich hop cta doan

ADN dugc xen va xac dinh doan xen/sb ban sao ctia gen aad-1 trong bién thé gen pDAS-
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1740-278-9 (DAS-40278-9). Dir liéu thu duoc dé chung minh su tich hgp va trang théi
nguyén ven cua gen chuyén aad-1 duge xen vao hé gen ciy ngd.

Dit lidu thdm tach Southern goi ¥ ring doan xen manh pDAS1740/Fsp I trong bién
thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd xay ra dudi dang tich hop don gian ctia ban sao don,
nguyén ven cta PTU aad-1 tir plasmit pDAS1740. Phén tich thAm tach Southern chi tiét
dugc tién hanh bang cach str dung doan do dic hiéu véi gen, trinh tu khéi dAu, trinh tu két
thiic, va cac yéu té diéu hoa khac dugc chira trong ving plasmit va enzym gidi han mo ta
¢6 vi tri phan cit ndm trong plasmit va tao ra méanh lai bén trong plasmit hodc cic méanh
kéo dai diém nbi cua plasmit bing ADN hé gen ciia cdy ngd (cac manh bién). Khéi lugng
phén tir duge dua ra tir viée tao thé lai Southern dé két hop enzym gidi han va doan do 1a
duy nhit d6i véi bién thé gen, va thiét 1ap kiéu xac dinh ctia n6. Céc phén tich nay con cho
thiy ring manh plasmit d3 dugc xen vao ADN hé gen cua ciy ngd ma khong sap xép lai
PTU aad-1. C4c méanh lai gibng nhau dugc quan sat & ndm thé hé riéng biét ctia bién thé
gen DAS-40278-9 cia cdy ngo chuyén gen cho thy tinh dn dinh cia su di truyén cia viée
xen doan PTU aad-1 qua céc thé hé. Viéc lai bang hdn hop ba doan do xuong séng nam
bén ngodi vi tri giéi han cta Fsp I trén plasmit pPDAS1740 khéng phat hién dugc manh
ADN/gen cu thé bat ky, cho thiy su ving mit cia gen khang ampicillin va sy vang mit cc
vung xudng sdng vecto khac ngay canh vi tri gi6i han Fsp I cia plasmit pDAS1740 trong
bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd chuyén gen. So dd minh hoa ctia doan xen trong
bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd aad-1 duge thé hién trén céc fig.2-3.

Vi du 2.1. Thu miu 14 ngd va tich ADN hé gen (gDNA)

gDNA duoc l4y tir 14 clia c4c cy riéng ré chira bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy
ngd aad-1. gDNA dugc tach tir mo 14 dugc thu hoach tir cdc cly riéng 1€ mang bién thé
gen DAS-40278-9 cua cdy ngo aad-1. Hat ctia ciy ngo chuyén gen tir nam thé hé riéng biét
chtra bién thé gen DAS-40278-9 dugc sir dung. Hai muoi ciy ngd riéng &, cb ngudn gbc
tir bdn cdy mdi thé hé, dbi voi bién thé gen DAS-40278-9 dugc chon. Ngoai ra, gDNA
duoc tach tir cdy ngd thong thuong, XHH13, chira nén di truyén dai dién ctia dong co ban,
khong c6 gen aad-1.

Trude khi tach gDNA, viée duc 18 14 dugc thuc hién tir méi cay dé thir nghiém sy

biéu hién protein aad-1 bing cich sir dung kit bang thir nhanh (American Bionostica,

-41-



25154

Swedesboro, NJ) theo quy trinh dugc dé nghi cda nha san xuit. M6i mau duc 15 14 duoc
cho diém + hodc — 14n lugt dbi véi su c6 mat hay khong c6 aad-1. Chi cac cdy duong tinh
tir nam thé hé chira bién thé gen DAS-40278-9 dugc dem mo ta dic diém tiép.

Céc mau 14 ngd dugc gom tir cac cdy riéng ré chita bién thé gen DAS-40278-9 va
cly di chimg théng thudng XHH13. Cac miu 14 duge dong lanh nhanh trong nito 1ong va
dugce bao quan & khoang -80°C cho dén khi st dung.

ADN hé gen riéng r€ dugc chiét tir m6 14 ngd dong lanh theo phuong phép CTAB
chuén. Khi cin, mot s6 ADN hé gen duoc tinh ché tiép bing Qiagen Genomic-Tip
(Qiagen, Valencia, CA) theo quy trinh dwgc d& nghi bai nha san xuét. Sau khi chiét, ADN
duge dinh lwong bing cach do phd huynh quang bing chit phan tmg Pico Green
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Sau d6, ADN duoc lam hién trén gel agaroza dé x4c nhén céc

gia tri tir phén tich Pico Green va dé xac dinh chét luong ADN.

Vi du 2.2. Phan cét va tich ADN

P& mo ta dac diém phan tir cia ADN, chin microgam (9 pg) cia ADN hé gen tir
mau ADN ciia bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd va dbi chimg thong thudng dugc
phan c4t bing cach bd sung xap xi nim dén muoi mot don vi enzym gidi han duge chon
trén pg ADN va dung dich dém phan ting trong tmg vao mébi mau ADN. M&i miu dugc i
& nhiét do xép xi 37°C qua dém. Cac enzym giGi han EcoR I, Neo 1, Sac 1, Fse 1, va Hind
11T duoc st dung dé phéan cat (New England Biolabs, Ipswich, MA). Mau dbi ching lai
duong tinh dugc chuén bi bang cach két hgp ADN plasmit, pDAS1740 (pDAB3812), véi
ADN hé gen tir dbi chimg thong thudng & ty 1& duong lugng x4p xi 1 ban sao cia gen
chuyén trén hé gen cdy ngd, va dugc phan cit bang cach sir dung quy trinh va enzym gidi
han gidng nhu cac mau thir nghiém. ADN tir d6i chimg cay ngd thong thudong (XHH13)
dwoc phén cit bang cach sir dung cac quy trinh va enzym gidi han gibéng nhu cac mau thir
nghiém dé 1am ddi chimg am tinh.

Cac mAu ADN duoc phan cit két tia bang Quick-Precip (Edge BioSystems,
Gaithersburg, MD) va duogc tai tao huyén phti trong 1x Blue Juice (Invitrogen, Carlsbad,
CA) dé dat dugc thé tich mong mubn dé nap gel. Sau do, cac mAu ADN va c4c chi ddu
kich thuéc phan tir duge dién di qua gel agaroza 0,8% bing 1xdung dich dém TBE (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA) & 55-65 von trong xép xi 18-22 gi¢ dé dat duoc viéc tach manh.
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Céc gel duge nhudm bang ethidi bromua (Invitrogen, Carlsbad, CA) va ADN dugc lam

hién dudi anh sang cyc tim (ultraviolet - UV).

Vi du 2.3 Su di chuyén Southern va xir Iy mang

Phén tich thAm tach Southern dugc thuc hién co ban nhu duge mo ta bdi Memelink,
et al. (1994) Southern, Northern, and Western Blot Analysis. Plant Mol. Biol. Manual
F1:1-23.Noi ngén gon, tiép theo viéc tach dién di va 1am hién cac doan ADN, céac gel dugc
tach purin bang HC1 0,25N (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) trong khoang 15 phut, va
sau d6 dugc tiép xuc v6i dung dich 1am bién tinh (AccuGENE, Sigma, St. Louis, MO)
trong khoang 30 phut, tiép theo 13 dung dich trung hda (AccuGENE, Sigma, St. Louis,
MO).) trong it nhét 30 phut. Su di chuyén Southern duge thuc hién qua dém trén mang
niléng (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) bing cach sir dung hé théng bac véi 10xSSC
(Sigma, St. Louis, MO). Sau khi di chuyén, cic mang dugc rira trong dung dich 2x SSC va
ADN duoc gén v6i mang bing cach lién két ngang bang UV. Quy trinh nay thu dugc mang

thdm tach Southern sin sang dé lai.

Vi du 2.4. D4nh du doan do ADN va lai

Céc doan ADN gén v6i mang niléng duge phat hién bang céch sir dung doan do
duoc danh diu. Cac doan do dugce sir dung dé nghién ciru dugc tao ra bang cach hop nhét
trén co s& PCR cua nucleotit duge danh ddu bang digoxigenin (DIG), [DIG-11]-dUTP, tir
cac manh duoc tao ra bdi cac doan mdi dic hiéu véi cac yéu td gen va cac vung khac tur
plasmit pPDAS1740. Viéc tao ra cic doan do ADN bang cach téng hgp PCR dugrc thuc hién
béng cach sir dung kit tdng hop doan dd PCR DIG (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN)
theo quy trinh dugc dé nghi boi nha san xuét. Danh muc céc doan do dugce sir dung dé

nghién ctru dugc néu trong bang 1.

Bang 1. Vi tri va chiéu dai ctia cac doan do dugc sir dung trong phén tich Southern

OLP1-3 trinh tu khéi dau ubiquitin 28-2123
(ZmUbil)
OLP2 gen aad-1 2103-3022 920
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OLP3A trinh tr két thic peroxidaza 3002-3397 396
(ZmPer5)

OLP3B RB7 Mar v4 3375-4865 1491

Xuong sdng (OLP4A) 4900-5848 949

OLP4ABC | Gen Ap' xuong sdng (OLP4B) 5828-6681 855

Xuong séng (OLP4C) 6660-7144 485

OLP5-2 RB7 Mar v3 7124-8507 1384

Céc doan do duge danh ddu duoc phén tich bang cach dién di trén gel agaroza dé
x4c dinh chét lugng va sb lugng cda ching. Sau d6, lugng mong mubn ctia doan do dugc
danh du duoc st dung dé lai véi ADN dich trén mang nilong dé phat hién cac manh dic
hiéu bang céch str dung cac quy trinh dugc mo ta d6i voi dung dich DIG Easy Hyb (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN). N6i ngan gon, mang nilong thAm ADN dugc c¢d dinh trén
d6 dugc rira nhanh trong 2xSSC va dugc lai trude bing 20-25 ml dung dich DIG Easy Hyb
duoc 1am 4m trude trong binh lai & nhiét do x4p xi 50°C trong t6i thiéu 30 phat trong
budng lai. Sau d6, dung dich lai trudc dugc gan va thay bang 20 ml dung dich DIG Easy
Hyb dugce lam 4m trudce chira mot luong mong mudn cia cac doan do dic hiéu duoc lam
tién bién tinh bing cach dun soi trong nudc trong 5 phiit. Sau d6, budc lai duge tién hanh &

nhiét do x4p xi 40-60°C qua dém trong budng lai.

Vidu 2.5. Phat hién

Két thiic viéc lai doan do, dung dich DIG Easy Hyb chira cdc doan do dugc gan vao
cac dng sach va dugc bao quan & nhiét d6 -20°C. Cac doan do niy c6 thé duorc tai st dung
trong 2-3 14n theo quy trinh dugc d& nghi boi nha san xut. Vét thAm trén mang duoc rira
nhanh va rtra hai 14n trong vét chira sach bang chét déo bang dung dich dém rtra c6 do

nghiém ngit thap (2xSSC, 0,1%SDS) trong khoang 5 phut & nhiét do phong, tiép theo rira

hai;-lﬁn bang dung dich dém rira c6 d6 nghiém ngit cao (0,1xSSC, 0,1% SDS) trong 15

phut, mdi 1an & nhiét d6 xAp xi 65°C. Sau do, vét thim trén mang dugc chuyén sang vt
chira sach khéac bang chit déo va rira nhanh bang 1xdung dich dém rira tir bd dung dich
dém rda va phong bé DIG (DIG Wash and Block Buffer Set) (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) trong khoang 2 phut, tiép theo phong bé trong 1x dung dich dém phong
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bé trong t6i thiu 30 phiit, tiép theo & bang khang thé khang DIG-AP (alkaline phosphatase
- phosphataza kiém) (ty 1¢ pha lodng 1:5.000, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) trong
1x dung dich dém phong bé trong t6i thiéu 30 phut. Sau 2-3 14n rira bang 1x dung dich
dém rtra, cac doan do ADN déc hiéu van gén v&i vét thAm trén mang va mau chuén ADN
duoc danh d4u bang DIG duoc 1am hién bang cach st dung hé phat hién axit nucleic phat
quang héa hoc CDP-Star (CDP-Star Chemiluminescent Nucleic Acid Detection System)
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) theo dé nghi cia nha san xuét. Cac vét thAm duoc
tiép xtic v&i mang phét quang héa hoc (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) trong mot
hodc nhiéu thoi diém dé phat hién cac manh lai va dé 1am hién mAu chuén kich thudc phan
tir. Sau d6, cdc mang dugc 1am hién hinh bing chit hién hinh mang All-Pro 100 Plus
(Konica SRX-101) va cac anh dugc quét dé bdo céo. SO va kich thude ctia cac dai phét
hién dugc duge ghi lai dbi véi mdi doan do. Chi ddu khéi lugng phén tir ADN duge dénh
d4u bing DIG IT (MWM DIG 1), ¢6 thé nhin thiy sau khi phat hién bang DIG nhu dugc

mo ta, dugc sir dung dé xac dinh kich thudc manh lai trén vét thAm Southern.

Vi du 2.6. Tach doan do

Céc doan do ADN duoc téich ra khoi vét thAm trén mang sau khi thu dugc dit liéu
lai Southern, va vét thim trén mang co thé duoc tai str dung dé 1ai v6i doan do ADN khéc
theo cac quy trinh duoc d& nghi boi nha san xuét (DIG Application Manual for Filter
Hybridization, (2003). Roche Diagnostics). No6i ngén gon, sau khi phat hién tin hiéu va
phoi sdng mang, cac vét thAm trén mang duoc rira k¥ bing nuéc Milli-Q va tiép theo rira
hai lan trong dung dich dém tach (NaOH 0,2N, 0,1% SDS) trong khoang 15 phut ¢ nhiét
dod phong hodc ¢ nhiét d6 37°C. Sau do, cac vét thAm trén mang duoc rira nhanh trong
2xSSC va sin sang dé lai truéc va lai v6i mot doan dd ADN khac. Cac vét thim trén mang
dugc tiép xtc v6i mang phat quang hda hoc méi dé bao dam tét ca cac doan do ADN duge
tach trude khi tién hanh budc lai tiép theo. Cac mang dugc phoi sang lai dugc gitr cling v6i

goi dit liéu lai trudce 4o trong hd so nghién ciru ¢ lru lai.
Vi du 2.7. Céc két qua thdm tach Southern

Céc kich thude manh ky vong va quan séat dugc véi viée phan cdt va doan do cu the,

dua trén céc vi tri enzym gidi han da biét cia manh pDAS1740/Fsp 1, dugc duara trong
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bang 2. Hai loai manh dugc nhén dién tir viéc phén c4t va lai ndy: cac méanh bén trong,
trong d6 vi tri enzym da biét ndm bén suon ving doan do va hoan toan chira trong manh
pDAS1740/Fsp I va cac manh bién trong d6 vi tri enzym da biét nim & mot diu ciia viing
doan do va vi tri thr hai dugc mong mudn trong hé gen ciy ngd. Céc kich thude manh bién
thay ddi theo bién thé gen béi vi, trong hiu hét cac truong hop, cac vi tri tich hgp doan
ADN la duy nhit déi voi mdi bién thé gen. Cac méanh bién dua ra cach dé dinh vi vi tri
enzym giGi han lién quan dén ADN dugc tich hop va dé danh gia s6 luong xen doan ADN.
Dua trén c4c phan tich thAm tach Southern dugc hoan thanh trong nghién ciru nay, két luan
ring mot ban sao ciia PTU aad-1 nguyén ven tir plasmit pDAS1740/Fsp I dugc xen vao hé
gen cay ngd chira bién thé gen DAS-40278-9 nhu dugc chi tiét hoa trong so dd xen doan
(cac fig.2-3).

Bang 2. C4c manh lai dugc du doan va quan sat dugc trong phén tich thim tach Southern

pDAS1740 8512 8512
EcoR 1 XHH13 khong khong
DAS-40278-9 >3382 (bién) ~12000
pDAS1740 8512 8512
R Neol XHH13 khong khong
sad-1 DAS-40278-9 >2764 (bién) ~4000
pDAS1740 8512 8512
Sac I XHHI13 khong khong
DAS-40278-9 >4389 (bién) ~16000
pDAS1740 3361 3361
Fse 1/ Hind 11T XHH13 khong khong
DAS-40278-9 3361 3361
[ pDAS1740 = 10 8512, ~3600*
. Neol ~ XHH13 |  khéng | ~3600*
s 'DAS-40278-9 >3472 (bién) | ~6300, ~3600*
e = | SDAS1740 3512 8512, ~3800*
~ prom. ~ dacl | XHHI3 ~ khong | ~3800%
- " DAS-402789 | >4389(bién) | ~3800%*,~16000
o - | pDAS1740 3361 3361, ~6400%
| Fsel/Hind I XHHI3 | Whésg | 6300F
. | DAS-40278-9 | 3361 | 3361, ~6400%#
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pDAS1740 8512 8512, ~3900*
Neo 1 XHH13 khong ~3900*
ZmPerS DAS-40278-9 >2764 (bién) ~4000, ~3900*
pDAS1740 8512 8512, ~9000*
term. Sac 1 XHH13 khong ~9000*
DAS-40278-9 >1847 (bién) ~1900, ~9000*
pDAS1740 3361 3361, ~2100*
Fse 1/ Hind 111 XHH13 khong ~2100%
DAS-40278-9 3361 3361, ~2100*
pDAS1740 8512 8512
Neo 1 XHHI13 khong khong
>2764 (bién) ~4000
RB7 mar4 DAS-40278-9 22764 (biém) 6300
pDAS1740 8512 8512
Sac 1 XHHI13 khong khong
>1847 (bién) ~1900
DAS-40278-9 >1847 (bién) ~16000
7 pDAS1740 8512 8512
, Neol XHH13 khong khéng
' = , >2764 (bién) ~4000
RB7 mar3 DAS—40278f9 2764 (bién)) 6300
= pDAS1740 8512 8512
il XHH13 khong khéng
- i >1847 (bién) ~1900
DAS 402789 >1847 (bién) ~16000
pDAS1740 8512 8512
Neol XHH13 khong khong
xurong séng DAS-40278-9 khong khong
pDAS1740 8512 8512
Sac 1 XHH13 khong khong
DAS-40278-9 khéng khong

Luuy: * Déu sao sau klch thude manh quan sat duoc chi viéc lai trinh ti ndi sinh duge phét hién
qua tit ca cac mAu (bao gom d6i chtmg 4m tinh)
# Vach d6i trong mau dbi chimg théng thudng, miu BC3S1, va mét s6 mau BC3S2
1. Céc kich thudc manh ky vong 1a dua trén so d6 plasmit ciia pDAS1740 (pDAB3812)
nhu duoc thé hién trén fig.1.
2. Céc kich thudc manh quan sat dugc gan nhu duge coi 13 tir cdc phén tich ndy va dua
trén cac kich thuéc duge chi ra cia cac manh chi ddu khbi luong phén tirt ADN dugc danh
d4u bang DIG II . Do su hop nhét cua cdc phan tir DIG @ hién anh, c4c manh ch1 dbu
thudng c6 gia tri 16n hon xap xi 5-10% so véi khéi luong phén tir duge chi ra thuc té ciia
ching.

-47-



25154

Céc enzym gi6i han c6 vi tri giéi han duy nhét trong plasmit pDAS1740, EcoR 1,
Nco I Sac 1, Fse I/Hind 111, dugc chon dé mo ta dic diém doan xen gen aad-1 trong bién
thé gen DAS-40278-9. Manh bién > 3382 bp, >2764 bp, >4389 bp dugc du doan dé lai véi
doan do gen aad-1 sau khi phan cét 1an lugt bang EcoR I, Nco 1, va Sac I (bang 2). Céc dai
lai aad-1 don ~12000 bp, ~4000 bp, va ~16000 bp quan sat dugc khi EcoR 1, Nco I, va Sac
I 14n luot duge sir dung, chi ra vi tri don cta xen doan gen aad-1 trong hé gen céy ngd
chira bién thé gen DAS-40278-9. Viéc phén cit kép bang Fse I va Hind 11l dugc chon dé
gi4i phéng manh 3361 bp chtra don vi phién mi thyc vat aad-1 (PTU, trinh tur khoi
d4u/gen/trinh tu két thiic) (bang 2). Manh 3361 bp dugc du doan duge quan sat bing doan
do gen aad-1 sau khi phin cét Fse I/Hind I11. Cac két qua thu dugc béng cach phan cit
béng tht ca bon enzym/hdn hgp enzym cla mAu DAS-40278-9 tiép theo lai doan do gen
aad-1 cho thiy ring ban sao don cia PTU aad-1 nguyén ven tir plasmit pDAS1740 dugc
xen vao hé gen cay ngd chira bién thé gen DAS-40278-9.

Céc enzym gi¢i han Nco 1, Sac 1 va Fse I/Hind 111 duge chon dé mé ta dic diém
~ viing trinh tu khéi ddu (ZmUbil) ctia aad-1 trong bién thé gen DAS-40278-9. Viéc phan
c:fﬁ: Nco1va Sacldugec mong mubn tao ra manh ving bién 1an hrgt >3472 bp va >4389 bp,
' hi dugc lai v6i cac doan do ADN déc hiéu v6i ving trinh t khoi dau ZmUbil (bang 2).
Hai dai lai ~6300 bp va ~3600 bp duge phat hién bang doan do trinh ty khi dau ZmUbil
~ sau khi phan cit Nco 1. Tuy nhién, dai ~3600 bp, c6 mit & tAt ca cac 1an mau k& ca d6i
chimg théng thudng, goiy rang dai ~3600 bp 1a dai tin hiéu khong ddc hiéu thu dugce tir
viée gin két trong ddng ctia doan do trinh tu khoi dAu ubiquitin c6 ngudn gbc tir cdy ngd
(ZmUbil) vé6i gen ubi ndi sinh cua cdy ngd. Nguoc lai, dai tin hi¢u ~6300 bp duoc phét
hién trong mau DAS-40278-9 dugc thir nghiém nhung khong c6 trong d6i ching thong
thudng, cho thiy ring dai ~6300 bp 1a dic hidu véi doan do trinh tu khoi dau ZmUbil tir
plasmit pDAS1740 va do d6 né 1a dai Nco I/ZmUbil mong mudn dugc chi ra trong bang 2.
Tuong tu, hai dai lai ~3800 bp va ~16000 bp dugc phat hién bang doan do trinh tu khéi
dAu ZmUbi1 sau phan cit Sac 1. Dai ~3800 bp xuét hién trong tat ca cdc lan mau ké ca dbi
ch&ng thong thuong va do d6 dugc coi 12 1ai khong dic hiéu clia doan do trinh tu khai dau
ZmUbil véi gen ubi ndi sinh cua ciy ngd. Dai lai ~16000 bp chi c6 mat trong cac mau
DAS-40278-9 dugc coi 1a dai Sac I/ ZmUbil ky vong. Viéc phan cét kép bang Fse 1/ Hind
III dugce ky vong giai phéng manh PTU aad-1 c6 kich thurde 3361 bp lai v6i doan do trinh
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tur khéi ddu ZmUbil (bang 2). Dai 3361 bp nay va dai lai khong dic hiéu c6 kich thuée
~6400 bp dugc phat hién bing doan do trinh tw khéi dAu ZmUbil sau phéan cit Fse I/ Hind
III. Dai ~6400 bp duoc coi 1a gén Kkét khong dac hiéu cida doan do trinh tu khéi dau
ZmUbil v&i gen ubi ndi sinh ciia ciy ngd bai vi dai ndy c6 mit trong tt ca cac 1an mau ké
c4 dbi chimg thong thuong. Ngoai ra, mot dai khac rat gin ~6400 bp quan sat dugc trong
mau ddi ching thong thudong, mdu BC3S1, va mot sé miu BC3S2 . Dai bd sung nay rat
gn ~6400 bp ciing duoc coi 12 khong dic higu béi vi né c6 mit trong 1an miu d6i chung
thong thuong XHH13 va c6 lién quan gin nhat véi nén di truyén cia XHH13.

Céc enzym/hdn hop enzym gi6i han gidng nhu vay, Neo 1, Sac I va Fse I/Hind 111
duoc chon dé mé ta dic diém vang trinh tu két thic (ZmPer5) ctia aad-1 trong bién thé gen
DAS-40278-9. Phan cit Nco I dugc ky vong tao ra méanh viing bién >2764 bp khi dugc lai
vé6i cac doan do ADN dic hidu véi ving trinh tu két thic ZmPer5 (bang 2). Hai dai lai
~4000 bp va ~3900 bp duge phat hién bang doan do trinh ti két thic ZmPer5 sau phan ct
Nco L. Dai ~3900 bp c6 mit & tit ca cac 1an mau ké ca di chiing thong thuong, goi ¥ ring
dai ~3900 bp 14 dai tin hiéu khong dic hidu c6 thé do gan két trong ddng ciia doan do trinh
tur két thuc gen peroxidaza c6 ngudn gdc tir ciy ngd (ZmPer5) véi gen per noi sinh cia cdy
ngd. Nguoc lai, dai tin hiéu ~4000 bp dugc phat hién trong miu DAS-40278-9 dugc thir
nghiém nhung khong ¢6 trong dbi chiing thong thuong, cho thiy rang dai ~4000 bp 14 dic
hiéu v&i doan do trinh tu két thuc ZmPerS5 tir plasmit pDAS1740 va do d6 n6 1a dai Nco
I/ZmPer5 mong mudn dugc chi ra trong bang 2. Manh bién >1847 bp duoc ky vong dé lai
v6i doan do trinh tu két thiic ZmPer5 sau phan cit Sac 1. Hai dai lai ~1900 bp va ~9000 bp
dugc phét hién bang doan do trinh tw két thiic ZmPerS sau phéan cat Sac I. Dai ~9000 bp
xuét hién trong tit ca cac 1an mau ké ca ddi chimg thong thudng va do d6 dugc coi 14 lai
khc‘)né dic hiéu cta doan do trinh ti két thiic ZmPer5 v6i gen per ndi sinh ciia cdy ngd. Dai
lai ~1900 bp chi c6 mit trong cic miu DAS-40278-9 dugc coi 1 dai Sac I/ ZmPer5 ky
vong. Viéc phan cét kép bang Fse I/ Hind 111 dugc ky vong giai phéng manh PTU aad-1 c¢6
kich thudc 3361 bp lai v6i doan do trinh tu két thiic ZmPer5 (bang 2). Dai 3361 bp nay va
dai laiv‘khéng dic hiéu bd sung c6 kich thude ~2100 bp dugc phat hién bang doan do trinh
tu kétl;hac ZmPer5 sau phan cit Fse I/ Hind II1. Dai ~2100 bp bd sung 14 dai gin két
khong &éc hiéu cua doan do trinh tu két thic ZmPer5 véi gen ndi sinh cﬁarcéy ngo do dai

ndy c6 mit trong tit ca cac 1an mAu ké ca d6i chimg am tinh. Céc két qua thu dugc bang
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céc phan cAt cia miu DAS-40278-9 tiép theo lai doan do trinh ty khéi dhu ZmUbil va
trinh tu két thic ZmPer5 con khing dinh ring ban sao don ciia PTU aad-1 nguyén ven tir
plasmit pDAS1740 dugc xen vao hé gen cdy ngd chira bién thé gen DAS-40278-9.

Céc enzym gidi han, Nco I va Sac 1, dugce chon dé md ta dic diém phan con lai clia
cac thanh phan tir manh pDAS1740/Fsp 1 trong bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd
AAD-1 (bang 2). Céc trinh tr ADN cua c4c thanh phan RB7 Mar v3 va RB7 Mar v4 ¢6
mirc d6 dong nhét trén 99,7%, do d6 cac doan do ADN di#c hiéu véi RB7 Mar v3 hodc
RB7 Mar v4 dugc ky vong dé lai véi cac doan ADN chira mot trong hai phién ban cua
RB7 Mar. Hai manh bién >2764 bp va >3472 bp dugc ky vong dé lai v6i cac doan do RB7
Mar v4 v RB7 Mar v3 sau phan cat Nco I (bang 2). Hai dai lai ~4000 bp va ~6300 bp thu
dugc véi mot trong hai doan do RB7 Mar v4 hoac RB7 Mar v3 sau phén cit Neo 1 trong
cac mau DAS-40278-9. Tuong tur, hai manh bién >1847 bp va >4389 bp dugc du doan véi
céc doan do RB7 Mar v4 va RB7 Mar v3 sau phén cét Sac I (bang 2). Cac dai lai ~1900 bp
va ~16000 bp durge phat hién trong cic mau DAS-40278-9 bang doan do RB7 Mar v4 hoic
RB7 Mar v3 sau phén cit Sac L.

Ddng thoi, cac két qua lai Southern thu dugc bing cac doan do yéu t6 nay chira
rang ADN duoc xen trong bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd chita PTU aad-1
nguyén ven cuing v4i viung gin chét nén RB7 Mar v3 va RB7 Mar v4 14n luot & cac dau 57

va 3’ ciia doan xen.

Vi du 2.8. Su ving mit clia cc trinh tu xuong sdng

- Sur két hop theo ty 1& mol twong duong ctia ba doan ADN (bang 1) bao trim gin
nhu toan bd ving xuong sdng Fsp 1 (4867-7143 bp trong plasmit pDAS1740) ctia plasmit
pDAS1740 duogc st dung lam doan do xuong sdng d& mo ta dic diém bién thé gen DAS-
40278-9 cua cdy ngd AAD-1. Manh plasmit pDAS1740/Fsp I dugc sir dung dé tao ra bién
thé gen DAS-40278-9, do d6, khong c6 tin hiéu lai dic hiéu dugc ky vong véi su két hop
doan do xuong sdng (bang 2) sau phan c4t bing enzym giGi han bat ky duéi day. D3 x4c
dinh dugc réng khong co tin hiéu lai dac hi¢u dugc phat hién béng doan do xuong séng sau
phan cét Nco I hodc Sac I trong tht ca cac miu DAS-40278-9. C4c lan déi chimg duong
tinh chira cac dai lai mong mudn thé hién ring cac doan do c6 kha ning lai véi cac doan

ADN tuong ddng bat ky néu c6 mit trong mau. Dt liéu nay goi y rang viéc xen doan trong
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bién thé gen DAS-40278-9 ctia ciy ngd khong bao gbm trinh tr xwong séng vecto batky
bén ngoai vung Fsp I tir plasmit pDAS1740.

Céc mAu 14 tir nam thé hé riéng biét chira bién thé gen DAS-40278-9 dugc sir dung
dé tién hanh phan tich thdm tach Southern dé mo ta dic diém phan ti. Kiéu tich hop dugc
khao st bing cach sir dung phén cét enzym gii han duge chon va két hop doan do dé mo
ta dic diém gen dugc xen, aad-1, cling nhu c4c ving khong ma héa chira trinh tu khoi dau,
" trinh tu két thuc caa biéu hién gen, va ving gin chit nén.

Viéc md ta dic diém thAm tach Southern ctia ADN duoc xen vao bién thé gen DAS-
40278-9 cho thy rang ban sao nguyén ven don ctia PTU aad-1 di dugce tich hgp vao bién
thé gen DAS-40278-9. Khdi lwong phén tir dugc duara bing cach tao thé lai Southern dé
két hop enzym gi¢i han va doan do 13 duy nhat déi vai bién thé gen, va thiét 1ap kiéu xdc
dinh ctia n6. Kidu lai 13 gidng nhau qua tit ca nam thé hé, cho thdy rang doan xen 13 én
dinh trong hé gen cdy ngd. Viéc lai bing cac doan do bao tram ving xuong séng ngoai
- manh bién nap pDAS1740/Fsp I tir plasmit pDAS1740 khing dinh ring khéng c6 trinh tur
xuong séng vecto dugc két hop vao bién thé gen DAS-40278-9.

Vi du 3. Tach dong va mé ta ddc diém ctia trinh tir ADN trong doan xen va ving bién bén
sirdn ciia bién thé gen DAS-40278-9 ctia ciy ngd

Pé mo ta dic diém ADN dugc xen va mé ta vi tri xen hé gen, c4c trinh tr ADN cua
doan xen va viing bién ctia bién thé gen DAS-40278-9 duge xé4c dinh. Tong s 8557 bp clia
trinh tu h¢ gen cia bién thé gen DAS-40278-9 dugc x&c nhén, bao gém 1873 bp cua trinh
tu bién bén sudn 5°, 1868 bp cuia trinh tur bién bén sudm 3°, va 4816 bp cua doan xen ADN.
Poan xen ADN 4816 bp chira bang biéu hién aad-1 nguyén ven, mot phin MAR v3 259 bp
trén dAu tén cling 5°, va mot phdn MAR v4 1096 bp trén dau tan cing 3°. Phan tich trinh tu
phat hién ra xen doan 21 bp & diém ndi tich hop 5° va loai bé hai cdp bazo khéi locut xen
doan ctia hé gen cdy ngd. Xen doan mot cdp bazo duge tim thdy & diém ndi tich hop 3’
gitta hé gen cdy ngd va doan xen DAS-40278-9. Ngoai ra, su thay d6i bazo don (T thanh
C) dugc tim thdy trong doan xen & vi tri 5212 trong ving khong ma hoéa cua 3 UTR.
Khéng c6 thay ddi nio trong cac thay d6i nay anh hudng dén thanh phan khung doc mé

~ cua béang bi€u hién aad-1.
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Khuéch dai PCR dua trén doan xen va trinh tu bién ciia bién thé gen DAS-40278-9
x4c nhén rang c4c ving bién c6 ngudn gdc tir ciy ngd va cac ving n6i c6 thé dugce st dung
dé x4c dinh tinh dic hiéu v6i bién thé gen cia DAS-40278-9. Phan tich kéo dai trinh tu céc
ving ndi chi ra ring khong thu duge khung doc mé méi (ORF>= 200 codon) tir doan xen
ADN trong bién thé gen DAS-40278-9 va ngoai ra khong khung doc md hé gen nao bi pha
v& boi viée tich hgp DAS-40278-9 trong hé gen ciy ngd nguyén thé. Néi chung, viéc mo ta
dic didm ctia doan xen v cé4c trinh tu bién cua bién thé gen DAS-40278-9 ciia ciy ngd
AAD-1 chi ra ring ban sao nguyén ven don ctia bing biéu hién aad-1 dugc tich hop vao hé

gen nguyén thé cua ciy ngo.

Vi du 3.1. Tach va dinh lugng ADN hé gen

ADN hé gen duoc tach tir mo 14 d& nghién duge dong kho hodc twoi bang cach sir
dung phuong phap CTAB cai bién. Cac mau ADN dugc hoa tan trong 1x TE (10mM Tris
pH8.,0, ImM EDTA) (Fluka, Sigma, St. Louis, MO) va duoc dinh lugng b%mg phuong
phép Pico Green theo chi din ctia nha san xuat (Molecular Probes, Eugene, OR). Ddi v6i
phan tich PCR, c4c miu ADN dugc pha lodng bang nudc dat cap d6 sinh hoc phén tir (5
PRIME, Gaithersburg, MD) dé thu dugc ndng do bing 10-100 ng/pl.

Vi du 3.2. Doan mdi PCR

Bang 3 liét ké cac trinh tu doan mdi dugc st dung dé tach dong doan xen ADN va
cac vung bién bén sudn cua bién thé gen DAS-40278-9, véi cée vi tri va m6 ta duoc danh
diu trén Fig. 4. Bang 4 liét ké céc trinh tu doan mdi duoc s dung dé x4c nhén doan xen va
cac trinh tu bién. Cac vi tri doan mdi dugc danh d4u 1an hrot trén cac fig.4vas. Tét ca cac
doan mbi duge téng hop boi Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, IA). Cac doan
mdi dugc hoa tan trong nuée (5 PRIME, Gaithersburg, MD) dénndng d6 100 pM dbi véi
dung dich gbc va dugc pha lodng bing nuéc dén ndng d6 10 uM d6i véi dung dich thir

nghiém.
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Bang 3. Danh séch céc trinh tu doan mdi dugc sir dung trong viéc tach dong doan xen
trong bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ng6 va trinh tur bién bén sudn

Kich
Tén doan mdi | thudce Vi tri (bp) Trinh tu Muc dich
(bp)
SeqID No: 1: 5° — PCR biac mdt cho
SEnd3812 A | 26 | 2231-2256 (-) .
TGCACTGCAGGTCGACTCTAGAGGAT -3’ trinh tu bién 5’
Seq ID No: 2: 5° — PCR béc hai cho
5End3812 B 23 | 2110-2132 () )
GCGGTGGCCACTATTTTCAGAAG -3’ trinh tu bién 5’
5535-5560 SeqID No: 3: 5 — PCR béc mot cho
3End3812 C | 26
€] TTGTTACGGCATATATCCAATAGCGG -3’ trinh tu bién 3’
5587-5612 Seq ID No: 4: 5° — PCR béc hai cho
3End3812 D | 26
) CCGTGGCCTATTTTCAGAAGAAGTTC -3’ trinh tu bién 3’
Khuéch dai doan
Seq ID No: 5: 5° — xen, Amplicon 1,
Amp IF 23 736-758 (+)
ACAACCATATTGGCTTTGGCTGA - 3° dugce su dung véi
Amp 1R
Khuéch dai doan
Seq ID No: 6:5* — xen, Amplicon 1,
Amp 1R 28 | 2475-2502 (-)
CCTGTTGTCAAAATACTCAATTGTCCTT - 3’ | dugc sir dung véi
Amp 1F
Khuéch dai doan
1696-1718 SeqID No: 7: 5 — xen, Amplicon 2,
Amp 2F 23
) CTCCATTCAGGAGACCTCGCTTG -3’ duogc st dung véi
Amp 2R
Khuéch dai doan
Seq ID No: 8:5” — xen, Amplicon 2,
Amp 2R 23 3376-3398 (-)
GTACAGGTCGCATCCGTGTACGA -3’ duoc st dung véi
Amp 2F
Khuéch dai doan
3254-3278 Seq ID No: 9: 5° — xen, Amplicon 3,
Amp 3F 25
) CCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGAT -3’ duoc st dung véi
Amp 3R
Khuéch dai doan
Seq ID No: 10: 5° - xen, Amplicon 3,
Amp 3R 23 | 4931-4953 (-)
GTCATGCCCTCAATTCTCTGACA -3’ duoc st dung véi
Amp 3F
Khuéch dai doan
4806-4828 | SeqID No: 11: 5° —
Amp 4F 23 xen, Amplicon 4,
€] GTCGCTTCAGCAACACCTCAGTC -3’

duoc st dung véi
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Amp 4R
Khuéch dai doan
Seq ID No: 12: 5’ - xen, Amplicon 4,
Amp 4R 23 6767-6789 (-)
AGCTCAGATCAAAGACACACCCC -3’ dugec s dung voi
Amp 4F
Khuéch dai doan
6300-6327 Seq ID No: 13: 5’ — xen, Amplicon 5,
Amp 5F 28 .
) TCGTTTGACTAATTTTTCGTTGATGTAC -3’ | duge sir dung v6i
Amp 5R
Khuéch dai doan
Seq ID No: 14: 5° — xen, Amplicon 5,
Amp 5R 23 7761-7783 (-)

TCTCACTTTCGTGTCATCGGTCG -3’

dugc sir dung véi

Amp 5F

(+): Trinh tir tryc tiep;

(-): Trinh tu b sung;

Béang 4. Danh sich c4c trinh tu doan mdi dugce sir dung trong viée xac nhan ADN hé gen

cua cdy ngd

Kich
Tén doan mdi | thude | Vi tri (bp) Trinh tu Muc dich
(bp)
Xac nhén ADN h¢ gen
1816-1832 Seq ID No: 15: 5 —
1F5End01 17 bién 5', dugc st dung
) CCAGCACGAACCATTGA -3’
v6i AISEnd01
Xac nhan ADN hé gen
1629-1652 Seq ID No: 16: 5° —
1F5End02 24 bién 5', dugc st dung
l ) CGTGTATATAAGGTCCAGAGGGTA-3’
v6i AISEnd02
Xac nhan ADN hé gen
Seq ID No: 17: 5’ —
AI5SEndO1 17 4281-4297 (-) bién 5', dugc str dung
TTGGGAGAGAGGGCTGA- 3’
v6i 1F5End01
Xac nhén ADN hé gen
Seq ID No: 18: 5 —
AISEnd02 20 4406-4426 (-) bién 5', dugc st dung
TGGTAAGTGTGGAAGGCATC-3’
v6i 1F5End02
Xéac nhan ADN hé gen,
Seq ID No: 19: 5’ —
1F3End03 20 8296-8315 (-) dugc st dung véi
GAGGTACAACCGGAGCGTTT-3’
1F5End03
1F3End04 Xac nhin ADN hé gen,
Seq ID No: 20: 5° —
19 8419-8437 (-) duoc sur dung véi
CCGACGCTTTTCTGGAGTA- 3’
1F5End04
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Xac nhian ADN hé gen,
Seq ID-No: 21: 5 —
1F5End03 22 378-399 (+) duoc str dung vaoi
TGTGCCACATAATCACGTAACA-3’
1F3End03
Xac nhan ADN hé gen,
Seq ID No: 22: 5 —
1F5End04 20 267-286 (+) duoc su dung voi
GAGACGTATGCGAAAATTCG-3’
1F3End04
Xac nhan ADN hé gen
Seq ID No: 23: 5 — .
AI3EndO1 22 4973-4994 (+) bién 3', dugc sir dung
TTGCTTCAGTTCCTCTATGAGC-3’
véi 1F3End0S
Xéac nhidn ADN hé gen
Seq ID No: 24: 5° —
1F3End05 19 7060-7078 (-) bién 3', dugc sir dung
TCCGTGTCCACTCCTTTGT-3’
véi AI3EndO1
Khuéch dai trinh tur
Seq ID No: 25: 5’ - ,
1F5EndT1F 22 2033-2054 (-) déc hiéu 278 ¢ diém
GCAAAGGAAAACTGCCATTICTT-3’ i
noi 5'
Khuéch dai trinh tu
Seq ID No: 26: 5° — i
1F5SEndT1R 20 1765-1784 (+) dédc hiéu 278 & diém
TCTCTAAGCGGCCCAAACTT-3’ i
ndi 5'
Khuéch dai trinh tr
, Seq ID No: 27: 5 — .
Corn278-F 23 1884-1906 (-) déc hiéu 278 ¢ di€ém
; ATTCTGGCTTTGCTGTAAATCGT-3’ i
noi 5'
Khuéch dai trinh tu
Seq ID No: 28: 5 — R
Corn278-R 24 1834-1857 (+) dac hiéu 278 & di€m
: TTACAATCAACAGCACCGTACCTT-3’ i s
ndi 5'

“(+): Trinh tu truc tiép;
(-): Trinh tr bd sung;

Vi du 33.Di chuyén doc hé gen

' GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA)

dugce sir dung dé tach dong céc trinh tr bién bén suom 5° va 3° ciia bién thé gen DAS-

40278—9 ctia cly ngd. Theo huéng din clia nha san xuét, khoang 2,5 pg ADN hé gen tir
bién thé gen DAS-40278-9 cita ciy ngd AAD-1 dugc phan cit qua dém bing EcoR V, Stu 1
(c4 hai dugc cung cip trong kit) hoic Sca I (New England Biolabs, Ipswich, MA). ADN
phan cit dugc duoc tinh ché bang cach st dung DNA Clean & Concentrator™-25 (ZYMO

- Research,Orange, CA) tiép theo nbi véi bo tiép hop GenomeWalker™ dé xay dung ciu

trac thu vién GenomeWalker™. Mbi thu vién GenomeWalker™ duoc sir dung 1am khuén

ADN dé khuéch dai PCR bac mot bf‘mg doan mdi tiép hop AP1, dugce cung cép trong kit,
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va m3i doan mdi dic hiu cdu tric SEnd3812_A va 3End3812_C. Mot microlit ctia dich
pha loang theo ty 1€ 1:25 cia phan tng PCR bac m¢t sau d6 duge st dung 1am khuén cho
khuéch dai PCR bac hai v6i doan mdi tiép hop duogc léng AP2 va mbi doan mdi dic hiéu
chu triic dugc 10ng 5End3812 B va 3End3812_D. TaKaRa LA Taq™ HS (Takara Bio
Inc., Shiga, Japan) duoc st dung trong khuéch dai PCR. Trong 50 uL phan tmg PCR, 1 pL
mau ADN, 8 pL 2,5 mM ctia hdn hgp dNTP, 0,2 uM mdi doan mdi, 2,5 don vi TaKaRa
LA Tag™ HS ADN Polymeraza, 5 pul 10 x LA dung dich dém PCR II (Mg2+ plus), va 1,5
uL MgCl, 25 mM dugce sir dung. Céc diéu kién PCR cu thé duoc liét ké trong bang 5.

Béang 5. Céc diéu kién di chuyén doc hé gen clia bién thé gen DAS-40278-9 ciia

cAy ngd AAD-1 dé khuéch dai ving bién bén sudn

95/30 | 6807mS 564 | 68/10:00
SEnd3812_A 95/30 | 64130 68/10:00
/ 30
Bién 5’ 95/3 72/10
AP1
8 chu ky 22 chu ky
95/30 | 680%mB_y64 | 68/10:00
Biens | Snd812B 95530 | 64/30 68/10:00
/ 95/3 /30 72/10
(dugc
X AP2
Iong) 8 chu ky 22 chu ky
95/30 | 68%%mB_s64 | 68/10:00
3End3812 C 95/30 64/30 68/10:00
) /30 72/10
Bién 3’ APl 95/3
8 chu ky 22 chu ky
68°05mE_y 64
N 3End3812_D 95/30 68/10:00 95/30 64/30 68/10:00
Bién 3° /30
/ 72/10
(dugce 95/3
. AP2 i .
16ng) 8 chu ky 22 chu ky

Vi du 3.4. PCR thong thuong

PCR chuan dugc sir dung dé tach dong va x4c nhan doan xen ADN va trinh tur bién
trong bién thé gen DAS-40278-9 ciia cdy ngd. TaKaRa LA Taq™ (Takara Bio Inc., Shiga,
Japan), HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen, Valencia, CA), Expand High Fidelity PCR
System (Roche Diagnostics, Inc., Indianapolis, IN), hodc Easy-A® High-Fidelity PCR
Cloning Enzyme & Master Mix (Stratagene, LaJolla, CA) dugc st dung dé khuéch dai
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PCR thong thuong theo céc quy trinh duoc d& nghi béi nha san xuét. Cac diéu kién PCR cu

thé va mo ta amplicon duoc liét ké trong bang 6.

Bang 6. Cac diéu kién dé khuéch dai PCR chuén cia cc ving bién trong bién thé gen

DAS-40278-9 cda cdy ngd

1F5End01
95/30 60/30 68/5:00
/ 72/10
Bién 5’ 95/3
AI5End01 35 chu ky
1F5End02
95/30 60/30 68/5:00
/ 72/10
Bién 5 95/3
o AISEnd02 35 chu ky
1F3End03
" Qua locut xen 95/30 60/30 68/5:00
| / 72/10
doan 95/3
1F5End03 35 chuky
1F3End04
Qua locut xen 95/30 60/30 68/5:00
/ 72/10
doan 95/3
1F5End04 35 chu ky
. A Amp 1F .
Diém néi 5° p 94/60 55/60 72/2:00 72/10
(Amplicon 1) / 95/2
con N
P Amp IR 35 chu ky
Amp IF 94/60 55/60 72/2:00 72/10
Amplicon 2 / 95/2
Amp IF 94/60 55/60 72/2:00 72/10
Amplicon 3 / 95/2
Amp IF 94/60 55/60 72/2:00 72/10
Amplicon 4 / 95/2
i A Amp 1F .
Didm néi 3° 94/60 55/60 72/2:00 72/10
(Amplicon 5) / 95/2
icon RN
P Amp 1R 35 chu ky
1F3End05 95/30 60/30 68/5:00 72/10
Bién 3’ / 053
3 .
AI3End01 35 chuky
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Vi du 3.5. Phét hién san phim PCR, tinh ché, tich dong phu ctia céc san phim PCR, va
giai trinh tu

Céc san phdm PCR dugc kiém tra bing dién di bang cach sir dung E-gel 1,2% hoic
2% (Invitrogen, Carlsbad, CA) theo huéng dan st dung san pham. Kich thuéc manh dugce
wéc tinh bang céch so sanh véi cac chi ddu ADN. Néu cdn, cac manh PCR dugc tinh ché
, bang cach cét cic manh tir gel agaroza 1% trong 1x TBE dugc nhudm bang ethidi bromua,
Béng cach sir dung QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Carlsbad, CA).

| Céc manh PCR dugc tach dong phu trong pCR®4-TOPO® bang cach st dung TOPO
TA Cloning® Kit dé giai trinh tir (Invitrogen, Carlsbad, CA) theo huéng dan sir dung san
phim. Dic biét, hai &&n nam microlit dich phan tng tich dong TOPO® dugc bién nap vao
té bao kha bién hoa hoc TOP10 One Shot theo chi din ctia nha san xuét. Cac manh duoc
tach dong duoc kiém tra bing quy trinh tao ra ADN plasmit quy mé nhé (QIAprep Spin
Miniprep Kit, Qiagen, Carlsbad, CA) t_iép theo phan cét giéi han bang EcoR I hoidc bing
PCR khudn lac truc tiép bang cach sir dung céc doan mdi T3 va T7, duge cung cép trong
kit. Sau do, ADN plasmit hodc dung dich du trir glyxerol cua cac khuén lac duoc chon
dugc ding dé giai trinh tur.

Sau khi tach dong phu, cac san pham PCR dich gia dinh dugc xép trinh tu ban dau
dé x4c nhan ring cac doan ADN mong mudn d3 duge tich dong. Cac khuén lac chira trinh
tu ADN thich hop dugc chon dé di chuyén doc doan moi dé xéac dinh céc trinh tr ADN d‘éy
du. Viéc giai trinh tu dugce thuc hién boi Cogenics (Houston, TX).

Cudi cung, l4p rép doan xen va céc trinh tu bién duge hoan thanh bang cach sir
dung phan mém Sequencher (Phién ban 4.8 Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).
Viéc chu thich ctia doan xen va céc trinh tir bién ctia bién thé gen DAS-40278-9 ctia cay
ng6 dugc thuc hién bing céch sir dung Vector NTI (Phién ban 10 va 11, Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Tim kiém d6 tuong ddng duoc thuc hién bing cach sir dung chuong trinh BLAST
dbi véi co s& dir liéu Ngan hang gen. Phén tich khung doc m& (Open reading frame - ORF)
béng Vector NTI (Phién ban 11, Invitrogen) dugc thuc hién dé nhan dién cac ORF (>=200

codon) trong doan xen va cac trinh tu bién bén suon day du.
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Vi du 3.6. Trinh ty bién dau 5’

Poan ADN dugc khuéch dai tir mdi thu vién GenomeWalker™ bién thé gen DAS-
40278-9 cia cdy ngd bang bd doan mdi dugc 1dng diic hiéu cho ddu 5° ctia gen chuyén. San
phim PCR kich thuéc khoang 800 bp dugc quan st tir ca hai thu vién GenomeWalker™
cuia bién thé gen DAS-40278-9 EcoR V va Stu 1. Thu vién GenomeWalker™ Sca I tao ra
san phdm khoang 2 kb. Cc manh dugc tach dong vao pCR®4-TOPO® va squ khuan lac tir
mdi thu vién dugce chon ngﬁu nhién dé giai trinh tu d4u dé xac nhan doan xen chua céc
trinh ty mong mudn. Hoan thanh giai trinh ty béng cach di chuyén doc doan mdi ciia cac
doan xen phat hién ra rﬁng cac manh dugc khuéch dai tir cac thu vién GenomeWalker™

ciia bién thé gen DAS-40278-9 ciia cdy ngd Stu I, EcoR V, va Sca 1 1an luot 12 793, 822, va
2132 bp. Cac doan ADN dugc tao ra tir cac thu vién GenomeWalker™ Stu I va EcoR V
khép 100% véi doan ADN dugc tao ra tir thu vién GenomeWalker™ Sca 1, goiy ré‘mg cac
doan ADN nay dugc khuéch dai tir ving 5° ctia doan xen gen chuyén. Tim kiém BLAST
thu dugc trinh tu hé gen cay ngd 1873 bp chi ra 40 tuwong ddng cao véi trinh tir ctia dong
vo tinh BAC cua cdy ngd. Ngoai ra, trinh tu phan tich cia diém néi xen doan chi ra ring
917 bp cia MAR v3 ¢ vung ddu 5° cia nd dugc cit so sanh véi manh plasmit

pDAS1740/Fsp I, d& lai mot phan 259 bp ciia MAR v3 & viing 5” ctia bang biéu hién aad-1.

Vi du 3.7. Trinh ty bién déu 3’

Poan ADN c¢6 kich thudc khoang 3 kb dugce khuéch dai tir thu vién
GenomeWalker™ bién thé gen DAS-40278-9 Stu I cta cdy ngd biang bd doan mdi dugc
16ng dic hiéu cho dAu 3’ caa gen chuyén. Poan ADN nay dugc tach dong vao pCR®4-
TOPO® va mudi khuin lac dugc chon ngiu nhién dé giai trinh tur d4u dé x4c nhan doan xen
c6 c4c trinh tw mong mudn. Ba dong v6 tinh c6 doan xen mong mudn duogc giai trinh
hoan toan, tao ra doan ADN 2997 bp. Phén tich trinh tur ctia doan ADN nay phét hién ra
rang mot phan yéu t6 MAR v4 (thiéu 70 bp ciia viing 5’ ctia nd) va trinh ty hé gen cay ngd
1867 bp. Tim kiém BLAST cho thy trinh tw ADN hé gen 1867 bp khop 100% véi trinh tir
trong cung dong vo tinh BAC cua cdy ngd nhu dugc nhén dién bang trinh tu bién 5°.

Vi du 3.8. Poan xen ADN va trinh tu ndi
Doan xen ADN va céc ving ndi duge tach dong tir bién thé gen DAS-40278-9 clia

c4y ngd bang cach str dung phuong phép dya trén PCR nhur dugc mo ta trén ddy. Nam cdp
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doan mdi dugc thiét ké dua trén céc trinh tir bién bén sudn 5° va 3’ va trinh tu gen chuyén
- mong mudn. Téng s6, nim doan ADN gbi chdng (Amplicon 1 ¢6 kich thude 1767 bp,
Amplicon 2 ¢6 kich thuéc 1703 bp, Amplicon 3 c6 kich thuéc 1700 bp, Amplicon 4 ¢6
kich thuéc 1984 bp, va Amplicon 5 c6 kich thude 1484 bp) duoc tach dong va dugc giai
trinh tu (Fig. 4). Toan by doan xen va cac trinh tir bién bén sudon dugc lép rép dua trén
trinh tr gbi chong trong s6 nam doan nay. Trinh tu cudi cliing x4c nhan su c6 mt cia 4816
bp ctia doan xen ADN ¢6 ngudn gdc tir pDAS1740/Fsp 1, 1873 bp cia trinh tu bién bén
suon 5°, va 1868 bp cua trinh ty bién bén suon 3°. Poan xen ADN 4816 bp chira bang bidu
hiénaad-1 nguyén ven, mot phén MAR v3 259 bp trén déu tan cung 5°, va mot phén MAR
v4 1096 bp trén dau tan cing 3’ (Seq ID No: 29).

ft nhét hai dong v6 tinh d6i voi mbi cip doan mdi duge st dung dé di chuyén doc
doan moi dé thu duoc thong tin trinh tu dAy du trén doan xen ADN va céc trinh ty bién clia
n6. Phan tich trinh tu chi ra xen doan 21 bp & diém nbi tich hop 5’ gitta ADN hé gen ciy
ngd va mdt phin MAR v3 dugc tich hop tir pDAS1740/Fisp L. Két qua tim kiém BLAST va
phén tich Vector NTI chi ra ring ADN doan xen 21 bp khong thé hién d6 tuong dong véi
ADN ctia loai thue vat bat ky hodc ADN plasmit pDAS1740. Xen doan cdp bazo don dugc
fim thdy & diém ndi tich hop 3’ giita ADN hé gen cdy ngd va mdt phdn MAR v4 tir
pDAS1740/Fsp 1. Viéc tich hgp ADN con dan t6i loai bo hai cip bazo & locut xen doan
ctia hé gen cay ngd (Fig. 6). Ngoai ra, sy khac biét mot nucleotit (T thanh C) & vi tri cia
5212 bp dugce quan sat thdy trong ving UTR 3’ khong dugc dich ma ciia doan xen ADN
(Seq ID No: 29). Tuy nhién, khong mot trong cac thay d6i nay duong nhu c6 tinh quyét
dinh véi sy biéu hién aad-1 hodc tao ra cac ORF méi bt ky (>= 200 codon) qua cac diém

ndi trong doan xen DAS-40278-9.

Vi du 3.9. X4c nhén céc trinh tu hé gen cua cdy ngd

Dé x4c nhan vi tri xen doan ciia gen chuyén bién thé gen DAS-40278-9 trong h¢ gen
cay ngo, viéc khuéch dai PCR dugce thuc hién bang cac cip doan moi khac nhau (Fig. 4).
ADN hé gen tir bién thé gen DAS-40278-9 va cc dong cay ngd chuyén gen hoic khong
chuyén gen khac dugc st dung 1am khudn mAu. Hai doan mdi dic hidu aad-1, AISEnd01
va AISEnd02, va hai doan mdi dugc thiét ké theo trinh tu bién dau 5°, 1F5End01 va
1F5End02, dugc st dung dé khuéch dai cac doan ADN kéo dai gen aad-1 dén trinh tu bién
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dau 5°. Tuong tu, dé khuéch dai doan ADN kéo dai aad-1 dén trinh tu bién diu 3°, doan
mdi 1F3End05 ¢6 ngu&“)n géc tir trinh tu bién ddu 3’ va doan moi AI3End01 dic hiéu aad-1
dugc st dung. Cac doan ADN c6 kich thude mong mudn chi dugc khuéch dai tir ADN hé
gen cta bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd AAD-1, véi m&i c3p doan mdi chira mot
doan mdi ndm trén bién bén sudn cia bién thé gen DAS-40278-9 ciia ciy ngd AAD-1 va
mot doan mdi dic hiéu aad-1. Cac mau ADN d6i chimg khong thu dugc san phim PCR c6
cing cip doan mdi cho thiy ring céc trinh tr bién d4u 5’ va 3’ dugc tach dong qua thue
14n luot 12 trinh tu phia trude va phia sau cia cdu tric gen aad-1 dugc xen. Luu y rang dai
md ¢6 kich thude khoang 8 kb duge quan sat trong tit ca cac mau cdy ngd chira bién thé
gen DAS-40278-9 ciia cy ngd AAD-1, bién thé gen DAS-40474 clia ciy ngd AAD-1 va
dong cay ngd khong chuyén gen XHH13 khi cip doan moi 1FSEnd01 va AISEnd01 dugc
str dung dé khuéch dai PCR. Dai m& quan sat dugc (trén gel da dugc chudn bi) ¢6 thé 1a
két qua cua khuéch dai khong dic hiéu trong hé gen ciy ngd bang cip doan mdi nay.
Pé x4c nhan thém viéc xen doan ADN trong hé gen ciy ngd, hai doan mdi ndm &
trinh tur bién d4u 5°, 1F5End03 va 1F5End04, va hai doan mdi ndm & trinh tur bién dau 3°,
1F3End03 va 1F3End04, dugc st dung dé khuéch dai cac doan ADN kéo dai locut xen
doan. Khuéch dai PCR b.%mg mot trong hai cip doan mdi 1F5End03/1F3End03 hoic
1F5End04/1F3End04 thu dugc manh c6 kich thudec mong mudn x4p xi 8 kb tir ADN hé
gen ctia bién thé geh DAS-40278-9 cua cday ngd AAD-1. Ngugc lai, khong thu dugc san
phdm PCR tir ADN hé gen ciia bién thé gen DAS-40474-7 clia cdy ngd AAD-1 hodc dong
ciy ngd khong chuyén gen XHH13. Cho rang bién thé gen DAS-40278-9 va bién thé gen
DAS-40474-7 cua cay ngd AAD-1 dugc tao ra nho su bién nap Hill, tiép theo lai nguoc
bién thé gen chuyén gen ban dau véi dong cdy ngd XHH13, phén 16n hé gen trong mdi
trong hai bién thé gen nay vé mit ly thuyét 14 tir dong cay ngd XHH13. R4t ¢6 thé 13 chi
trinh tr bién bén sudn gin véi gen chuyén aad-1 duge chuyén tir ADN hé gen ban dau va
duoc gift trong qué trinh chuyén bién thé gen AAD-1, trong khi c4c ving khéc cua céc
trinh tr hé gen c6 thé di dugc thay thé boi cac trinh tr hé gen ctia XHH13. Do d6, khong
bét ngd ring khong c6 manh nio dugc khuéch dai tir ADN hé gen clia bién thé gen DAS-
40474-7 ctia cidy ngd AAD-1 va XHHI3 bing mét trong hai cip doan mdi
1F5End03/1F3End03 hoic 1F5End04/1F3End04. Cac manh c6 kich thudc xép xi3,1va
3,3 kb 1an luot duge khuéch dai bing céc cip doan mdi 1F5End03/ 1F3End03 va
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1F5End04/1F3End04 trong ADN hé gen cua dong cdy ngd Hill va B73 nhung khong &
dong ciy ngd A188. Céc két qua chi ra ring céc trinh tu bién c6 ngudn gde tir hé gen cua
dong cay ng6 B73.

Viéc tach dong bd sung ADN hé gen cdy ngd tir B73/Hill dugc thuc hién dé bao
dam hiéu luc cia cac trinh tur bién bén suon. Cac manh dugc khuéch dai PCR dugc giai
trinh tu dé chiing minh viing ADN doan xen dugc tich hop vao vi tri cu thé cia ADN hé
gen B73/HilL. Céc doan mdi dugc thiét k& dua trén trinh tu thu dugc. B doan mdi Amp
1F/Amp 5R dugc st dung dé khuéch dai manh 2212 bp kéo dai cac diém ndi 5° dén 3’ tir
hé gen B73/Hill nguyén thé ma khéng xen ADN. Phan tich trinh ty phét hién ra rang c6 su
loai bo hai cap bazo khéi hé gen B73 nguyén thé trong locut xen doan gen chuyén. Phan
tich c4c trinh tw ADN tir manh hé gen B73 nguyén thé duge tAch dong nhan dién mot ORF
(>= 200 codon) ndm phia sau ctia viing ni tich hop 3. Ngoai ra, khong ¢ cac ORF khéac
trong locut ban dau trong d6 bién thé gen DAS-40278-9 ciia cdy ngd AAD-1 dugc hop
nhét. Tim kiém BLAST con x4c nhén ring c4 hai trinh tu bién diu 5> va ddu 3’ tir bién thé
gen DAS40278-9 dugc nim canh nhau trén cling dong v6 tinh BAC cta cy ngd.

C#n i vao tinh duy nhét cia didm nbi tich hop 5° ciia bién thé gen DAS-40278-9
clia ciy ngd AAD-1, hai cip doan mdi PCR cu thé, 1FSEndT1F/1F5EndT1R va Corn278-
F/Com278-R, dugc du dinh dé khuéch dai diém nbi doan xen véi hé gen thuc vat nay. Nhu
duogc du doan, doan ADN mong mudn chi dugc tao ra trong ADN hé gen cta bién thé gen
DAS-40278-9 cta cdy ngd AAD-1 ma khdng & dong cay ngd khac bétky chuyén gen hodc
khong chuyén gen. Do d6, hai cip doan mdi d6 c6 thé duogc st dung 1am chit nhan dién

dic hiéu bién thé gen DAS-40278-9 cuia cdy ngd AAD-1.

Vi du'4. M6 ta dic diém hé gen bing cac chi ddu SSR bén suon ctia DAS-40278-9

Pé mo ta dic diém va md ta vi tri xen doan hé gen, céc trinh tu chi diu ndm gén
doan xen dugc xac dinh. Bang cac chi d4u SSR da hinh duoc sir dung dé nhan dién va lap
so dd vi tri gen chuyén. Bién thé gen pDAS1740-278 ndm trén nhiém sic thé 2 & xdp xi 20
cM giita céc chi ddu SSR UMC1265 va MMCO111 & x4p xi 20 cM trén so d lién két cay
ngd 2008 DAS. Bang 6 tom tit thong tin doan mdi d6i vdi hai chi ddu nay dugc tim thdy &
gin gen chuyén pDAS1740-278.
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Bang 6. Tén doan moi, chat mau danh dau, vi tri locut, c4c trinh tu doan moi xudi
va nguoc, va cac luu y quan trong doi vai chat chi dau bén sudn dugc lién két voi bién the

gen pDAS1740-278.

Seq ID No: 30: 5° Seq ID No: 31: 5° )
GCCTAGTCGCC TGTGTTCTTGATT | Chi dau bén
TACCCTACCAAT — | GGGTGAGACAT — | suon trai

umcl265 | NED 21 20 |2,02

3 3

Seq ID No: 32: 5 -- Seq ID No: 33: 5°--

TACTGGGG AATCTATGT Chi dAu bén
mmcOl11 | FAM T 21 20 | 2,03 | A rTAGAGCAGAAG | GTGAACAGCAGC | suon phai

-3 -3

Vidu4.1. Tach gDNA (ADN hé gen)

gDNA duoc tach tir may duc 16 14 bang cach str dung DNEasy 96 Plant Test Kit
(Qiagen, Valencia, California). C4c cai bién duoc thuc hién dbi véi quy trinh dé diéu chinh
cho tu dong héa. gDNA tach dugc dugc dinh luong b@'mg cach st dung chit mau
PicoGreen® tir Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR). Nong d6 gDNA dugc pha lodng dén

5 ng/pl dbi véi tat ca cac mau bang cach st dung nudce khir ion vo trung.

Vi du 4.2. Sang loc gDNA bing cac chi ddu

gDNA pha lodng dugc phén loai kiéu gen bang tap hop con cac chi dAu 13p lai trinh
tir don gian (simple sequence repeats - SSR). Cac chi diu SSR dugc téng hop bing
Applied Biosystems (Foster City, California) v6i cac doan mdi xudi dugc danh d4u bang
cac nhan huynh quang 6-FAM, HEX/VIC, hodc NED (14n luot c6 mau lam, luc va vang).
Céc chi ddu dugce chia thanh cic nhém hodc c4c 1an dya trén nhin huynh quang ctia chiing
va kich thuéc amplicon dé tao thuén lgi cho viéc tao phirc va phan tich sau PCR.

PCR duoc thuc hién trong dia thir nghiém 384 16 v6i mdi phan tng chira 5 ng ADN
hé gen, 1,25X dung dich dém PCR (Qiagen, Valencia, California), 0,20 pM cta ting doan
mdi xubi va nguoc, 1,25 mM MgCl,, 0,015 mM cuta timg dNTP, va 0,3 don vi HotStart
Taq ADN polymeraza (Qiagen, Valencia, California). Viéc khuéch dai dugc thuc hién
trong GeneAmp PCR System 9700 v6i mddun dau kép 384 (Applied Biosystems, Foster
City, California). Chuong trinh khuéch dai nhu sau: (1) kich hoat Taq 14n d4u & 95°C trong
12 phit; (2) 30 gidy 6 94°C; (3) 30 gidy & 55C; (4) 30 gidy & 72°C; (5) 1ap lai céc budce 2-4
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trong 40 chu k¥; va (6) 30 phiit kéo dai cudi cing & 72°C. Cac san pham PCR ddi véi mbi
1an chi ddu SSR duoc tao phirc cliing nhau bang cach bd sung 2 pl cia timg san pham PCR
tir cing cdy vao nudc khir ion v tring cho tong thé tich bang 60 pl. P6i véi cac san phim
PCR dugc tao phuec, 0,5 ul duge rap vao dia nap 384 16 chira 5 pl dung dich dém nap bao
gdm ty 16 1:100 cta chudn kich thudc LIZ cdp bazo GeneScan 500 va ABI HiDi
Formamide (Applied Biosystems, Foster City, California). Sau do, cac mau duoc nap 1én
trén ABI Prism 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California) aé
dién di mao quan theo dé nghi ctia nha san xuét véi tbng thoi gian chay bang 36 phit. Dit
liéu chi déu duogc thu bing phin mém ABI Prism 3730x1 Automated Sequencer Data
Collection Phién ban 4.0 va duoc tach bang phin mém GeneMapper 4.0 (Applied

Biosystems) d& mé ta dic diém alen va danh d4u kich thuéc manh.

Vi du 4.3. Céc két qua chi ddu SSR

Di liéu doan mdi d6i vé6i cac chi ddu bén sudn dugc nhan dién & viing gén nhét véi
gen chuyén duge liét ké trong bang 6. Hai chi du duoc lién két gin nhat, UMCI1265 va
MMC0111, ndm & khoang cach xap xi 20 ¢cM so véi doan xen gen chuyén trén nhiém sic

thé 2.

Vi du 5. Md ta dic diém cia protein aad-1 trong bién thé gen DAS-40278-9

Céc dic tinh sinh hoa cia protein aad-1 tai td hop c6 ngudn gbc tir bién thé gen
DAS-40278-9 cua cdy ngd chuyén gen dugc mo ta. Dién di trén gel natri dodexyl sulfat
polyacrylamit (SDS-PAGE, dugc nhu¢om bang xanh Coomassie va phuong phap phat hién
glycoprotein), thAm tach Western, thir nghiém bang thtt chin do4n mién dich, phd khéi véi
dAu do k¥ thuat thoi gian bay giai hip/ion hoa laze dugc hd trg béi chit nén (MALDI-TOF
MS) va phan tich gidi trinh tu protein bang MS bd d6i duoc st dung dé mo ta dic diém cac
dac tinh sinh hoéa cta protein.

Vi du 5.1. Thir nghiém bang chin doan mién dich
Su ¢6 mit cua protein aad -1 trong mo 14 cia DAS-40278-9 dugc x4c nhin bing
cach str dung céc bang thu chin doan mién dich dugc diéu ché thuong mai tor American

Bionostica. Cac bang ndy c6 thé phan biét gifta cac thyc vat chuyén gen va khong chuyén
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gen bang cach thir nghiém céc dich chiét 14 tho (dir liéu khong duge chi ra). Dich chiét
khong chuyén gen (XHH13) khong chira cac lugng protein phan tmg mién dich c6 thé phat
hién duge. Két qua ndy ciing dugce xac nhan bing phan tich thAm tich Western.

Dé thir nghiém sy biéu hién cia protein aad-1, phan tich bang chin doan mién dich
duoc thuce hién. Bdn 14n duc 13 14 duoc thu tir mdi thye vét déi voi XHHI13 (thuc vét déi
chimg) va bién thé gen DAS-40278-9 bang cach kep mo gifta cac ndp snap-cap ciia bngly
tAm nho 1,5 ml dugc danh dau riéng r&. Khi nhin dugc trong phong thi nghiém, 0,5 ml
dung dich dém chiét aad-1 (American Bionostica, Swedesboro, NJ) dugc bd sung vao mdi
6ng, va md nay duge lam ddng nhit bang cach sir dung chay dung mot 14n tiép theo lac
mau trong ~10 gidy. Sau khi ddng nhit hoa, bang thir dugc dit trong bng va dé cho hién
hinh trong ~ 5 phut. Su ¢ mdt hay ving mit ctia protein aad-1 trong dich chiét thuc vat
duoc x4c nhan dya trén su xuit hién (hodc khong xuét hién) dai thir nghiém trén bang chén
doan mién dich. Ngay khi sur biéu hién cta protein aad-1 duge xac nhén d6i voi bién thé
gen chuyén gen, md than cdy ngd dugc thu hoach va déng khd va bao quin & khoang

-80°C cho dén khi str dung

Vi du 5.2. Tinh ché protein aad- 1 tir ciy ngd

Protein aad-1 dugc tinh ché mién dich, c6 ngudn gdc tir cay ngd (khéi luong phan
tir: ~33 kDa) hodc dich chiét nuée thd tir mo than ciy ngd dugce tao ra. TAt ca cac md lava
than duoc thu hoach va van chuyén dén phong thi nghiém nhu sau: L& duge cit khoi cay
bing kéo va dit trong cac ti vai va dugc bao quan & nhiét d khoang -20°C dé st dung
v& sau. Mot cach riéng r&, than dugc cat & phén trén mit dat, dugc dit trong cac thi vai va
1am lanh ngay & nhiét d6 x4p xi -80°C trong ~6 gid. Sau d6 than dugc dit trong thiét bi
dong kho trong 5 ngay dé loai nude. Ngay khi cdc md duge 1am khd hoan toan ching
duoc nghién thanh bt min béng da kho va dugc bao quan ¢ nhict do xép x1-80°C cho dén
khi can dung.

Protein aad-1 c¢6 ngudn gbc tir cay ngd dugc chiét tir md than dong kho trong dung
dich dém trén co s& phosphat (xem bang 7 vé c4c thanh phéan dung dich dém) bang cach
can ~30 gam md dong kho vao may trdn thuy tinh 1000 ml da dugc lam lanh va bd sung
500 ml dung dich dém chiét. M6 duoc tron tdc do cao trong 60 gidy va cac protein dé tan

dugc thu bang cach ly tim miu trong 20 phat & 30.000 xg (300.000m/s?). Céc hat dugc
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chiét lai nhu dugc md ta, va dich ndi duge g0p lai va loc qua bd loc 0,45 p. Dich ndi da

loc dugc nap & nhiét do xép xi +4°C 1én trén c6t 4i luc mién dich khéng ad -1 duoc tiép

hop v6i khang thé don dong dugc tao ra boi Strategic Biosolution Inc. (MAb 473F1 85.1;
Protein A duogc tinh ché; Lo #: 609.03C-2-4; 6,5 mg/ml (téng s& ~35,2 mg)) (Windham,
ME); Duoc tiép hop véi Sepharose 4B duge hoat héa béi CNBr (GE Healthcare,

Piscataway, NJ). Cac protein khong gén két dugc gom va cot duge riraky bang dung dich

dém amoni bicacbonat 20 mM d3 dugc lam lanh trude, pH= 8,0. Cac protein gén két dugc

rira giai bang NaSCN 3,5 M, (Sigma, St. Louis, MO), Tris 50 mM (Sigma, St. Louis,

MO).) dung dich &&m pH=8,0. Bay phan 5-ml dugc gom va s6 phén tir 2 — 7 dugc thim

tach qua dém & nhiét d6 xap xi +4°C bang Tris 10 mM, dung dich d&ém pH=8,0. C4c phin

duoc kiém tra béng SDS-PAGE va thAm tach Western va cac mau con lai dugc bao quan

& nhiét do xﬁp xi +4°C cho dén khi duge sir dung cho phén tich sau.

Bang 7. Cac chét dbi chiéu c6 trén thi truong duge st dung trong nghién ctru nay dugc
liét k& trong bang sau:

, , Thanh phan ctia
Chat te ché trypsin | GelCode 1a110577 | SOV | picrce Cat #: 1856274
dau tuong Glycoprotein héa
Staining Kit
Thanh phan ciia
Peroxidazacicai | GelCode 16124500 | SOV picrce Cat #: 1856273
ngua Glycoprotein héa
Staining Kit
R Ao Glycosyl
Phin albumin BO chudn thu héa, SDS-
huyét thanh bo v | PEMEMProteln | prioi g0 | PAGEvA | Pierce Cat #: 23208
BSA dugc pha i .
(BSA) loding trudc tham tach
Western
Invitrogen Cat #:
Chi d4u khdi lugng | Chi diu protein L, LCAS.SOO’ Cac ?hl (}au
phan tir duoc duoe nhudm truée 469212 & | Tham tach klllOl luong phén tir
nhubm tru c’;c No-v ex Sh.arp 419493 Western bang 260, 160, 110, 80,
¥ 60, 50, 40, 30, 20, 15,
10va 3,5kDa
Invitrogen Cat #:
, LC5677, Céc chi ddu
. (A £- Hon hop chi dau khoi lugng phén tu
gﬁ“afz}; khoiluong | -+ ein Tnvitrogen ggggg 5& SDS-PAGE | bing 200, 116,3, 97.4,

Mark12

66,3, 55,4, 36,5, 31,0,
21,5, 14,4, 6,0, 3,5 va
2,5 kDa
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Protein gin két véi cot 4i luc mién dich dugc kiém tra bing SDSPAGE va cac két
qué cho thdy ring cac phin duoc rira giai chira protein aad-1 & khéi lugng phén tir x4p xi
bang 33 kDa. Ngoai ra, thAm tich Western ciing dugc thuc hién va la duong tinh d6i véi
protein aad-1. Protein aad-1 ¢6 ngudn gc tir ciy ngd duge tach tir ~30 g nguyén liéu than

dong kho.

Vidu 5.3. SDS-PAGE va thAm tach Western

M5 dong kho tir bién thé gen DAS-40278-9 va than XHH13 (~100 mg) dugc can
khéi lwong trong cac dng 2-ml cia may ly tAm 6ng nhé d& ban va duoc chiét bing ~1 ml
PBST (Sigma, St. Louis, MO) chtta 10% hén hop chét trc ché proteaza cta thuc vt
(Sigma, St. Louis, MO).). Viéc chiét duoc thuan tién hod bang cach bd sung 4 vong bi nhd
va mAu Geno-Grinding trong 1 phit. Sau khi nghién, cac mau duge ly tdm trong 5 phiit &
20.000xg (200.000M/m?) va dich ndi dugc tron theo ty 16 4:1 véi 5x dung dich dém méu
Laemmli (2% SDS, 50 mM Tris pH=6,8, 0,2 mg/ml xanh bromophenol, 50% (kl/kl)
glyxerol chira 10% 2-mercaptoetanol dugc bd sung twoi) va dugc gia nhiét trong 5 phiit &
) Qiﬁlliiét:dcf) £100°C. Sau khi ly tm nhanh, 45 pL dich ndi duoc nap truc tiép 1én gel BioRad
Criterion SDS-PAGE (Bio-Rad, Hercules, CA) duoc 1am vira khit trong budng gel
Criterion Cell. Chuén dbi chiéu duong tinh ctia aad-1 c6 ngudn gbc vi sinh vat dugc tai
tao huyén phit & 1 mg/ml trong PBST pH=7,4 va dugc pha lodng tiép bang PBST. Sau do,
mau dugc tron voi dung dich dém Bio-Rad Laemmli béng 2-mercaptoetanol 5% va dugc
xtt 1y nhu dugc néu trén. Viée dién di dugc thuc hién béng dung dich dém
Tris/glyxin/SDS (Bio-Rad, Hercules, CA) & dién ap bang 150 - 200 V cho dén khi mau
tién dén cudi cua gel. Sau khi tach, gel duoc cit d6i va mot nira dugc nhuém bang thube
nhudém protein Pierce GelCode Blue va ntra kia dugc thidm tach dién vao mang
nitroxenluloza (Bio-Rad, Hercules, CA) bang té bao chuyén dién di Mini trans-blot (Bio-
Rad, Hercules, CA) trong 60 phut duéi dién 4p khong dbi bang 100 von. Dung dich dém
chuyén chira 20% metanol va dung dich dém Tris/glyxin tir Bio-Rad. Pé phat hién mién
dich, mang duoc do bing khang thé tho da dong dic hiéu aad-1 (Strategic Biosolution
Inc., Newark, DE, Protein A purified rabbit polyclonal antibody Lot# DAS F1 197-15 1,
1,6 mg/ml). Thé tiép hop cua IgG dé khang tho (H+L) va phosphataza kiém (Pierce
Chemical, Rockford, IL) dugc st dung lam khang thé thir cdp. Chit SigmaFast

BCIP/NBT dugc st dung dé phat trién va 1am hién 4nh ctia dai protein phan ng mién

-67-



25154

dich. Mang nay duoc rira k§ bang nudc dé 1am ngimg phén tmg va viéc ghi két qua dugc
lru gitr bang may quét ky thuat sé (Hewlett Packard, Palo Alto, CA)

Trong aad-1 dugc san sinh boi P. fluorescens, dai protein chinh, nhu dugc lam
hién trén gel SDS-PAGE dugc nhu¢m Coomassie, la xép xi 33 kDa. Nhu dugc mong
mudn, protein aad-1 c6 ngudn gdc tir cdy ngd twong tng (bién thé gen DAS-40278-9) 1a
giéng vé kich thuéc véi cac protein dugc biéu hién bai vi sinh vat. Co thé du doan, céc
phin dugc tinh ché bai thuc vt chira mot lugng nho cac tap chit khong phan ng mién
dich ngoai protein aad-1. C4c protein cing dugc tinh ché c6 thé dugc giit trén cot biang
tuong tac yéu véi cht nén cia cot hodc chiét khang thé don dong khoi cot dudi cac diéu
kién rira giai khic nghiét. Cac nha nghién ciru khac ciing bao cao sy hap phu khong dic
hiéu ciia c4c peptit va cic axit amin trén chit hp phu mién dich Sepharose 4B dugc hoat
hoé b6i xyanogen-bromua (Kennedy va Bames, 1983; Holroyde va cic ddng tic gia,
1976; Podlaski va Stern, 2008).

Protein aad-1 ¢6 ngudn gbc tir Pseudomonas thé hién tin hiéu vé kich thuéc mong
muén dwong tinh bing phan tich thAm tach Western ctia khang thé da dong. Diéu nay
cling dwgc quan sat thiy & dich chiét than ngd chuyén gen DAS-40278-9. Trong phén tich
' thim tach Western aad-1 , khong quan sét thiy c6 protein phan tmg mién dich trong dich
chiét XHH13 déi chimg va khong thy protein c6 kich thuéc khac (két hop hodc san pham

phan hity) trong cic miu chuyén gen.

Vi du 5.4. Phét hién su glycosyl héa sau dich ma

Protein aad-1 dugc tinh ché bing sic ky 4i luc mién dich, c6 ngudn gde tir cay ngd

(Phin #3) dugc tron theo ty 16 4:1 v6i 5x dung dich dém Laemmli. Aad-1 ¢6 ngudn gdc vi

sinh v4t, chat &rc ché trypsin d4u twong, albumin huyét thanh bo va peroxidaza cti cai ngwa

duoc pha loing bing nudc Milli-Q dén ndng d6 x4p xi ciia aad-1 c6 ngudn gde thuc vat

va duogc tron véi dung dich d¢m Bio-Rad Laemmli. Sau d9, céc protein dugce gia nhiét &
nhiét 4§ ~95°C trong 5 phuit va ly tdm & 20000xg (200.000m/ s?) trong 2 phut dé thu dugc
dlCh ndi trong. Dich ndi thu dugc dugc dua truc tiép 1én Bio-RadCriterion Gel va dién di
bang dung dich dém chay XT MES (Bio-Rad, Hercules, CA) vé co ban nhu duge mo ta
trén d4y ngoai trir rang viéc dién di dugc chay & 170 V trong ~60 phut. Sau khi dién di,

| gel dugc cit doi, va mot ntra dugc nhudm béng thubc nhudm GelCode Blue dbi véi
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protein toan phén theo quy trinh ctia nha san xuét. Sau khi viéc nhudém hoan thanh, gel
dugc quét bang mat do ké Molecular Dynamics dé thu duoc ban ghi truc quan cb dinh cta
gel. Nta kia cta gel dugc nhudm bang Kit nhuém GelCode Glycoprotein (Pierce
Chemical, Rockford, IL) theo quy trinh ctia nha san xuit dé 1am hién glycoproteins.
Glycoprotein (v6i giéi han phét hién thép dén 0,625 ng mdi dai) dugc 1am hién dudi dang
dai dd tia trén nén 4nh sang mau hdng nhat. Sau khi viéc nhuém bang glycoprotein hoan
thanh, gel dugc quét bang may quét k¥ thuat s6 Hewlett Packard dé thu duoc ban ghi truc
quan cb dinh ctia gel. Sau khi chup anh nhudm glycosyl hda, gel ndy dugc nhudém bang
xanh GelCode dé kiém tra sy c6 mit ctia protein khdng glycosyl héa. Cac két qua cho thiy
ring cac protein aad-1 c6 ngudn gdc tir ca cdy ngd va vi sinh vat khong c6 cac hydrat
cacbon dugc lién két cong héa tri d& phét hién. Két qua niy con duge x4c nhan bang cach

xac dinh dua vao khdi lugng peptit.

Vi du 5.5. X4c dinh dua vao khéi lwong peptit phd khéi va giai trinh tu aad-1 6
ngudn gdc tlr ciy ngd va Pseudomonas

Phan tich phd khéi aad-1 c6 ngudn gdc tir Pseudomonas va cdy ngd duge tién
hanh. Protein aad-1 c6 ngudn gdc tir than ciy ngd chuyén gen (bién thé gen DAS-40278-
9) duge dem vao phan cét trong dung dich bang trypsin tiép theo MALDI-TOF MS va
ESI-LC/MS. Khéi lugng ctia cac peptit phat hién dugc dugc so sanh véi khéi luong dugc
suy ra dua trén vi tri phan cat proteaza tiém nang trong trinh tir cia protein aad-1 c6
ngudn gdc tir cdy ngd. Viéc phan cit 1y thuyét duge tao ra in silico bang cach sir dung
phan mém mién phi Protein Analysis Worksheet (PAWS) tir Proteometrics LLC. Protein
aad-1, ngay khi bi bién tinh, dé dang bi phan cit boi proteaza va sé tao ra nhiéu dinh
peptit.

Trong phén cét trypsin cia protein aad-1 c6 ngudn gde tir ciy ngd chuyén gen
(bién thé gen DAS-40278-9), c4c manh peptit phét hién dugc bao trim gin nhu toan bo
trinh ty protein chi thiéu mot manh trypsin nhé & dAu tan ciing C ctia protein, F** ¢én R*
va mot méanh peptit ngén (2 axit amin). Phan tich ndy x4c nhén trinh tu axit amin cia
protein c6 ngudn gdc tir cdy ngd khop vi trinh ty axit amin cla protein aad-1 c6 ngudn

gbc tir vi sinh vét. Cac két qua ctia cdc phan tich nay cho thdy ring trinh tir axit amin ctia
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protein aad-1 c6 ngudn gdc tir ciy ngd 1a twong duong véi protein dugc biéu hién boi P.

fluorescens.

Vi du 5.5.1. Giai trinh ty manh peptit trypsin

Ngoai viéc x4c dinh dua vao khéi luong ctia peptit, cac gdc axit amin & dau tan
cung N va C cua protein aad-1 c6 ngudn gbc tir cay ngd (dugce tinh ché 4i Iyc mi&n dich tir
bién thé gen DAS-40278-9 ciia cdy ngd) dugc giai trinh tu va so sanh v6i trinh ti cta
protein cé ngudn gbc vi sinh vat. Trinh tu protein thu dugc, bing phé khéi bd dbi, d6i véi
11 gbc dAu tién cia protein c6 ngudn gdc tir vi sinh vat va tir cdy ngd (bang 8). Trinh tu
axit amin d6i v6i cahaiprotein]ldA' H A A L S P L S Q R''(SEQIDNO:30) thé
hién metionin dau t4n cing N d3 dugc loai bd béi aminopeptidaza (bang 8). Trinh tur
protein aad-I dau t4n cing N dugc ky vonglaM' A H A AL S P L S Q R™
(SEQ ID NO:31) Céc két qua nay goi y rang trong hodc sau khi dich m trong cay ngd va
P. fluorescens, metionin dau tin ciing N dugc tich béi metionin aminopeptidaza (MAP).
Cac MAP tach c4c gbe metionyl nhanh chéng khi gbc thir hai trén protein nay 1a nhé, nhu
Gly, Ala, Ser, Cys, Thr, Pro, va Val (Walsh, 2006). Ngoai metionin dugc loai bo, mot
phan nho cia peptit dau tan cling N cua protein aad-1 d3 thé hién 1a duoc axetyl hod sau
khi metionin diu tan cung N duoc tach (bang 8). Két qua nay thuong xuyén va cham voi
céc protein dugc biéu hién boi sinh vat ¢6 nhan dién hinh (thuc vét) vi khoang 80-90%
cac géc déu tan cung N duogc cai bién (Polevoda and Sherman, 2003). Ngoai ra, da biét
rang cAc protein co serin va alanin & d4u tan cing N dugc axetyl hoa thudng xuyén nhét
(Polevoda and Sherman, 2002). Hai quy trinh ddng dich m4, viéc phan cit gbc metionin
dAu tan cing N va axetyl héa dau tan cing N, 13 céc cai bién chung nhit va xay ra trén
phén lorn (~85%) cac protein cuia sinh vat c6 nhan dién hinh (Polevoda and Sherman,
2002); Tuy nhién, c4c vi du thé hién y nghia sinh hoc lién quan dén sy axetyl hoa dau tan
cing N 13 hiém (Polevoda and Sherman, 2000).
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Bang 8. Tém tat dir lidu trinh tir d4u tin cting N ciia c4c protein ¢6 ngudn gdc tir cay

ngd AAD-1 va vi sinh vt

Ngudn Trinh tr diu tdn cing N ky vong'
P. fluorescens MAHAALGSPLS QR? (SEQ ID NO:31)
Bién thé gen DAS-40278-9 ciacdyngd M A H A A L S P L S Q R*
Twong dbi°
Ngudn Trinh tr du tAn cing N phét hién duwoc® Luong
P. fluorescens AHAALSPLS QR 100%

Bién thé gen DAS-40278-9 ciacdyngd A HAA L S P L S Q R? 31%
Bién thé gen DAS-40278-9 cliacdyngd ¥ A HA A L S P L S Q R? 3%
(SEQ ID NO:30)

Bién thé gen DAS-40278-9 cia cdy ngd HAALSPLSQR?” 50%
(SEQ ID NO:32)

Bién thé gen DAS-40278-9 ciia ciy ngd AALSPLSQR? 6%
) (SEQ ID NO:33)

Bién thé gen DAS-40278-9 ca ciy ngd ALSPLSQR? 12%

(SEQ ID NO:34)

"Trinh tr d4u tan cing N k¥ vong ciia 12 gbc axit amin dAu tién cta P. fluorescens va AAD-1 c6 ngudn

gbc tir ciy ngo.

Trinh tu dAu t4n cing N phat hién duoc cia AAD-1 c6 ngudn gbc tir P. fluorescens va ciy ngo.

*Dix liéu MS bd d6i d6i vdi cac peptit ddu tan aing N phét hién ra hdn hop gdm AHAALSPLSQR
(dugc axetyl hod) va N-Axetyl-AHAALSPLSQR (dugc axetyl hod). “Cac dAu tan dng N rdi rac”
cling dugc phat hién (cac peptit trong tng voi trinh tur axit amin HAALSPLSQR, AALSPLSQR, va
ALSPLSQR). Luong twong ddi, udc tinh hrong manh peptit trong ddi, dugc thuc hién dya trén dién
tich pic LC tuongtng dugc do ¢ 214 nm.

Luuy:

S6 chi sé trén (R ) biéu thi s gbc axit amin trén trinh tur.

Céc tir viét tit gbc axit amin:

A: alanin H: histidin
L: leuxin M:  metionin
P: prolin Q:  glutamin
R: arginin S:  serin

T: threonin

Ngoai N-axetyl h6a, ciing c6 hién twong cit cut diu tan ciing N nhe xuét hién
trong khi tinh ché protein aad-1 c6 ngudn gbc tir cay ngd (bang 8). Cic “dAu rdi rac” nay
dan dén lam mét cac axit amin A2, H? va A* (¢ dang va lugng thay d6i) tir protein c6
ngudn gde tir ciy ngd. Viéc cit cut nay dugc cho 13 x4y ra trong khi tinh ché protein aad-
1 do doan do thim tach Western ctia dich chiét 14 tho chira dai quan don & cing MW nhu
protein aad-1 c6 ngudn gdc vi sinh vat. Dung dich dém chiét cho mau thdm tach Western
chtra lugng du hdn tap chét wrc ché proteaza cocktail, hdn tap nay chira hon hop céc chét
tc ché proteaza c6 tinh diac hi€u rong dé e ché serin, xystein, aspartic, va
metalloproteaza, va aminopeptidaza.

Trinh tur du tin cing C cta protein aad-1 c6 ngudn gde tir ciy ngd va vi sinh vat
duge xac dinh nhu d4 md ta trén ddy va so sanh v6i trinh tir axit amin mong muén (bang
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9). Céac két qua chi ra céc trinh tu dugc do 1a giong véi cdc trinh tir mong muon, va ca hai
protein aad-1 c6 nguodn goc tir cdy ngd va vi sinh vt 13 giong nhau va khong duoc bién
dbi & du tan cing C. |

Béng 9. Tém tt dit liéu trinh tu dAu tan ciing C clia c4c protein c6 ngudn gbc tir ciy ngd AAD-
1 va vi sinh vat
Ngudn Trinh tr dAu tin cing C ky vong'

P. fluorescens 277 TV GGVRPA R
Bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd *®*’T T V G G V R P A R**

(SEQ ID NO:35)

Ngudn Trinh tur d4u tin ciing C phét hién duoc’
P. fluorescens 2T TVGGVRPAR”
Bién thé gen DAS-40278-9 cliacdy ngd **’T T V G G V R P A R**

(SEQ ID NO:35)

'"Trinh tur d?u} tan cing C ky vong ciia 10 gbc axit amin cudi ding ctia P. fluorescens va AAD-1 c6
ngudn goc tr cdy ngo.

Trinh tr ddu tan cing C phat hién dugc ciia AAD-1 ¢6 ngudn gdc tir P. fluorescens vi ciy ngo.

Luuy:

S chi sb trén (R¥) biéu thi sé gdc axit amin trén trinh tu.

CAc tir viét tit gbc axit amin:

A alanin G: glyxin
pP: ~ prolin R: arginin
T: Threonin V:  valin

Vi du 6. Bibu hién trén canh ddng, phan tich thanh phan dinh dudng va cc dic tinh nong
hoc ctia dong cay ngd thé lai chira bién thé gen DAS-40278-9

Muc dich cia nghién ciru nay 1 x4c dinh muc protein AAD-1 dugc tim thdy trong
md ciy ngd. Ngoai ra, viéc phan tich thanh phan dugc thyuc hién trén cdy ngd lam thirc &n
cho gia stic va hat d khao sét tinh trong duong gitta dong cdy ngd khong dugc bién nap
ddng hop tir va dong ciy ngd chuyén gen DAS-40278-9 (khong duge phun, duge phun
bing 2,4-D, duoc phun bang quizalofop, va dugc phun béng 2,4-D va quizalofop). Cac dic
- tinh ﬁéng hoc cta dong cay ngd khong dugc bién nap ddng hop tir con dugce so sanh véi
cay ngd DAS-40278-9. Sy biéu hién trén cdnh dbng, thanh phan, va cac thir nghiém noéng
hoc duoc tién hanh & sau dia diém thir nghiém ndm trong viing san xuét ng6 chi yéu cuia
My va Canada. C4c dia diém nay 12 cac ving c6 thuc t& nong hoc va céc diéu kién méi
tmb’ﬁg da dang. Cac thir nghiém dugc bd tri & Iowa, Illinois (2 dia diém), Indiana,

Nebraska va Ontario, Canada.
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T4t c& gié tri trung binh dia diém d6i véi mau ddi ching, AAD-1 khong dugc phun,
AAD-1 + quizalofop, AAD-1 + 2,4-D vad AAD-1 + ca hai miu dua vao 1a nam trong cac
khoang ghi trong tai liéu dbi véi cay ngd. Mot s6 khac biét dang ké gidi han giita AAD-1
khong dugc phun, AAD-1 + quizalofop, AAD-1+2,4-D hodc AAD-1 +ca cdy ngd va dbi
chirg dugc quan sat, nhung su khac biét nay khong dugce coi 1a ¢6 ¥ nghia sinh hoc do
ching nhé va cac két qua 13 nim trong khoang dugc tim thiy dbi v6i cdy ngd throng mai.
D) thi cac két qua vé thanh phin khong cho thiy su khéc biét thanh phan lién quan d&én
viée xtr Iy ¢ ¥ nghia sinh hoc bét ky trong s6 AAD-1 khong dugc phun, AAD-1 +
quizalofop, AAD-1 + 2,4-D hodc AAD-1 + c cdy ngd va dong céy ngb d6i chirmg. Cudi
cung, AAD-1 khong dugc phun, AAD-1 + quizalofop, AAD-1 +2,4-D va AAD-1 + cd hai
két qua thanh phan ciy ngd x4c nhéan su tuong duong cia cdy ngd AAD-1 (Bién thé gen
DAS 40278-9) so vdi cac dong cdy ng6 thong thuong.

Vi du 6.1. Cac dong cay ngd duge thtr nghiém

Hat lai chira bién thé gen DAS-40278-9 va cac cdy d6i ching 13 hat lai thong
thudng cla cing nén di truyén nhu dong chét thir nghiém, nhung khong chira bién thé gen

DAS-40278-9, duoc liét ké trong bang 10.

Bang 10.
Nhom thi MO t
nghiém
1 Déi chimg khong phai aad-1
2 aad-1 khong dugc phun
3 aad-1 dugc phun w/ quizalofop
4 aad-1 dugc phun w/ 2,4-D
5 aad-1 dugc phun w/ 2,4-D va

Céc cy ngd dugc md ta trén ddy duoc trong & cac dia diém trong céc ving tréng
ngd chi yéu ciia M§ va Canada. Sau canh dong thir nghiém diéu kién dé dang, Richland,
IA; Carlyle, IL; Wyoming, IL; Rockville, IN; York, NE; va Branchton, Ontario, Canada
(duogc goi laIA, IL1, IL2, IN, NE va ON) 1a cac vung c6 thuc té ndng hoc da dang va cac

di€u kién moi truong cho cdy ngd.
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Hat ng6 thir nghiém va dbi ching dugce tréng & muc d6 gieo hat xép xi 24 hat trén
mdi hang v&i khoang cach cac hat trong mbi hang xap xi 10 inso (25 cm). O mbi dia diém,
thiét 14p 4 6 ban sao cia mdi 14n xir 1y, v6i mdi 6 bao gdm cac hang 2-25 phiit. Cac 6 dugc
sip xép theo thiét ké khbi diy di ngu nhién (randomized complete block - RCB), vi su
ngiu nhién hoa duy nhét & mdi dia diém. Mbi 6 cy ngd dirgc tiép giap béi 2 hang cayngd
lai khong chuyén gen ¢ d6 truéng thanh tuong tu. Toan bd dia diém thir nghiém dugc bao
quanh béi t6i thiéu 12 hang (hoic 30 phut) ciy ngd lai khéng chuyén gen c6 d6 truéng
thanh twong d6i twrong tur.

Con trung thich hop, cé dai, va thuc té dbi ching bi bénh dugc dua vao détaora
cay nong dung. Nhiét do t&i da va tdi thiéu hing thang cing véi lugng mua va muc 46 tudi

13 trung binh d6i v6i timg dia diém. C4c khoang nay la thudng gip trong viéc san xut ngd.

Vi du 6.2. Dung thubc diét c6
Viée xtr 1y bang thube diét co duge dung vé6i thé tich phun xap xi 20 galong trén
mAu anh (187 Vha). Viéc ding nay dugc dy dinh dé 1ap lai viéc dung thuwong mai & muc t6i

da trén nhan. Bang 11 liét k& cac thudc diét co duge sir dung.

Bang 11.
Thubcdistco | TSN |  Nbngdd -
Weedar 64 026491-0006 39%, 3,76 1b ae” /gal, 451 g ae/l
Assure 11 106155 10,2%, 0,87 Ib ai® /gal, 104 g ai/l

?  ae = duong lugng axit.

> ai=hoat chét.

2,4-D (Weedar 64) duoc dua vao dudi dang 3 14n rac 1én trén di véi cic nhom thir
nghiém 4 va 5 (tdng sb theo vu bang 3 Ib ae/A). Cac lan ding riéng r& 13 & thoi diém trudc
khi ndy mim va khoang giai doan V4 va V8 —-V8,5. Mirc ding dich riéng r& 14 1,0 Ib ae/A
d6i voi Weedar 64, hoic 1120 g ae/ha. Mirc ding thuc t& ndm trong khoang tir 1096 —
1231 g ae/A.

Quizalofop (Assure II) dugc ding dudi dang ric 1én trén ddi v6i cac nhom thir

nghiém 3 va 5. Thoi diém dung 14 & khoang giai doan ting truéng V6. Mirc dung dich 1a
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0,0825 Ib ai/A dbi véi Assure IT, hoic 92 g ai/ha. Mirc ding thuc té ndm trong khoang tir
90,8 — 103 g ai/ha.

Vi du 6.3. Thu dit liéu néng hoc va két qua

Céc ddc tinh noéng hoc duge ghi lai d6i véi tht ca cac nhom thir nghiém trong 16 2, 3,

va 4 & mbi dia diém. Bang 12 liét ké cac dic tinh dugc do nhu sau.

Bang 12.
Tinhtrang  |Thoi diém dénh gia  |[MB0 ta dit liéu
Mt d6 ban ddu |V1 va V4 S cay duoc nay mam trén mbi 6.
Ut thé cay con |V Ufwc lukong lzang :rr.lelt uru thé trung binh cua céc cdy da
nay mam trén moi 0
Uu thé/Tén Khoang 1-2 2 . L me
thuong thuc vat |tuin sau khi ding Ton thuong do dung thudc diét co.
Thoi gian lam  [Héo khoang 50% Sé don vi nhiét tich luy tir thoi diém gieo hat cho dén
héo khi khoang 50% cay xuat hién héo.
3 0 I4 2 r
Thoi gian phat Kélé(; alllliasghﬁyc hét S6 don vi nhiét tich luy tir thoi di€ém gieo hat cho dén
tan phan hoa fan P khi khoang 50% cdy phat tan phan hoa.
K’ha nang song Khodng 50% Danh gid mau va hinh dang cta phan hoa theo thoi
cua phan hoa gian
S;;leu cao cua Xép xi R6 Chiéu cao dén déu mut cia co
Chiéu cao bap [Xap xi R6 Chiéu cao dén gbc ctia bip dau tién
o . Udc tinh bing mit ty 18 phan trim c4c cdy trong 6 c6
Rap than Xap xi R6 than bi gly dur6i bép dau tién
) Uéc tinh bang mat ty 1¢ phén trim céc cdy trong 6 bi
Rap ré Xap xi R6 nghiéng khoang 30° hoac 16n hon & ~1/2 mét dau tién
trén mat dat

Mat dd cudi Xép <iR6 SO cdy con lai trén moi 6
cung
Neav dat d6 ) S6 don vi gia nhiét tich luy tir thoi diém gieo hat cho

gay dat o IxAp xi R6 dn khi khoang 50% cdy dat t6i d6 truéng thanh sinh
truéng thanh Iy
Gilt duge mau Xép xi R6 Toan b strc khoe ctia c&
xanh luc P ; Y
Ty 16 méc bénh |[X4p xi R6 Uédc tinh bing mét ty 18 mac bénh cta 14
E-giguy boi con Xép xi R6 Uc tinh bing mit mic pha hiy béi con tring

Luu y: Don vi nhiét = ((nhiét @ MAX + nhiét do MIN) / 2) — 50°F

Phéan tich dit 1i€u noéng hoc thu dugc tir nhém dbi ching, aad-1 khong dugce phun,

aad-1+2,4-D, aad-1 + quizalofop, va aad-1 + ca hai nhém dugc tién hanh. Ddi v6i phan
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tich chéo dia diém, khong thiy c6 su khac biét c6 ¥ nghia théng ké d6i v&i cac gia tri mat
d6 ban dau (V1 va V4), uu thé, mat do cubi cung, tdn thuong cdy, thoi gian lam héo, thoi
gian phat tan phin hoa, rap than, rap ré, ty 16 mic bénh, pha hity béi con tring, ngay dat do
trudng thanh, chidu cao cdy, va kha niang sdng ctia phin hoa (hinh dang va mau sic) trong
phén tich so luge chéo dia diém (bang 13). DPbi vai vide git dugc mau xanh luc va chiéu
cao bap, quan sét thdy kiém nghiém t cip d6i c6 nghia gitta nhém dbi chimg va nhém aad-
1 + quizalofop, nhung khéong tuan theo tac dung xtr ly tdng cong hoic gia tri p duoc didu
chinh mirc d6 phat hién sai (False Discovery Rate - FDR) déng ké (bang 13).
Béang 13. Phén tich so lugc cac két qua dic tinh nong hoc chéo dia diém dbi véi

ciy ngd aad-1 DAS-40278-9 (dugc phun va khong duge phun) va ddi chimg

Téc dung Khong dugc | Bugc phun | DPuge phun | Pugc phun
) xu ly tong| phun Quizalofop 2,4-D ca hai
Chat phan tich cong |Doi chiung| (gia tri P,‘b (giatriP, | (gidtiP, | (gldtriP,
P duoc diéu |P duoc diéu [P dugc diéu| P duoc diéu
(P>F)* chinh)® chinh) chinh) chinh)
e 4A A £ 41,7 41,9 441
Mat do bi‘;)a“ VI(so 03 | 28 |03 0‘;1 S’ s19)| (043, | (0556, (0,393,
’ T 0,819) 0,819) 0,819)
Mat d6 ban dau V4 (s6 433 43,7 44,3 44.8
cay) (0.768) 43,1 (0,883, 0,984) (0,687, (0,423, (0,263,
’ T 0,863) 0,819) 0,819)
739 7,36 7,58 7,78
Ut thé cay con’ , 7,69 ’ (0,161, (0,633, (0,729,
(0,308) (0,197, 0,819) 0.819) 0.819) 0,389)
‘. 39,7 39,9 41,1
Mit @6 cudi cing 39,6 ’ ’ y
T A 40,1 ’ (0,802, (0,943, (0,521,
(s0 cdy) (0,873) (0,747, 0,889) 0.924) 1.00) 0.819)
Ton thuong cdy NA! 0 0 0 0 0
—duavaolan 1
Tén thuong cay 0 0 0 0 ((? ’12 38 0
— dua vao lan 2° (0,431) (1,00, 1,00) |(1,00, 1,00) (1,00, 1,00) 0 ’81 9)’
Tbn thuong ciy
— dua vao lan 3° NA 0 0 0 0 0
Tbn thuong ciy
— dua vao lan 4° NA 0 0 0 0 0
Thoi gian lam héo 1291 1291 (3279831 (é 30084z; ((1)32%(31
. sanf > > ) ) > )
| (don vi nhiét) (0,294) (0,996, 1,00) 0.917) 0,319) 0.819)
Thoi gian phét tan phan 1331 1342 1347 1347
- hoa 1336 (0,480, (0,245, (0,245,
(don vi nhiét) (0.331) (0,564,0819)| 1519y | 0819) | 0819
£ 11,3 114 11,3
Hinh dang phéan hoa 10,9 ’ y ’
s 10,9 ’ (0,546, (0,439, (0,605,
(V) 1 s
0 phit (%)® (0,872) (0,931, 1,00) 0.319) 0,319) 0.819)
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: 46,4 48,1 51,9
Hinh dang phan hoa 50,8 ’ ; ’
30 phut (%) (0,486) 492 (0,618, 0,819) (00,,8410 99)’ %)’878399), ((())’;10 99)’
z 73,6 73,9 75,0
Hinh dang phan hoa 74,4 74,7 0470, | (0,629, | (0,629,
60 phut (%) (0,724) (0,809, 0,924) 0,819) 0.319) 0.819)
Hinh dang phin hoa 26 82,6 826 | 0%2’16 00 (5.3,’357
120 phut (%) (0,816) ’ (1,00, 1,00) |(1,00,1,00)|* " 0 ’81 9)’
Tac dung Khong dugc | Puge phun | Pugc phun | Dugc phun
xir 1y tdng phun Quizalofop 2,4-D ca hai
Chét phan tich cong |Dbichimg| (gidtriP,” | (gidtriP, | (gidtriP, | (giatriP,
P duoc diéu |P duge diéu|P duoc didu| P duogc diéu
(Pr>F)* chinh)® chinh) chinh) chinh)
. . 48,9 50,3 53,6
Mau sac phan hoa 52,5 ’ ; ;
30 phut (%) (0,524) °1.9 (0,850, 0,960) (5)510 96)’ ((;)’8517 93)’ ((()),8517 93)’
s L1k 74,2 74,2 75,9
Mau sacphanhoa | 339y | 753 75,9 0315, | 0315 | (612
60 phut (%) (0,612, 0,819) 0.819) 0,819) 0.819)
Mau sac phan hoa
120 phit (%) NA 84,0 84,0 84,0 84,0 84,0
592 5,00 5,00 5,00
Rap than (%) (0,261) 5,11 © 356’ 0.819) (0,356, (0,356, (0,356,
T 0,819) 0,819) 0,819)
3 0.17 0,72 0,17 0,11
Rap ré (%) (0,431) 0,44 © 457’ 0,819) (0,457, (0,457, (0,373,
T 0,819) 0,819) 0,819)
‘ 493 3,92 4,17 4,11
Giit duge mau xanh luc' | (0,260) 4,67 0.2 50’ 0,819) (0,034, (0,144, (0,106,
T 0,819) 0,319) 0,819)
] 4 6.22 6,17 6,17 6,17
Ty 1& mac bénh! (0,741) 6,42 0.3 83, 0.819) (0,265, (0,265, (0,265,
e 0,819) 0,819) 0,819)
. ) 767 7,78 7,78 7,72 7,56
Pha hay bdi coén ting” | (0,627) ’ (0,500, 0,819) (0,500, (0,736, (0,500,
0,819) 0,889) 0,819)
Ngay dat d0 truong 2411 2413 2415 2416 2417
thanh (0,487) (0,558,0,819)| (0,302, (0,185, (0,104,
(don vi nhiét)" 0,819) 0,819) 0,819)
. 290 290 291 291
“Chiéu cao cta cdy (cm)| (0,676) 294 (0,206, 0.819) (0,209, (0,350, (0,286,
T 0,819) 0,819) 0,819)
Téc dung Khéng dugc | Puoc phun | Pugce phun | Dugc phun
xir Iy téng phun Quizalofop 2,4-D ca hai
Chét phan tich cong |Dbichimg| (gidtriP, | (gidtriP, | (gidtriP, | (gidtriP,
P dugc didu | P duogc diéu [P dugc didu| P dugc diéu
(Pr>F)° chinh)® chinh) chinh) chinh)
i ] 120 118 121 118
Chiéu cao bap (cm) | (0,089) 124 (0,089, 0,819) (0,018, (0,214, (0,016",
T 0,786) 0,819) 0,786)

a

T4c dung xir Iy téng cong duoc udc tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.

® So sanh viée xtr Iy phun va khéng duge phun véi dbi chimg béng cach sir dung kiém

nghiém t.
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hoic 14n xir Iy.
™ Su khéc biét thong ké dugc chi ra boi gia tri P <0,05.

Vi du 6.4. Thu mau
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Gia tri P dugc diéu chinh bing cach str dung quy trinh mitc 6 phat hién sai (FDR).
Udc tinh bang mét trén thang 1-9; 9 = ciy cao c6 14 khde rong.
thang 0-100%; v6i 0 = khong ton thuong va 100 = cdy di chét.
Sé don vi nhiét da dugc tich lug tir thoi diém gieo hat.
thang 0-100%; v&i % hat phén hoa c6 thanh bi xep.

thang 0-100%; v6i % hat phan hoa c6 mau vang manh.
U'c luong bang mét trén thang 1-9 véi 1 khong c6 mé mau xanh lyc nhin thdy dugc.
U'dc luong bang mét trén thang 1-9 véi 1 13 kha ning chéng bénh kém.
U'dc luong bang mét trén thang 1-9 véi 1 14 tinh khéng con tring kém.
NA = phan tich théng ké khong duoc thyc hién vi khong c6 sy bién dbi qua cac ban sao

Céc mAu dé biéu hién va phén tich thanh phf?m duoc thu nhu duoc liét ké trong bang

14.
Béang 14.
S6 mAu mdi nhom
s Giai doan | Kich thuéc | Nhém déi Nilgh";‘éﬁu
Mb tang truong® |  mau - ching 1 S
1 L4 V2-4 314 3 3
(biéu hién)
L4 V9 314 3 3
Phén hoa” R! 1 cay 3 3
RE R! 1 cay 3 3
L4 R! 114 3 3
Cay lam thicdn |p , 2 cay® 3 3
cho gia stc
Toan b ciy R6 2 cay’ 3 3
R6-Trudng :
Hat thanh 1 bap 3 3
. | Giaidoan | Miu | Nhémdbi | Nr}j;?eﬁ“
- M6 | tangtruong® | Kichthuéc | chimgl 5%
24 Cay 1am thirc an o
(thanh phin) | cho gia sic R4 3 cay 1 1
Hat R6-Truong |5 bép 1 1

2 Giai doan ting truéng gan dung.

® Céac mau phn hoa, &, va 14 thu dugc & R1 dugc gom tir cing ciy.
° Hai ciy duoc chit, gdp lai va lay mau nhd dé biéu hién, hodc 3 cdy dé phén tich thinh phén.
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Vi du 6.5. X4c dinh protein aad-1 trong cic miu ciy ngd

Céac mAu ciy ngd dugc phén tich vé lugng protein aad-1. Protein aad-1 hoa tan d&
chiét dugc dinh luong bing cach sir dung kit thir nghiém hép thu mién dich dugc lién két
enzym (ELISA) dugc mua tir Beacon Analytical System, Inc. (Portland, ME).

Cac mau md ciy ngd duoc tach tir cdy thir nghiém va dugc chuén bi dé phan tich su
biéu hién bang cach nghién thd, dong khd va nghién min (néu cin) bing Geno/Grinder
(Certiprep, Metuchen, New Jersey). Khong cin chuén bi thém d6i véi phin hoa. Protein
aad-1 dugc chiét tir md cdy ngd bang dung dich mudi dém phosphat chira chét tdy rira
Tween-20 (PBST) chtra 0,5% albumin huyét thanh bd (BSA). Pbi véi phin hoa, protein
duoc chiét b%mg dung dich dém 0,5% PBST/BSA chira 1 mg/ml natri ascorbat va 2% hdn
hop chét e ché proteaza. Dich chiét mé thuc vat va phén hoa dugc ly tim; dich ndi nuéc
dugc gom, pha lodng bing dung dich dém thich hop néu can, va phén tich bang cach sir
dung kit ELISA aad-1 & dang kep. Kit sir dung c4c budce sau. Phén méu ctia miu d4 pha
lodng va khang thé don dong khang aad-1 dugc biotin héa duge U trong 15 cia dia vi
' chuén dugc phu khang thé don dong khang aad-1 bt dong. Cac khang thé nay gin véi
profein aad-1 trong 15 va tao thanh "dang kep" v&i protein aad-1 duoc gin két gitta khang
thé hoa tan va khang thé bat dong. Cac mau khong gin két va thé tiép hop sau d6 dugc loai
b6 khoéi dia bing cach rira bang PBST. Mot luong du thé tiép hop streptavidin-enzym
(phosphataza kiém) dugc bd sung vao 15 @ i Cudi giai doan 1, cac chét phan tmg khong
gin két duoc loai bé khoi dia bing céach rira. Viéc bd sung sau d6 chit nén enzym tao ra
san phdm c¢6 mau. Do aad-1 dugc gin két trong khang thé kep, mirc d6 hién mau cé lién
quan dén ndng do clia aad-1 trong mau (tirc 13, ndng d6 con lai cang thap thi mirc d6 hién
mau cang thip). Do hap thu & 405 nm duge do bang cach st dung may doc dia Molecular
Devices V-max hodc Spectra Max 190. Buong cong hi€u chinh dugc tao ra va néng do
" aad-1 trong c4c miu chua biét duge tinh tir phwong trinh hdi quy da thirc bang cach sir
- dung phin mém Soft-MAX Pro™ tuong thich véi méay doc dia. Cac mau duoc phén tich
trbng c4c 18 ban sao voi ndng d6 trung binh cia 15 ban sao duge bao cdo. |

Tém tit cac ndng dd protein aad-1 (duge tinh trung binh qua céc dia diém) trong
cac ma tran cdy ngd khac nhau dugc thé hién trong bang 15. Nong do protein trung binh
aad-1 nim trong khoang tir 2,87 ng/mg khéi luong kho trong ré giai doan R1 dén 127

ng/mg trong phén hoa. Cac két qua biu hién dbi vé6i cic 6 khong duge phun va duge phun
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14 trong tu. Protein aad-1 khong dugce phat hién trong mAu ddi chimg batky, ngoai trir mot
mAu ré dbi chimg tir dia diém Indiana.
Bang 15. Tém tit cac mirc ndng d6 trung binh ctia protein aad-1 duge do trong

cac mo cdy ngd aad-1 khong duge phun, aad-1 + Quizalofop, aad-1 +2,4-D va aad-1 +
Quizalofop va 2,4-D

Khéi luong khd ctia mé AAD-1
ng/mg
Trung Do léch
M0 cdy ngbd Xu ly binh chudn Khoang
LaVv2-V4 AAD-1 khong duge phun 13,4 8,00 1,98-29,9
AAD-1 + Quizalofop 13,3 6,89 4,75-24.5
AAD-1+24-D 14,2 7,16 4,98-26,7
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 12,3 7,09 4,07-22,5
LaVvo AAD-1 khong dugce phun 5,96 2,50 2,67-10,9
AAD-1 + Quizalofop 5,38 1,84 2,52-9,15
AAD-1+2,4-D 6,37 2,41 3,03-10,9
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 6,52 2,38 3,11-11,1
LaR1 AAD-1 khong dugc phun 5,57 1,66 3,47-9,34
AAD-1 + Quizalofop 5,70 1,63 2,70-7,78
AAD-1+2,4-D 5,99 1,90 2,40-9,42
AAD-1 + Quizalcfop va 2,4-D 6,06 2,27 1,55-10,2
Phin hoa AAD-1 khéng dugc phun 127 36,2 56,3-210
AAD-1 + Quizalofop 108 29,9 52,2-146
AAD-1+2,4-D 113 30,2 37,5-137
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 112 32,6 45,4-162
RERI1 AAD-1 khéng dugc phun 2,92 1,87 0,42-6,10
AAD-1 + Quizalofop 3,09 1,80 0,56-6,06
AAD-1+2,4-D 3,92 2,03 0,91-7,62
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 2,87 1,23 1,09-5,56
Cay lam thire
an cho gia suc
R4 AAD-1 khong dugc phun 6,87 2,79 2,37-12,1
AAD-1 + Quizalofop 7,16 2,84 3,05-11,6
AAD-1+2,4-D 7,32 2,46 2,36-10,6
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 6,84 2,31 2,25-10,3
Toan b ciy AAD-1 khong dugc phun 4,53 2,55 0,78-8,88
’ AAD-1 + Quizalofop 4,61 2,22 0,75-8,77
AAD-1+2,4-D 5,16 2,53 0,83-10,2
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 4,55 1,77 1,30-8,21
Hat AAD-1 khong duge phun 5,00 1,53 2,66-8,36
AAD-1 + Quizalofop 4,63 1,51 1,07-6,84
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AAD-1+24-D 4,98 1,78 2,94-9,10
AAD-1 + Quizalofop va 2,4-D 461 1,62 1,81-7,49
? ND = gié tri nho hon giéi han phat hién (Limit Of Detection - LOD) cta phuong phép.
®  Gi4 tri trong ngoic 13 ndm gitra LOD va gi6i han dinh lugng (Limit Of Quantitation -
LOQ) cua phuong phép.

Vi du 6.6. Phén tich thanh phin
Céac mAu cdy ngd 1am thirc in cho gia stc va hat dugc phan tich vé ham lugng dinh

dudng bang nhiéu thir nghiém. Cac phén tich duoc thuc hién d6i véi cdy 1am thirc in cho
gia suc bao gém tro, téng chit béo, d0 im, protein, hydrat cacbon, s¢i tho, xo axit, Xo trung
tinh, canxi va phospho. Cac phan tich dugc thuc hién di voi hat bao gdm céc thanh phin
chinh (tro, téng chét béo, d6 am, protein, hydrat cacbon, sg¢i thd, xXo axit), xo trung tinh
(neutrzﬂ detergent fiber - NDF), chét khoang, axit amin, axit béo, vitamin, cac chét chuyén
héa thir cip va cac khang chit dinh dudng. Céac két qua phan tich dinh dudng d6i véi cay
ngo lam thirc dn cho gia stic va hat dugc so sanh véi céc gia tri dugce bao cdo trong céc tai
liéu (xem; Watson, 1982 (4); Watson, 1984 (5); ILSI Crop Composition Database, 2006
(6); OECD Consensus Document on Compositional Considerations for maize, 2002 (7); va

Codex Alimentarius Commission 2001 (8)).

Vi du 6.6.1. Phan tich thanh phéan chinh, sgi va chit khoang ctia cdy lam thirc #n cho gia
suc

Phéan tich protein, chéit béo, tro, do dm, hydrat cacbon, ADF, NDF, canxi va
phospho trong cac mau ciy ngd 1am thirc n cho gia stic tir nhém ddi chimg, aad-1 khong
dugc phun, aad-1 + quizalofop, aad-1 + 2,4-D va aad-1 + ca hai dugc thuc hién. Tém tat
cac két qué qua tat ca cac dia diém duoc thé hién trong bang 16. Pdi vai phan tich chéo dia
diém va riéng timg dia diém, tit ca cac gid tri trung binh ciia thanh phén chinh, s¢i va chét
khoang 13 nim trong cac khoang duoc ghi trong tai lidu. Khong quan sat thiy su khac biét
thdng ké trong phén tich chéo dia diém gitra nhém dbi chimg va nhém chuyén gen vé do
4m, ADF, NDF, canxi va phospho. D8i véi protein va tro, quan sat thy kiém nghiém t cap
d6i c6 nghia d6i véi AAD-1 khéng dugc phun (protein), aad-1 + quizalofop (protein:), va
aad-1 + c hai (tro), nhung khong tuén theo tac dung xir Iy tong cong hoic gia tri p duge
didu chinh FDR déng k&. D8i véi chit béo, ci kidm nghiém t cip d6i ¢6 nghia va gi4 tri p
dugc diu chinh dugc quan sat d6i véi aad-1 + quizalofop so véi nhém ddi ching, nhung

khong quan st thiy tac dung xir Iy tong cong dang ké. Déi véi cac hydrat cacbon, tac dung
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xir 1y téng cdng c6 y nghia théng ké, kiém nghiém t cip doi va gia tri p dugc diéu chinh

FDR dugc quan sat thiy gitra nhém aad-1 + quizalofop va d6i chumg. Twong ti d6i véi cac

hydrat cacbon, kiém nghiém t cdp d6i c6 nghia dbi v&inhém aad-1 khong dugc phun dugc

quan sat, nhung khong quan sat thdy gi4 tri p dugc diéu chinh FDR déng ké. Cac khac biét

nay 13 khéng c6 ¥ nghia sinh hoc do tit ca cac két qua chéo dia diém d6i v6i cac chat phan

tich nay 1a nam trong cac khoang dugc bao céo trong tai liéu doi vdi cdy ngd, va cac khac

biét so v&i ddi ching 13 nho (<23%).

Bang 16. Tém tit phan tich thanh phin chinh, soi va chit khoang ciia ciy ngd

lam thirc an cho gia suc tir tat ca cac dia diém

, Khong dugc| Pugc phun |Dugc phun | Pugc phun
; Cic giatri| 1o dung | phun | Quizalofop | 24-D | cahai
Thanh phan chinh .| xaly boi S, A . s
(% khéi hrong khd) trogg ;[al tdng cong | chimg (Gid tri I.)i (gié tri Pi (gid tri Pi (gié tri PZ
liéu (Pr>F)b P duoc diéu| P duoc diéu [P duoc diéu(P dugce diéu
chinh)? chinh) chinh) chinh)
6,51 6,41 7,17 7,13
Protein 3,14-15,9 | (0,054) 7,65 (0,016°, (0,010°, (0,285, (0,245,
0,066) 0,051) 0,450) 0,402)
2,08 1,78 2,10 2,01
Chét béo 0,296-6,7 | (0,068) 2,29 (0,202, (0,005, (0,233, (0,093,
0,357) 0,028 0,391) 0,213)
3,84 4,03 3,99 4,40
Tro 1,3-10,5 | (0,072) 3,90 (0,742, (0,525, (0,673, (0,019°,
0,859) 0,708) 0,799) 0,069)
69,2 69,5 69,8 70,0
D6 4m 53,3-87,5| (0,819) 69,5 (0,651, (0,988, (0,699, (0,501,
0,782) 0,988) 0,820) 0,687)
87,6 87,8 86,8 86,5
Hydrat cacbon 66,9-94,5 | (0,026°) 86,1 (0,015°, (0,006°, (0,262, (0,538,
0,061) 0,034°) 0,424) 0,708)
Soi
(% khéi luong kho)
Xo axit (Acid 26,6 26,8 26,0 26,8
Detergent Fiber - | 16,1-47,4 | (0,968) 26,5 (0,925, (0,833, (0,677, (0,851,
ADF) 0,970) 0,925) 0,800) 0,937)
P, 43,6 433 41,3 41,6
Xo t;ung tinh 20,3-63,7| (0,345) 41,6 (0,169, (0,242, (0,809, (0,978,
(NDF) 0,322) 0,402) 0,911) 0,985)
Chéat khoang
(% khéi Iwrong kho)
0,203 0,210 0,215 0,231
Canxi 0,071-0,6 | (0,321) 0,212 (0,532, (0,930, (0,815, (0,150,
0,708) 0,970) 0,911) 0,296)
0,189 0,202 0,203 0,200
Phospho 0,094-0,55 (0,163) 0,197 (0,198, (0,427, (0,288, (0,608,
0,354) 0,615) 0,450) 0,762)
2 khoang két hop.
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Su khac biét théng ké dugc chi ra boi gié tri p <0,05.

Vi du 6.6.2. Phan tich thanh phﬁn chinh va soi cua hat

Téc dung x1r Iy tdng cdng duge udce tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.
So sanh viéc xr 1y chuyén gen véi doi chimg bang cach sir dung kiém nghiém t.
Céc gia tri p dugc di€u chinh bang cach sir dung quy trinh mtc d§ phat hién sai (False

Tém tit cac két qua vé cac thanh phé‘tn chinh (protein, chit béo, tro, dd 4m,

cholesterol va hydrat cacbon) va soi (ADF, NDF va téng xo thd) trong hat ngd qua tat ca

céc dia diém dugc thé hién trong bang 17. Tt ca cac két qua vé cac thanh phan chinh va

soi 12 ndm trong cac khoang trong tai liéu, va khéng thdy co6 su khac biét dang ké trong

phan tich chéo dia diém giira nhom db6i chimg va chuyén gen vé chét béo, tro, NDF va téng

x0 thd. D6i v6i ddi 4m, tac dung xir Iy téng cong déng ké duge quan sat, nhung khong tuan

theo kiém nghiém t cip ddi c6 nghia hodc gia tri p duge didu chinh FDR. Déi véi ADF,

kiém nghiém t cap d6i c6 nghia duoc quan sat dbi v6i aad-1 + ca hai, nhung khong thiy

tac dung xr Iy tdng cong hodc gia tri p duoc diéu chinh FDR dang ké. Pdi véi ca protein

va hydrat cacbon, kiém nghiém tao cip, gié tri p dugc didu chinh v tic dung xir Iy tong

cong dang ké duoc thiy ddi véi aad-1 khong duge phun, aad-1 + quizalofop, va aad-1 +

ca hai. Do céc khac biét ndy 13 nhé (< 12%) va tat ca cac gia tri 13 nim trong céc khoang

trong tai liéu, cac khac biét nay khong dugc coi 1a c6 y nghia sinh hoc.

Béng 17. Tém tét phan tich thanh phan chinh va soi clia hat ngd tir tét ca cac dia diém

, Khong dugc| Puge phun | Pugce phun | Puge phun
> Céac gia tri Téc dung - phun Quizalofop | 2,4-D ca hai
Thanh phéan chinh U I <i 81 Poi S enmc A o e
(% khéi hrgng kho) tropﬂg atax téng cong | ching (Gid tri 1.)§ (g,la trl 1.)i (gid tri PZ (gié tr }.):’
‘ liéu (Pr>F)? P dugce diéu|P duoc diéu [P dugc diéu|P dugc dieu
chinh)? chinh) chinh) chinh)
10,9 11,1 10,5 10,9
Protein 6-17,3 (0,003°) 9,97 (0,002°, (0,0004°, (0,061, (0,002°,
0,016°) 0,013°%) 0,161) 0,015°%)
4,19 4,16 4,26 4,22
Chét béo 1,2-18,8 | (0,369) 4,26 (0,238, (0,095, (0,955, (0,427,
0,397) 0,215) 0,977) 0,615)
1,55 1,52 1,45 1,51
Tro 0,62-6,28 | (0,553) 1,45 (0,178, (0,364, (0,982, (0,397,
0,330) 0,557) 0,985) 0,587)
25,5 244 24,5 24,5
Do 4m 6,1-40,5 | (0,038 25,1 (0,406, (0,056, (0,117, (0,114,
0,594) 0,152) 0,254) 0,250)
Cholesterol NR' NAS <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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83,3 83,2 83,8 83,4
Hydrat cacbon 63,3-89,8 | (0,0059 | 84,3 | (0,0025, | (0,0015 | (0,074, | (0,003,
0,0159 | 0,013 | 0,185 | 0,019

Soi
(% khbi luong kho)
3,94 3,99 3,89 3,82
Xo axit (ADF) 1,82-11,3 | (0,247) | 4,23 (0,130, (0,197, 0,078, | (0,035,
0,269) 0,354) 0,193) 0,106)
, 10,3 9,89 9,90 10,3
X"t;“ng tinh 5,59-22,6 | (0,442) 10,6 (0,455, (0,120, 0,121, | (0,552,
(NDF) 0,638) 0,254) 0,254) 0,708)
12,8 12,9 13,1 12,9
Téng xo thd 8,3-353 | (0,579) | 13,4 (0,164, (0,195, 0,487, | (0,215,
: 0,313) 0,353) 0,679) 0,370)
Z khoang két hop.

Téc dung xtr Iy tong cong duge wéc tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.

So séanh viéc xtr 1y chuyén gen vé6i dbi chimg bang cach st dung kiém nghiém t.

Céc gié tri p duoc diéu chinh bing cach sir dung quy trinh mirc d6 phét hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

© Sy khéc biét théng ké duoc chi ra béi gia tri P <0,05.

NR = khong duoc bdo céo.

& NA=phan tich théng ké khong dugce thuc hién do phﬁn 16m dir liéu <LOQ.

C

d

Vi du 6.6.3 Phan tich chit khoang clia hat |

" Tién hanh phan tich cac mau hat ngd vé céc chit khoang canxi, crom, déng, iot, sét,
magie, mangan, molypden, phospho, kali, selen, natri, va kém. Tom t&t cac két qua qua tat
ca cac dia diém duoc thé hién trong bang 18. T4t ca cac két qué 13 nim trong cac khoang
trong tai liéu dugce bédo co. Déi v6i phan tich chéo dia diém, khong quan sat thdy cac khac
biét dang ké vé canxi, dff)ng, sat, va kali. Céc két qua trung binh cua crom, iot, selen va
natri 13 thip hon gi6i han dinh lugng ctia phuong phép. Déi v6i magie va phospho, quan
sat thdy kiém nghiém t cip ddi c6 nghia d6i v6i nhom aad-1 khong duge phun va aad-1 +
quizalofop, nhung khong tuén theo tac dung xur ly tdng cong hodc gié tri p duge diéu chinh
FDR dang ké. D6i véi mangan va molypden, quan sét thdy kiém nghiém t cip doi c6 nghia
d6i véi aad-1 khong duoc phun, nhung khéng thiy gi tri p dugc diéu chinh FDR va tac
dung xir Iy téng cong dang ké. D4i v6inhém aad-1 + ca hai, quan sét thiy kiém nghiém t
cap doi c6 nghia d6i v&i kém, nhung khong thiy gia tri p dugc diéu chinh FDR hoic tac
dung Xt Iy tbng cong dang ké. Ngoai ra, cdc khac biét nay so véi d6i ching 13 nhé (<

13%), va tat ca cac gia tri 1a nam trong cac khoang trong tai li€u, n€u co.

{
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Bang 18. Tém tit phan tich chét khoang ciia hat ngd tir tit ca cac dia diém

, , Khong duogc| Puge phun |Puoc phun | Puoc phun
) . ..,.| Tac dung ) . f 24D : hai
Chét khodng Ccgidtn| = o 10™ | péi phun | Quizalofop | 2,4-1 ca ha
(mng/100g khdi tr({.nAg ;[ a tbng cong | chig (Gid tri Pi (gid tri PZ (gid tr Pi (gié tri Pi
hrong kho) iéu (Pr>F)b P du'c;yc d;eu P duc{c dieu {P duc,fc diéu|P duqc diéu
chinh) chinh) chinh) chinh)
421 4,12 4,04 4,06
Canxi 1,27-100 | (0,493) 4,05 (0,146, (0,505, (0,944, (0,898,
0,289) 0,687) 0,977) 0,957)
Crom %%0166_ NA® <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
0,151 0,146 0,141 0,149
Dong 0,073-1,85| (0,963) 0,144 (0,655, (0,890, (0,817, (0,749,
0,782) 0,957) 0,911) 0,863)
Tot 7,3-81 NA | <LOQ | <LOQ | <LOoQ | <LOQ | <LOQ
2,60 2,56 2,51 2,59
Sit 0,1-10 (0,333) 2,49 (0,086, (0,310, (0,801, (0,145,
0,206) 0,482) 0,911) 0,289)
129 128 126 127
Magie 59,4-1000| (0,072) 122 (0,010", (0,017", (0,145, (0,070,
0,051) 0,066) 0,289) 0,177)
0,551 0,524 0,526 0,532
Mangan 0,07-5,4 | (0,099) 0,525 (0,025", (0,884, (0,942, (0,505,
0,082) 0,957) 0,977) 0,687)
229 236 244 234
Molypden NR (0,143) 261 (0,020", (0,067, (0,206, (0,046,
: 0,072) 0,173) 0,362) 0,132)
303 300 299 298
Phospho 147-750 | (0,102) 289 (0,012", (0,035, (0,055, | (0,085,
0,057) 0,106) 0,150) 0,206)
368 359 364 357
Kali 181-720 | (0,453) 362 (0,330, (0,655, (0,722, (0,454,
0,510) 0,782) 0,839) 0,638)
Selen 0,001-0,1 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Natri 0-150 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
' 2,32 2,34 2,29 2,37
Kém 0,65-3,72 | (0,166) 2,26 (0,183, (0,108, (0,627, (0,027",
0,336) 0,238) 0,768) 0,085)
z khoang két hop.

o

Discovery Rate - FDR).
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Vi du 6.6.4 Phan tich axit amin cua hat

Céc mAu cdy ngd dwogc phan tich vé ham lugng axit amin trong cdy ngd d6i chimg,
aad-1 khong dugc phun, aad-1 + quizalofop, aad-1 + 2,4-D va aad-1 + cé hai, va tom tat
cac két qua & tit ca cac dia diém v timg dia diém canh ddng riéng dugc thé hién trong
bang 19. Muc tAt ca cac axit amin 12 ndm trong cac khoang trong tai li€u dugc béo cdo, va
khong quan sat thiy cac khac biét dang ké trong phan tich chéo dia diém d6i véi arginin,
lysin, va tyrosin. Cac khac biét dang ké dugc quan sat thiy dbi voi mét s6 axit amin trong
phan tich chéo dia diém. Trong cac trudng hop nay, ham lugng axit amin ctia nhom dbi
chitmg thép hon so véi dong chuyén gen aad-1, diéu nay c6 thé lién quan dén tong ham
lugng protein thip hon trong hat d6i chirng so v6i dong aad-1. Dbi véi nhém aad-1 khéng
dugc phun, thiy c6 tac dung xtr 1y téng cong dang ké cling véi kiém nghiém t cip doi va
gi4 tri p duoc didu chinh FDR d4ng ké dbi véi tit ca cac axit amin ngoai trir arginin,
glyxin, lysin, tryptophan va tyrosin. Di v6i nhém aad-1 + quizalofop, thiy ¢ tac dung xir
1y tdng cong dang ké cling v6i kiém nghiém t cip doi va gid tri p duge diéu chinh FDR
dang ké dbi voi tit ca cac axit amin ngoai trir arginin, xystein, glyxin, lysin, tryptophan va
tyrosin. P4i v6i nhom aad-1 + 2,4-D, thy c6 tac dung xir ly téng cong déng ké cung véi
kiém nghiém t cip d6i c6 nghia (v6i gia tri p duoc diéu chinh FDR dang k&) d6i véi tit ca
c4c axit amin ngoai trir arginin, axit aspartic, glyxin, histidin, lysin, tyrosin va valin. Déi
v6inhém aad-1+ c& hai, thdy c6 tac dung xir Iy tong cong déng ké cing v6i kiém nghiém t
cap dbi va gié tri p duoc diéu chinh FDR déng ké d6i voi tit ca cac axit amin ngoai trir
arginin, glyxin, lysin, serin, tryptophan va tyrosin. Méc du c6 nhiéu khéc biét durgc quan
sat 461 v6i cac axit amin, nhung cac khac biét nay 1a nhé (< 15%), khong quan sét thdy qua
tAt ca cac dia diém, va tht ca céc gia tri trung binh 1a nam trong cac khoang trong tai liu

duoc bao cao.

Béng 19. Tém tit phan tich axit amin ciia hat ngd tir tit ca cac dia diém

. Khong dugce| Pugc phun |Puoc phun | Puge phun
. .., .| Tac dung . L
- Céc gia tri X 1§ Déi Phup Quizalofop 2,4-1? ca he.u
Axit amin trong tai téne cone | chim (GidtriP,” | (gidtriP, | (gidtriP, | (gidtriP,
(% khoi lugng kho) liéu® (P%>F.)bg € lp dugc diéu| P duoc diéu [P duoc diéu|P dugc dicu
- chinh)? chinh) chinh) chinh)
0,901 0,900 0,863 0,894
Alanin 0,44-1,39 | (0,002°) 0,806 | (0,0005° | (0,0005°, | (0,021°, (0,001°,
0,013°) 0,013°%) 0,074) 0,013°%)
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0,499 0,505 0,487 0,484
Arginin 0,12-0,64 | (0,371) 0,486 (0,286, (0,139, (0,929, (0,897,
0,450) 0,283) 0,970) 0,957)
0,768 0,764 0,743 0,762
Axit aspartic 0,34-1,21 | (0,010°% 0,712 (0,002°, (0,003°, (0,060, (0,004°,
0,015 0,021°) 0,160) 0,027%)
0,225 0,223 0,223 0,226
Xystein 0,08-0,51 | (0,033°) 0,213 (0,009°, (0,020°, (0,018°, (0,005°,
0,050°) 0,072) 0,067) 0,028
2,22 2,21 2,12 2,20
Axit Glutamic | 0,97-3,54 | (0,001°) 1,97 (0,0003°, | (0,0004°, | (0,017, (0,001°,
0,013°) 0,013°) 0,067) 0,013°)
0,397 0,398 0,390 0,397
Glyxin 0,18-0,54 | (0,052) 0,383 (0,018°, (0,013, (0,217, (0,016°,
0,067) 0,059) 0,371) 0,066)
0,303 0,302 0,295 0,302
Histidin 0,14-0,43 | (0,005°%) 0,283 (0,001°, (0,002°, (0,036, (0,002°,
0,013°) 0,014°) 0,109) 0,014°%)
0,427 0,427 0,410 0,431
Isoleuxin 0,18-0,71 | (0,003°%) 0,386 (0,001°, (0,001°, (0,044°, (0,001°,
0,014°) 0,014°) 0,127) 0,013°%)
1,54 1,54 1,47 1,53
Leuxin 0,64-2,49 | (0,001°) 1,35 (0,0003°, | (0,0003°, | (0,013, (0,001°,
0,013°) 0,013%) 0,059) 0,013°)
0,315 0,316 0,309 0,316
Lysin 0,05-0,56 | (0,211) 0,310 | (0,210, (0,128, (0,879, (0,102,
0,367) 0,265) 0,956) 0,226)
0,209 0,209 0,205 0,208
Metionin 0,10-0,47 | (0,003%) 0,195 (0,001°, (0,001°, (0,014, (0,001°,
0,013°) 0,013% 0,061) 0,014°%)
0,617 0,619 0,592 0,615
Phenylalanin 0,24-0,93 | (0,002°) 0,551 (0,001°, (0,001°, (0,023°, (0,001°,
0,013%) 0,013°) 0,077) 0,013°)
1,01 1,01 0,975 0,997
Prolin 0,46-1,63 | (0,002°) 0,910 | (0,0004°, (0,001°, (0,012°, (0,001°,
0,013°%) 0,013°) 0,059) 0,014°%)
0,550 0,550 0,529 0,536
Serin 0,24-0,91 | (0,009° 0,498 (0,002°, (0,001°, (0,042°, (0,015°,
0,014°) 0,014°) 0,122) 0,061)
, Khong dugce| Pugc phun | Puge phun |Pugc phun
. ... .| Tac dung . iy
L Ccgidtn) = 4 Péi phun | Quizalofop |~ 2,4-D ¢4 hai
Axit amin trong tai thng cong | ching (Giatri P‘,c (gidtiP, | (gatriP, | (gidtri P,
(% khoi luwong kho) liéu® (Pr>F.)b P dugc diéu|P duoc diéu |P dugce diéu|P dugc diéu
chinh)® chinh) chinh) chinh)
0,394 0,394 0,384 0,390
Threonin 0,22-0,67 | (0,005°) 0,364 (0,001°, (0,001°, (0,023°, (0,003°,
0,014°%) 0,013°) 0,077) 0,020°)
0,055 0,056 0,056 0,056
Tryptophan 0,03-0,22 | (0,088) 0,052 (0,067, (0,025°, (0,014, (0,029°,
0,173) 0,082) 0,060) 0,092)
0,355 0,375 0,339 0,314
Tyrosin 0,10-0,79 | (0,390) 0,336 (0,535, (0,214, (0,907, (0,500,
0,708) 0,370) 0,964) 0,687)
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0,537 0,538 0,519 0,538
Valin 0,21-0,86 | (0,005° | 0,495 | (0,002, | (0,002, | (0,054, | (0,001°,
0,014°%) 0,014% | 0,148) | 0,0149

khoang két hop.

Téc dung xir Iy téng cong dugc udce tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.

So sanh viée xtr 1y chuyén gen véi dbi ching bang cach sir dung kiém nghiém t.

Céc gié tri p dugc diu chinh bang cach sir dung quy trinh muic d6 phét hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

® Sy khéc biét théng ké duoc chi ra bai gia tri P <0,05.

a6 o e

Vidu 6.6.5. Phan tich axit béo cua hat

Phén tich cac mu hat ngd vé axit béo dugc thuc hién. Tém tit cac két qua qua tit
c4 cac dia diém duogc thé hién trong bang 20. T4t ca cac két qua d6i v6i cac mAu hat ngd
d6i chimg, aad-1 khong duoc phun, aad-1 + quizalofop, aad-1 + 2,4-D va aad-1 + c& hai
dugc phan tich vé& c4c axit béo nay 1 ndm trong cac khoang ghi trong tai liéu dugc cong
bd. Céac két qua dbi véi axit caprylic (8:0), capric‘ (10:0), lauric (12:0), myristic (14:0),
myristoleic (14: 1), pentadecanoic (15:0), pentadexenoic (15:1), heptadecanoic (17:0),
heptadexenoic (17:1), gama linolenic (18:3), eicosadienoic (20:2), eicosatrienoic (20:3), va
arachidonic (20:4) 14 thp hon gi6i han dinh lugng (LOQ) ctia phuong phap nay. Trong
phan tich chéo dia diém, khong quan sat thiy c6 khac biét dang ké déi véi 16:0 palmitic,
16:1 pamitoleic, 18:0 stearic, 18:2 linoleic, 18:3 linolenic, va 20:0 arachidic. Pbivési 18:1
oleic va 20:1 eicosenoic, quan sat thay kiém nghiém t cip ddi c6 nghia d6i v6i nhom aad-1
khong dugc phun (18:1) va aad-1 +2,4-D (18:1 va 20:1), nhung khong tuén theo tac dung
xtr Iy tdng cong hoic gia tri p duoc didu chinh FDR déng ké&. Bbi v6i 22:0 behenic, thiy ¢6
tac dung xtr Iy tdng cong dang ké va kiém nghiém t cip d6i c6 nghia d6i voi aad-1+2,4-D

va aad-1 + cé hai, nhung khong thdy gia tri p dugc diéu chinh FDR déng ké.

Bang 20. Tom tit phén tich axit béo ciia hat ngd tir tit ca cac dia diém

Téc dun Khong dugce| Pugc phun | Pugce phun | Pugc phun
Axit béo Chcgiatri| o8 " phun | Quizalofop| 2,4-D ca hai
0/ +A £, . .. xuly Poi S, . d e, . . ., .
(% tong sO céc axit | trong tai tdne cone | chim (gia tri p, (giatriP, | (giatri P, (gia tri P,
béo)? liew® (Pf;;F')cg & |P duoc didu|P duoc didu|P duoc didulP dugc didu
chinh)* chinh) chinh) chinh)
8:0 Caprylic 0,13-0,34| NA! <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
10:0 Capric ND NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
12:0 Lauric ND-0,687| NA <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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14:0 Myristic ND-0,3 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
14:1 Myristoleic NR NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
15:0 Pentadecanoic NR NA <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
15:1 Pentadexenoic| NR NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
9,88 9,95 9,78 9,90
16:0 Palmitic 7-20,7 | (0,559) 9,83 (0,618, (0,280, 0,617, (0,544,
0,763) 0,445) 0,763) 0,708)
0,044 0,047 0,041 0,079
16:1 Palmitoleic ND-1,0 | (0,552) 0,056 (0,804, (0,551, (0,555, (0,392,
0,911) 0,708) 0,708) 0,582)
17:0 Heptadecanoic| ND-0,11 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
17:1 Heptadexenoic| ND-0,1 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
1,98 2,01 2,00 2,02
18:0 Stearic ND-3,4 | (0,561) 2,04 (0,119, (0,437, (0,259, (0,598,
0,254) 0,626) 0,421) 0,756)
30,4 30,8 30,4 30,7
18:1 Oleic 17,4-46 | (0,076) 31,3 (0,0138, (0,178, (0,0158, (0,092,
0,059) 0,329) 0,061) 0,213)
48,3 48,4 48,0 48,5
18:2 Linoleic 34,0-70 | (0,474) 47,5 (0,189, (0,144, (0,453, (0,119,
0,345) 0,289) 0,638) 0,254)
18:3 Gama
Linolenic NR NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Téc dun Khong duge| Puge phun {Pugce phun |Puge phun
Axit béo Chcgiatri| o8N8 ” phun | Quizalofop | 2,4-D ca hai
A ST . xu ly boi Y. d S s e
(% tong sO cac axit | trong tai tdne cone | chim (giatrip, (giatriP, | (giatri P, | (gidtr P,
béo)? lisu® (P%>F)°g € |P duoc didu|P duoc didu [P duoc diéuP duoc didu
chinh)® chinh) chinh) chinh)
1,05 1,06 1,04 1,06
18:3 Linolenic ND-2,25 | (0,479) 1,04 (0,537, (0,202, (0,842, (0,266,
; 0,708) -| 0,357) 0,932) 0,428)
0,386 0,393 0,390 0,390
20:0 Arachidic 0,1-2 (0,379) 0,400 (0,061, (0,341, (0,153, (0,175,
0,161) 0,525) 0,297) 0,328)
0,226 0,230 0,223 0,227
20:1 Eicosenoic 0,17-1,92| (0,107) 0,232 (0,089, (0,497, (0,013¢, (0,121,
0,210) 0,687) 0,059) 0,254)
20:2 Eicosadienoic ND-0,53 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
20:3 Eicosatrienoic | 0,275 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
20:4 Arachidonic 0,465 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
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0,088 0,076 0,086 0,108
22:0 Behenic ND-0,5 | (0,044%) | 0,136 | (0,093, | (0,887, | (0,011% | (0,023%,
* 0,213) 0,957) 0,054) | 0,077

Céc két qua dugc chuyén tir don vi % khéi luong kho sang % axit béo.

khoang két hop.

Téc dung xir 1y téng cong duge udc tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.

So sanh viéce xtr Iy chuyén gen vé6i d6i chung bang cach st dung kiém nghiém t.

Céc gid tri p dugc diéu chinh bang céch st dung quy trinh mirc d9 phat hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

f NA= phan tich théng ké khong dugc thuc hién do phén 16n dir liéu < LOQ.

& Su khac biét thong ké duoc chi ra béi gia tri P <0,05.

o A o o ®

Vi du 6.6.6. Phan tich vitamin cta hat
Céac muc vitamin A, B1, B2, B5, B6, B12, C, D, E, niaxin, va axit folic trong cac
mau hat ngd tir nhém cay ngd d6i chung, aad-1 khong duge phun, aad-1 + quizalofop,
aad-1 + 2,4-D va aad-1 + ca hai dugc x4c dinh. Tém tit cac két qua qua tat ca céc dia
didm dugc thé hién trong bang 21. C4c vitamin B12, D va E khong dinh lugng dugce bang
phuong phap phén tich dugc str dung. Tt ca cac két qua trung binh dugc bdo cdo d6i voi
c4c vitamin la tuong tu nhur cac gia tri trong tai liéu duogc bao cao, néu c6. Cac két qua ddi
_ v&i cac vitamin ma khong thudc khoang trong tai 1éu dugc bao céo (cic vitamin BS va C)
12 twong tu nhu cée gid tri di chimg thu dugc (khac biét < 22% so véi dbi ching). Déi voi
phéan tich chéo dia diém, khong quan sat thiy su khac biét théng k&, ngoai trir cac vitamin
B1, C va niaxin. Kiém nghiém t cip ddi c6 nghia d6i voi vitamin B1 duge quan sat gilta
* nhém dbi ching va aad-1 khong dugc phun, aad-1 + quizalofop, va aad-1 + ca hai, nhung
khong tuan theo tac dung xur ly tdng cong hoic gid tri p dugc didu chinh FDR d4ng ké. Dbi
v6i vitamin C, quan sat thdy tic dung xir ly tdng cong dang ké cung v6i kiém nghiém t cép
: dbi c6 nghia va gié tri p dugc didu chinh FDR ddi v6i aad-1 + quizalofop va aad-1 +2,4-
D. Tuong tu d6i v&i niaxin, quan sat thiy tac dung xir Iy tong cong dang ké cung voi kiém
nghiém t cdp d6i c6 nghia va gia tri p duoc diéu chinh FDR d6i véi aad-1 + quizalofop va
aad-1+ c hai. Kidm nghiém t cip doi c6 nghia di véi aad-1 +2,4-D ciing dugc thdy doi
v&i niaxin ddi vi nhém aad-1 + 2,4-D, nhung khong tuén theo tic dung xr Iy tdng cong
hoic gié tri p duoc diéu chinh FDR déng ké. Do cac khac biét nay khong dugc quan sat
~ thiy qua cac dia diém va cac gia tri 12 nim trong cac khoang trong tai liéu (khi c6 thé), cac

khac biét nay khong duge coi 1a cé y nghia sinh hoc.
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Bang 21. Tém tit phén tich vitamin ctia hat ngd tir tit ca cac dia diém

Téc dung Khoéng dugc| Puge phun |Puge phun | Duoc phun
Vitamin Céc gia tri < 1'),, Déi phun Quizalofop | 2,4-D ca hai
(mg/kg khdi luong | trong i | T Y | O | (Gidti Py | (gidtriP, | (giétriP, | (gidtriP,
kho) lidu® (P§>F)bg & |P duogc didu| P duoc diéu [P duoc didulP dugc didu
chinh)® chinh) chinh) chinh)
1,85 1,80 1,82 1,87
I(gve;fag?;";e)n 0;11698‘ ©0649) | 180 | 0372, | ©967, | (0,770, | (0221,
: 0,566) 0,983) | 0883) | 0,376)
[ itarmin B 3,63 3,67 3,54 3,64
(Thiamin) 1,3-40 | (0,068) | 347 | (00415, | (0,013, | (0375, | (0,032°,
0,121) 0,059) | 0567) | 0,100)
itamin B 2,05 2,08 1,99 2,07
(Riboflavin) 025-5,6| (0,803) | 215 | (0443, | (0,600, | (0,227, | (0,543,
0,631) 0,756) | 0383) | 0,708)
itamin B f 5,17 5,00 5,29 5,10
(Axit pantothenic) | R 0,820) | 528 | (0,623, | (0,391, | (0,968, | (0,424,
0,766) 0,582) | 0983) | 0,615)
. 6,57 6,66 6,66 7,08
V“a?fi“n B6 316183‘ 0,431) | 652 | (0,859, | (0,652, | (0,652, | (0,088,
(pyridoxin) > 0938) | 0782 | 0782) | 0210)
Vitamin B12 NR NA® | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
| 21,2 17,5 18,0 20,4
Vitamin C NR | (0,018 | 224 | (0,268, | (0,005, | (0,004°, | (0,068,
| 0,429) | 0,028) | 0,026 | 0,173)
Vitamin D NR NA | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Vitamin E (alpha _
Tocopherol 1,5-68,7| (0,558) | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ
Nixin (axit 242 29 23,7 29
niootinio Vit B3) | 03770 | 0139 | 261 | (0,050, | (0002, | (0,018 | (0,002
> VIL 0,140) | 00179 | 0067) | 00169
0,588 0,574 0,592 0,597
Axit folic 0,15-683| (0,881) | 0594 | (0,779, | (0,403, | (0,931, | (0,916,
0,890) 0,592) | 00970) | 0,970)
Z khoang két hop.

e o

Discovery Rate - FDR).
®  Su khéc biét thong ké dugc chi ra bsi gia tri P <0,05.

NR = khong duoc bao céo.

T4c dung xtt Iy tng cong dugc udce tinh bang cach sir dung kiém nghiém F.
So sanh viéc xir ly chuyén gen véi doi ching bang cach sir dung kieém nghiém t.
Cac gié tri p dugc di€u chinh bang cach st dung quy trinh mitc d§ phét hién sai (False

& NA= phan tich théng ké khong duoc thuc hién do phén 16n dit liéu < LOQ.

Vi du 6.6.7. Phén tich khang chit dinh dudng va chit chuyén héa thit cip ciia hat

Mirc d6 chit chuyén hoa thi cp (axit coumaric, axit ferulic, furfural va inositol) va

khang chét dinh dudng (axit phytic, raffinoza, va chét trc ché trypsin) trong cc mau hat
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ngo tir cdc nhom céy ngd dbi chimg, aad-1 khong dugc phun, aad-1 + quizalofop, aad-1 +
2,4-D va aad-1 + ca hai dugc xéc dinh. Tém tit cac két qua qua tat ca cac dia diém dugc
thé hién trong bang 22 va 23. i véi phan tich chéo dia diém, tAt ca cac gia tri 1a nim
trong cac khoang trong tai liéu. Khong quan sat thdy khac biét dang ké gitra cac két qua
clia cc nhém aad-1 va nhém d6i chimg trong phén tich chéo dia diém d6i véi inositol va
cht trc ché trypsin. Cac két qua cta furfural va raffinoza 14 thip hon gi6i han dinh lrong
ctia phwong phap. Quan sat thiy kiém nghiém t cip ddi c6 nghia dbi vai axit coumaric
(aad-1 khéng dugc phun, aad-1 + 2,4-D va aad-1 + ca hai), va axit ferulic (aad-1 +
quizalofop va aad-1 + ca hai). Cac khac biét nay khong tuan theo tc dung xtr ly téng cong
hodc gia tri p dugc diéu chinh FDR dang ké va turong tu nhu ddi chimg (chénh 1&ch <
10%). Thiy c6 tac dung xir Iy tong cong, kidm nghiém t cap doi, va gia tri p dugc didu
chinh FDR dang ké ddi vdi axit phytic (aad-1 khong duge phun). Do tit ca cac két qua 13
nim trong céc khoang trong tai liéu va tuong tu nhu d6i chimg (chénh 1éch <11%), cac

khéac biét nay khong dugc coi 1a ¢6 y nghia sinh hoc.

Béang 22. T6ém tit phan tich chét chuyén hoa thi cp ciia hat ngd tir tat ca cac dia diém

) ) Téc dung Khoéng dugc| BPugc phun |Duoc phun | Pugc phun
Chat chuyén hoa |Céc gia tri 1 £ phun Quizalofop | 2,4-D ca hai
.z .- xu ly Poi S e . oo L
thir cap trong tai téng cong | chimg (Giatri P, (gla tri P, (giatr P, (gia tri p,
(% khoi lugng khd) liéu® (Pr>F)b P duoc diéu|P dugc diéu [P dugc diéu(P dugce dieu
chinh)’ chinh) chinh) chinh)
. ‘ 0.003- 0,020 0,020 0,019 0,020
Axit Coumaric O’ 058 (0,119) 0,021 (0,038°, (0,090, (0,022°, | (0,029°
’ 0,113) 0,211) 0,074) 0,091)
0,199 0,196 0,200 0,197
|Axit Ferulic 0,02-0,389( (0,077) 0,208 (0,051, (0,010°, (0,080, (0,019°,
0,141) 0,051) 0,196) 0,069)
0,0003- £
[Furfural 0,0006 NA <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
- 0.0089- 0,224 0,218 0,213 0,211
Inositol (’) 377 (0,734) 0,218 (0,548, (0,973, (0,612, (0,526,
’ 0,708) 0,984) 0,763) 0,708)
:’ khoang két hop.

c
d

Discovery Rate - FDR).

Su khéc biét théng ké duoc chi ra béi gid tri P <0,05.
T NA= phén tich théng ké khéng dugc thuc hién do phan 16n dit liéu < LOQ.
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Bang 23. Tém tit phéan tich khang chit dinh dudng cta hat ngd tir tit ca cac dia diém

) Tic dun Khong duge| Puge phun {Pugc phun | Puoc phun
Khang chitdinh  [Clc gidtri| ~wwrir® | p phun | Quizalofop| 24-D | cahai
~ \ xu ly bdi PR L A L
dudng trong tai tdne cone | chim (Giatri P, (giatriP, | (giatri P, (gia tri P,
(% khoi luong kho) liéu® (P%>F.)bg g |p dugce diéu| P duogc diéu [P dugce diéu|P duoc dicu
chinh)® chinh) chinh) chinh)
0,806 0,767 0,755 0,761
Axit Phytic 0,11-1,57| (0,046%) | 0,727 (0,003°, (0,099, (0,245, (0,158,
0,020°) 0,224) 0,402) 0,304)
Raffinoza 0,02-0,32 NAf <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
£ £ . 5,10 4,87 5,45 5,18
(CThI% e ‘)’he UYPSIn| 1 09718 | (0,742) | 508 | (0954, | (0,631, | (0387, | (0,813,
& 0,977) 0,770) 0,582) 0,911)
?  khoang két hop.

®  Téc dung xir Iy tdng cong durge wde tinh béng cach st dung kiém nghiém F.

So sanh viéc xir Iy chuyén gen voi dbi chimg bang cach sir dung kiém nghiém t.

Céc gi4 tri p duoc diéu chinh bang cach sir dung quy trinh mtc 46 phat hién sai (False
Discovery Rate - FDR).

®  Su khéc biét thong ké duoc chi ra bsi gia tri P <0,05.

£ NA= phéan tich théng ké khong dugc thuc hién do phé‘m 16n dir liéu < LOQ.

C

d

Vi du 7 - Céc thir nghiém néng hoc b sung

Céc dac tinh ndng hoc ctia dong cay ngd 40278 so voi dong cdy ngd dbi ching
khéng chuyén gen 1an cén (near-isoline) dugc ddnh gid qua cac moi truong da dang. Viée
xtr Iy bao gbm 4 thé lai riéng biét vé di truyén va cac thé lai d6i chimg khong chuyén gen

1an cén thich hop cta ching dugc thir nghiém qua tong s6 21 dia diém.

Bén thé lai thir nghiém 12 c4c thé lai c6 d6 truéng thanh tir trung binh dén mudn véi
d6 truéng thanh trong dbi nim trong khoang tir 99 dén 113 ngay. Thir nghiém A dénh gia
bién thé gen DAS-40278-9 trong nén di truyén chuyén dbi Inbred C x BC3S1. Thé lai ndy
c6 d6 trudng thanh twong dbi la 109 ngay va duoc thir nghiém & 16 dia diém (bang 24).
Thir nghiém B danh gia nén lai chuyén d6i Inbred E x BC3S1, thé lai c6 do truéng thanh
turong d6i 113 ngay. Thé lai nay dugc thir nghiém & 14 dia diém, bang cach sir dung tap
hop cac dia diém hoi khac nhau so v6i Thir nghiém A (bang 24). Thi nghiém C va D lan
luot danh gia nén lai chuyén déi BC2S1 x Inbred D va chuyén d6i BC2S1 x Inbred F. Ca
hai thé lai ndy c6 do truong thanh tuong dbi 12 99 ngay va dugc thir nghiém & 10 dia diém
gidng nhau.
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Bang 24. Cac dia diém cua cac thir nghiém nong hoc

Atlantic, IA

Fort Dodge, IA
Huxley, IA

Nora Springs, IA
Wyman, JA
Lincoln, IL
Pontiac, IL
Princeton, IL
Seymour, IL
Shannon, IL
Viola, IL
Bremen, IN
Evansville, IN
Fowler, IN

Mt. Vernon, IN
Olivia, MN X
Wayne, NE
York, NE
Arlington, W1
Patteville, WI
Watertown, WI

IS
5|4
5| >4

lialialielle

liadialle

eliasliclialislles

>

eitaliadiails

o

P | P

lialialls

eltalles
elisitel

Déi v6i mbi thi nghiém, thiét ké 6 ddy di ngAu nhién dugce sir dung vé6i hai 1an Iap
lai mdi dia diém va céc 6 gom hai hang. Chiéu dai hang 14 20 phit (6,1 m) va mdi hang
duoc gieo & mirc 34 hat mdi hang. Thyc hanh néng hoc ving chuén duogc sir dung trong
viéc quan ly céc thir nghiém.

. Dit lidu dugc thu va phan tich vé tim dic tinh nong hoc; chidu cao cdy, chidu cao
bép,»rgp than, rap ré, mat do cudi cung, do 4m hat, khoi lurong thir nghiém, va hi€u suét.
Céc thong sb chiéu cao cay va chiu cao bép dua ra thong tin vé su xuét hién thé lai. Céc
déc tinh néng hoc véty le ph?m tram rap than va rap ré x4c dinh kha ning thu hoach cta
thé lai: Tong sb mat do cubi cung danh gia chét lwong hat va cac diéu kién sinh truréng theo
mua anh hudng dén hiéu suét. Ty 16 phin trim do 4m ctia hat khi thu hoach x4c dinh do
truéng thanh cia thé lai, va hidu suit (gia/mu anh dugc diéu chinh theo do 4m) va khéi
lwong thir nghiém (khéi lrgng tinh theo pao clia gia cia ciy ngd dugc diéu chinh vé& d6 Am

15,5%) mo ta kha nang sinh san ctia thé lai.
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Phén tich phuong sai dugc tién hanh qua cac dia diém canh ddng bing cach sir dung
md hinh tuyén tinh. Nhém va dia diém dugc bao gém trong mo hinh 13 4nh huéng cb dinh.
M5 hinh hdn hop bao gdm dia diém va dia diém theo nhém l1am anh huéng ngiu nhién
duoc nghién ciru, nhung dia diém theo nhém chi m6 ta mot phén nhé phuong sai va thinh
phén phuong sai ctia nd thuong khong khéac nhau dang ké so voi khong. Ddi véi rap than
va r&, su bién dbi logarit dugc st dung dé 1am 4n dinh phuong sai, tuy nhién trung binh
cong va cic khoang dugc bao céo theo pham vi ban dau. Su khac biét dang ké duge biéu
thi & murc do tin cdy 95%. Y nghia cia tac dung xir 1y tdng cong dugc ude tinh bing cach

sir dung kiém nghiém t.

Céc két qua tir cac thir nghiém mo ta dic tinh ndng hoc nay c6 thé thiy trong bang
2. Khong thdy su khac biét c6 ¥ nghia théng ké déi véi thé lai bit ky trong bén thé lai
40278 so v6i dbi chimg khong chuyén gen (& p<0,05) vé cac thong sb chidu cao bap, rap
than, rap ré, do 4m hat, khéi lugng thir nghiém, va hiéu suét. Téng s6 mat do cudi cung va
chidu cao cdy 12 khac biét thong ké 14n lugt trong Thir nghiém A va B, nhung khong thiy
su khéc biét twrong tu khi so sanh véi thé lai 40278 khac dugc thir nghiém. Mot s6 bién dbi
thdy dugc c6 thé 13 do mirc thip ctia tinh bién déi di truyén con lai tir viée lai ngugc bién
thé gen DAS-40278-9 vao céc dong lai ciing dong uru thé. Khoang gié tri tong cong d6i véi
cac théng sb dugc do déu nim trong khoang gia tri thu dugce d6i voi cay ngb lai truyén
thdng va s& khong dan dén két luan ting tinh trang c6 dai. Tém lai, dit liéu mo ta dic tinh

néng hoc cho thiy rang ciy ngd 40278 1a tuong duong sinh hoc véi cdy ngd thong thuong.

Bang 25. Phén tich cac dic tinh néng hoc

Thit nghiém A

AAD-1 96,31 94,00 | 99,00
(inso (cm)) Dbichimg | 95,41 9500 | 98,00 |
(242,34) | (241,30) | (248,92)
AAD-1 41,08 30,00 | 48,00
Chiéu cao bap , (10434) | (76,20) | (121,92) | | 4czg
(inso (cm)) boi ching 44,42 40,00 47,00 | 7
(112,83) | (101,60) | (119,38)
. AAD-1 3,64 0,00 | 27,70
Rap thin (%) DGi chimg | 2,49 000 2857 %2020
Rap 1é (%) AAD-1 1,00 0,00 7,81 | 0,7658
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Dbi chimg 0,89 0,00 | 28733

Mt d6 cubi ciing AAD-1 31,06 27,00 | 36,00

NP < (76,75) | (66,72) | (88,96)
gggﬁ::fggo()cayfha) Plichimg | 3217 | 2700] 3600 0230

(79,49) | (66,72) | (88,96)

. AAD-1 22,10 1432 | 2780

A A 0 _ bl b b
DO am hat (%) Pbi chimg | 21,84 1452 3100 2132
Khéi luong thir nghiém AAD-1 54,94 5110 | 5680 | o, oo

(Ib/gia) Pbi chimg | 54,66 51,00 | 56,80 |

gk AAD-1 193,50 | 138,85 | 229,38

Hiéu suat (gia/mav anh) =g o T 187.05 | 99.87 | 256,72 | > 12

Thir nghiém B

AAD-1 | 10692 | 104,00 108,00
Chiéu cao cay (271,58) | (264,16) | (274,32) | 41 q
(inso (cm)) P&i chimg | 100,79 95,00 | 104,00 |
(256,01) | (241,30) | (264,16)
AAD-1 51,75 49,00 | 50,00
Chiéu cao bap (131,45) | (124,46) | (127,00) | oo
(inso (cm)) D&i chimg | 45,63 38,00 | 50,00 777
(115,90) | (96,52) | (127,00)
AAD-1 124 0,00 | 1507
A 0 ~ b b 2
Rap than () Déi chimg | 0,72 0.00| 2222 %13
- AAD-1 0,64 0,00 6,15
A /0 - b bl b
Rap ré (%) D&ichimg | 0,40 0,00 0,09 | %-2498
Mt db cubi cing AAD-1 31,30 26,00 | 37,00
(céy/m&u anh (ciy/ha) @739 | (6425)] OLB) | 4
tinh theo 1000) Doi chiing 30,98 25,00 35,00
(76,55) | (61,78) | (86,49)
, AAD-1 23,71 1434 | 2870
A A 0 - b bl 3
B0 am hat (%) Déi chimg | 23,72 1339 31,10 >%¢°
Khéi lugng thir nghiém AAD-1 56,96 50,90 59,50 | 4 5706
(Ib/gia) D&i chimg | 56,67 52,00 | 60,10 |
o AAD-1 | 200,08 | 102,32 | 258736
Hiéu suat (gia/mavanh) 1= o 1 20541 | 9535] 259,03 | 201

| Bang 25. (tiép theo) Phan tich cac dic tinh ndng hoc

Thit nghiém C

AAD-1 95,92 94,00 | 96,00

Chiéu cao cay (243,64) | (238,76) | (243,84) | 0,1262
(inso (cm)) Pbi chimg | 90,92 90,00 90,00
(230,94) | (228,60) | (228,60)
Chiéu cao bap AAD-1 47,75 41,00 | 50,00

(inso (cm)) (121,29) | (104,14) | (127,00) | 0,4630
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P&ichimg | 43,75 37,00 | 46,00
(111,13) | (93,98) | (116,84)
AAD-1 6,74 0,00 | 2747
A () k bl b b
Rap than (%) Déi chimg | 5,46 0.00 | 2812 0,4964
. AAD-1 | 03512 0,00 7,58
A 0 ~ 3 b bl
Rap re (%) D&i chimg | 0,3077 0,00 | 3333 | 0,8783
M d5 cubi ot AAD-1 32,78 29,00 | 36,00
(o /n?aiu:m?(l?f ha) (81,00) | (71,66) | (88,96) | 0,0543
p ng thoo 1000) Y Déi ching | 31,68 2400 | 35,00
(78.28) | (5931) | (86,49)
: AAD-1 19,09 1333 | 25,0
A A (1) ~ 3 b b
Do am hat (%) Péi chimg | 19,36 13,66 | 2650 | 0,5706
Khdi luong thir nghiém AAD-1 54,62 42,10 | 58,80
| (b/gia) P&ichimg | 55,14 52,80 | 5840 0,1715
T AAD-1 | 192,48 | 13596 | 243,89
Hiéu suat (gia/mau anh) | —p 2 20035 | 129,02 | 285,58 | 02218
Thit nghiém D
AAD-1 7,29 0,00 926
A 0 - b bl b
Rap than (%) Déi chimg | 4,17 0.00| 3906]| 04364

AAD-1 | 29,93 27,00 | 34,00
(73,96) | (66,72) | (84,02)| 10,0571
Péi chimg | 31,86 29,00 | 35,00
(78,73) | (71,66) | (86,49)
.z AAD-1 | 18,74 19,40 | 24,40
DO am hat (%) D6i chimg | 19,32 13,35 | 2570| 04716
Khéi luong thir nghiém | AAD-1 | 56,59 5480 | 5830
(Ib/gia) D&i chimg | 55,50 52,70 | 57,40 0,0992
AAD-1 | 203,55 | 196,51 | 240,17
Déi chimg | 199,82 | 118,56 | 264,11| 0,7370

Mt do cudi cung
(cay/mau anh (ciy/ha)
tinh theo 1000)

Hiéu suét (gia/mAu anh)

Vi du 8 - Sir dung vi tri xen doan bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd nhim tich hop
dich

Biéu hién nong hoc nhit quan ciia gen chuyén ciia bién thé gen DAS-40278-9 clia
ciy ngd qua mot sb thé hé trong cac diéu kién trén canh ddng goi ¥ rang cac ving dugc
nhan dién quanh vi tri cai xen bién thé gen DAS-40278-9 clia cdy ngd cung clp vi tri hé
‘gen tbt dé tich hop dich ciia c4c gen chuyén khéc cin quan tim. Viéc tich hop dich nay

- khic phuc céc van dé dugc goi 12 “tac dung vi tri,” va nguy co tao ra dot bién trong hé€ gen
khi tich hop gen chuyén vao vt chi. Cac uu diém khéc cia viéc tich hop dich nay bao
gbm, nhung khong gidi han &, giam s lugng 16 cac bién thé gen bién nap cin phai dugc

sang loc va thir nghiém truéce khi thu cdy chuyén gen thé hién mirc d§ bi€u hién gen
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chuyén mong mudn ma ciing khéng biéu hién bét thuong do su xen doan vo ¥ clia gen
chuyén vao locut quan trong trong hé gen vat chi. Ngoai ra, viéc tich hop dich nay cho
phép xép chdng gen chuyén 1am cho viéc gy gibng cac dong thuc vat vu thé bing ca hai

gen hiéu qua hon.

Bing cach sir dung huéng din duge boc 10, ngudi co hiéu biét trung binh c6 thé
nhim dich cac axit polynucleic quan tdm dén ciing vi tri xen doan trén nhiém sac thé 2 nhu
trong bién thé gen DAS-40278-9 cua ciy ngd hodc dén vi tri & gan vi tri xen doan trong
bién thé gen DAS-40278-9 ciia ciy ngd. Mot phuong phap nhu vay dugc B@c 10 trong don
yéu ciu cép patent quc t& s6 W02008/021207, duge hop nhit vao ban md ta ndy bang

cach vién dan toan bo.

Néi ngén gon, 1én d&én 20 Kb ctia trinh tir hé gen bén suon 5’ dén vi tri xen doan va
1én dén 20 Kb cua trinh trr hé gen bén sudn 3’ dén vi tr xen doan (cac ph?m cua nd dugc
nhan dién so véi SEQ ID NO:29) dugc st dung dé nim bén suon gen hodc cac gen can
quan tdm duge du dinh dé xen vao vi tri hé gen trén nhiém sic thé 2 thong qua su tai td
hop tuong ddng. Gen hodc cac gen cin quan tAm c6 thé dugc dit mot cach chinh x4c nhu
trong vi tri xen doan cua bién thé gen DAS-40278-9 cua cdy ngd hodc co thé dwoc dit & vi
trf bt ky trong ving 20 Kb quanh céc vi tri xen doan ciia bién thé gen DAS-40278-9 ctia
cdy ngd dé tao ra mirc dd biéu hién gen chuyén nhit quan ma khong anh hudng bét loi 1én
thuc vat. Cac vecto ADN chira gen hodc cac gen can quan tdm va cac trinh tu bén sudn cé
thé duoc phan phdi vao céc té bao thuc vét bang mot trong mot s6 phuong phap da biét ddi
v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, bao gbm, nhung khong giéi han &,
bién nap qua trung gian Agrobacterium. Viéc xen doan ctia vecto ADN cho vao vi trf dich
ciia bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd c6 thé con dugce ting cudng bang mdt trong
mot sb phuong phép, bao gém, nhung khong gidi han &, déng biéu hién hodc diéu chinh
ting gen tang cudng tai tb hop hodc diéu chinh gidm cic gen trc ché sy tai t6 hop noi sinh.
Ngoai ra, da biét trong linh vurc nay rang viéc phan cit soi kép ciia cac trinh tu dic hiéu
trong hé gen c6 thé duoc str dung dé 1am tang tAn sudt tai td hop tuong ddng, do d6 viéc
xen doan vao vi tri xen doan ctia bién thé gen DAS-40278-9 ctia ciy ngd va viing sudn clia
n6 c6 thé duge tang cudng nho biéu hién c4c endonucleaza dic hiéu trinh tu tu nhién hodc
thiét ké dbi voi viee phén cit cac trinh tu nay. Do do, béng cach sir dung huéng din dugc

dua ra trong ban mo ta nay, axit nucleic khac loai bat ky c6 thé dugc xen vio nhiém sic thé

-08-



25154

2 cua cdy ngd & vi tri dich nim gifta chi ddu phan tir 5° dugc ban luan trong vi du 4 va chi
dbu phén tir 3’ dugc ban luén trong vi du 4, tét hon 1a trong SEQ ID NO:29, va/hodc cac

vung cta nd nhu duge ban ludn & trong ban mo ta nay.

Vi du 9 - Cit bang bidu hién gen pat ra khoi bién thé gen DAS-40278-9 clia ciy ngd

Viéc loai bo bang biéu hién gen danh dAu d& chon loc 12 ¢4 loi ddi véi viéc xen
doan dich vao cac locut hé gen cta bién thé gen DAS-40278-9 cua cy ngd. Viéc loai bd
gen d4nh d4u dé chon loc pat ra khoi bién thé gen DAS-40278-9 ctia ciy ngd cho phép tai
sir dung gen danh diu dé chon lgc pat trong tich hop dich cia cac axit polynucleic vao
nhidm sic thé 4 trong cac thé hé sau clia cdy ngo.

Béng huéng dan dugc boc 19, ngudi co hiéu biét trung binh cé thé cit cac axit
polyhuc]eic can quan tam tir bién thé gen DAS-40278-9 ctia cdy ngd. Mot phuong phdp
nhu vay dugc boc 16 trong don yéu cu cép patent M¥ tam thoi s6 61/297,628, dugc hop

nhat vao ban md ta nay bang cach vién dan toan bo.

N6i ngén gon, cic endonucleaza dic hiéu trinh ty nhu cac nucleaza ngoén tay k€m
dugc du dinh nhén di¢n, g'fm két va phén tach céc trinh tw ADN déac hi¢u nam bén sudn
bang biéu hién gen. C4c nucleaza ngén tay kém dugc phan phéi vao té bao thuc vt bang
cach lai ciy bb me chira bing biéu hién nucleaza ngén tay kém chuyén gen véi cay b6 me
thit hai chutra bién thé gen DAS-40278-9 ctia cay ngd. Con chau thu dugc duge phat trién
dén d6 truong thanh va duge phan tich vé viéc méit bang biéu hién pat qua viéc nhudm 14
bang thubc diét c¢d chira glufosinat. Cac cdy con chau khong khang véi thudc diét c6 duoc
xéc nhan vé& mit phan tir va phat trién dé tur thu phén. Viéc cit va loai bd bang biéu hién
pat dugce xac nhin vé mit phén tir trong con chau thu dugc tir viée tw thu phén. Bing cich
su dl_ing huéng dan duge dua ra trong ban md ta nay, axit nucleic khac loai bat ky c6 thé
duoc c4t khoi nhi®m séc thé 2 cta cay ngd & vi tri dich nim gifta chi ddu phén i 5° va chi
diu phén tir 3' nhu dugc ban luan trong vi du 4, tdt hon 1a trong SEQ ID NO:29 hoic céac

vung dugc chi dinh cua no.

Vi du 10 - Tinh chéng gly gion

Gay gion chi viéc gly than ciy ngd do gié manh sau khi ding cac thube diét co diéu

hoa ting trudng, thuong 1 trong giai doan ting trudng nhanh. Thir nghiém “ddy” co hoc,
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str dung mot thude dé ddy vat Iy cdy ngd dé mo phong su pha hity do gi6 manh, dugc thuc
hién trén cdy ngd lai chita bién thé gen DAS-40278-9 v cy dbi chimg khong chira bién
thé gen DAS-40278-9. Viéc xir Iy dugc hoan thanh & bén dia diém dia Iy khac nhau va
dugc 1ap lai bdn 14n (ngoai trir mot thir nghiém chi dugc 13p lai ba 1an). Cé4c 6 gdm c6 tim
hang: bdn hang ctia mot trong hai thé lai, v6i hai hang chira bién thé gen DAS-40278-9 va
hai hing khéng chira bién thé gen nay. Mbi hang c6 chiéu dai hai muoi phut (6,1m). Céy
ngd dugc phat trién dén giai doan phat trién V4, va thudc diét cé thuong mai chtra 2,4-D
(Weedar 64, Nufarm Inc., Burr Ridge, IL) dugc dung ¢ mirc 1120 g ae/ha, 2240 g ac/hava
4480 g ae/ha. Bay ngiy sau khi ding thudc diét co, thir nghiém ddy co hoc dugc thyc hién.
Thit nghiém ddy co hoc vé tinh giy gion bao gdm kéo hai hang cay ngd xudng mot thudc 4
phut (1,2m) dé m6 phong su pha hity do gio. Chiéu cao ctia thudc va tde d6 di chuyén dugce
thiét dat dé tao ra mirc gy than thip (10% hodc nho hon) ddi v6i cay khong duoc xir Iy dé
bao dam muc do trAm trong ciia thir nghiém du dé thé hién su khac nhau gifra cac 1in xtt
1y. Su dinh huéng xir Iy gdy gion duogc 4p dung d6i véi cdy ngod bi nghién.

Hai trong sb cac dia diém thir nghiém trai qua gié manh va giong bio 2-3 ngay sau
~ khi ding thubc diét co 2,4-D. Vao hai ngay lién tiép, giong bao bét dau & Huxley IA. Tdc
do gio tir 2 dén 17 m s™ véi tbe do cao béng 33m s duge bdo cdo ¢ vi tri ciia 6 trén canh
ddng. Hudng gi6 c6 thé thay ddi. Vao mot ngdy, giong bao duge bao cao & Lanesboro MN.
Gi6 c6 toc dd cao dugc bao céo & vi tri ctia 6 canh déng nay. Ngoai ra, ca hai con bao déu
tao ra mua. Su két hop ciia mua va gié duge quy cho cac pha hiy gy gion dugce béo céo.

Viéc danh gié sy pha hiy gly gion do thir nghiém ddy co hoc (va thoi tiét khéc
nghiét) dugc thyc hién bing cach danh gia ty 1& phan tram t6n hai bang mit thudng. Trude
khi xir 1y gly gion co hoc bang thude do, viée dém céc cdy dung dugc thuc hién db6i voi
ciy ngd lai chira bién thé gen DAS-40278-9 va cay d6i chimg. Vai ngay sau khi xir ly gy
gion bang thudc do, viée dém cly dimg dugc danh gia lai. TY 1é phan trim bi nghiéng va ty
1€ phﬁn tram dung vitng giam trong 6 dugc xac dinh (bang 26). Dt liéu tir cac thir nghiém
thé hién rang ciy ng6 lai chira bién thé gen DAS-40278-9 c6 thién huéng it giy gion hon

so véi cac cdy khong chira bién thé gen nay sau khi dung 2,4-D.

Bang 26: Tinh chong gay gion clia ciy ngd DAS-40278-9 véi viéc dung 2,4-D amin &
giai doan V4. Ty 1€ phan trim gay gion dugc tinh dbi véi cay ngd lai chira bién thé gen
DAS-40278-9 va so v6i cdy ddi chimg khong chira bién thé gen nay.
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Trudc khi lam gy co hoc
% bi nghiéng trung binh 7-8 ngay sau khi ding'

Xt ly 278 (SLBO1- Khong chita bién thé gen | 278 (SLBO1VX- | Khéng chita bién thé gen
278//4XP811XTR) | (SLB01//4XP811XTR) | 278//BE9515XT) | (SLBO1VX//BE9515XT)
Weedar 64
1120 g 0% 38% 0% 33%
ae/ha
Weedar 64
2240 g 1% 42% . 0% 33%
ae/ha
Weedar 64
4480 ¢ 2% 55% 1% 46%
ae/ha
Rhong 0% 0% 0% 0%
uoc xu ly
Sau khi lam gay co hoc
% bi nghiéng trung binh® 11-14 ngay sau khi ding
Xir ly 278 (SLBO1- Khong chira bién thé gen | 278 (SLBO1VX- | Khéng chita bién thé gen
278//AXP811XTR) | (SLB01//4XP811XTR) | 278//BE9515XT) | (SLBO1VX/BE9515XT)
Weedar 64
1120 g 0% 19% 1% 24%
ae/ha
Weedar 64
2240 g 4% 20% 7% 27%
ae/ha
Weedar 64
4480 g 4% 26% 6% 28%
ae/ha
i 0% 0% 0% 0%
wroc xu ly
Sau khi lam gay co hoc
% giam dimg vimng trung binh® 11-14 ngay sau khi ding
Xir ly 278 (SLBO1- Khoéng chira bién thé gen | 278 (SLBO1VX- | Khéng chira bién thé gen
278//4XP811XTR) | (SLB01//4XP811XTR) | 278//BE9515XT) | (SLBO1VX/BE9515XT)
Weedar 64
1120 g 3% 38% 6% 42%
ae/ha
Weedar 64
2240 g 9% 35% 12% 41%
ae/ha
Weedar 64
4480 g 9% 40% 16% 40%
ae/ha
Rhong 0% 0% 0% 0%
uoc xu ly

'Gibng bio va gié manh xay ra 2-3 ngay sau khi ding trong hai thir nghiém
2Viée xir ly duoc lap lai bdn lan trong thiét ké khdi han chinh ngau nhién (mot thir nghiém chi dugc
hoan thanh véi ba l4n 1ap lai)
3 Trung binh dugc hiéu chinh véi su xuét hién nhém khéng droc xir 1y (trung binh ciia nhém khong

duoc xir Iy dugc dua vé 0)
Vidu 11 - Phén tich protein cta hat

Hat c6 tdng ham lugng protein ting duge san xuét tir cdy ngd lai chira bién thé gen
DAS-40278-9 so v6i cac cay ddi chirng khong chira bién thé gen nay. Hai thir nghiém trén

canh ddng da vi tri lién tiép dugc tién hanh bao gdbm khong dugc phun thudc diét co va xtr
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| 1y bang thudc diét co v6i ba hdn hop thube diét ¢ khac nhau. Trong 7 trong s6 8 so sanh
théng ké, bién thé gen DAS-40278-9 tao ra hat c¢6 tong ham lugng protein cao hon dang ké

(bang 27). Dit lidu nay dugc chimg thuc bang phan tich clia cac axit amin riéng ré.

Bang 27: Ham lugng protein cua hat tir thir nghiém trén canh ddng da vi tri

Mua vu 2008 | Déi chimg 1an | Bién thé gen Bién thé gen Bién thé gen Bién thé gen
cén khong DAS-40278-9 | DAS-40278-9 | DAS-40278-9 | DAS-40278-9
chuyén gen khong dugc quizalofop 2,4-D quizalofop va

phun 2,4-D

Trung binh 9,97 10,9 11,1 10,5 10,9

% tang so vai 0 9,3 11,3 5,3 9,3

dbi chimg

khong chuyén

gen

Kiém nghiém t NA 0,002 0,0004 0,061 0,002

cap doi

Mua vu 2008 | Dbi ching lan | Bién thé gen Bién thé gen Bién thé gen Bién thé gen
cén khong DAS-40278-9 | DAS-40278-9 | DAS-40278-9 | DAS-40278-9
chuyén gen khong duoc quizalofop 2,4-D quizalofop va

phun 2,4-D

Trung binh 10,9 11,6 11,7 11,7 11,5

% tang so Vi1 0 6,4 7,3 7,2 55

db6i chimg

khéng chuyén

gen

Kiém nghiém t NA 0,0048 0,001 0,0012 0,0079

cap doi

Vi du 12 — Céc thir nghiém néng hoc bd sung

Céc dic tinh nong hoc cta cdy ngd lai chira bién thé gen DAS-40278-9 so véi cy

ngd d6i chimng khong chuyén gen l4n can dugc thu tir nhiéu thir nghiém trén canh ddng qua
céc mdi trudng dia Iy da dang déi v6i mua sinh truéng. Dit lidu duge thu va phan tich vé
cac dic tinh ndng hoc nhu duge md ta trong vi du 7. Céc két qua ctia dong cy ngd lai chira
bién thé gen DAS-40278-9 so vé6i cay khong chira bién thé gen dugc liét ké trong bang 28.
Ngoai ra, cac dic tinh ndng hoc cua dong céy ng6 lai chira bién thé gen DAS-40278-9 va
cac cay khong chira bién thé gen dugc phun bing thudc diét co quizalofop (280 g ac/ha) &
giai doan phat trién V3 va 2,4-D (2,240 g ae/ha) dugc phun & giai doan phat trién V6 duge
md ta trong bang 29.

Bang 28: Cac két qua vé hiéu suét, ty 18 phan tram d6 4m, va mat do cudi cliing ciia cdy ngd
lai chira bién thé gen DAS-40278-9 so v&i doi chimg khong chuyén gen lan cén
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Hitu 1 M4t d6 cudi cung
Tén Sut DJ am hat (%) (cay/mau anh (cay/ha)
tinh theo 1000)
Cay ngd lai chira 218,1 21,59 31,69 (78,31)
DAS-40278-9
ciy ngd lai dbi chimg 2174 21,91 30,42 (75,17)

Béng 29: Hiéu sut, ty 1 phén trim do 4m, ty 1& phén tram rap than, ty 1 phan tram rap
ré va tong mat do clia dong cdy ngo lai chira bien thé gen DAS-40278-9 so véi doi
chimg khong chuyén gen 1an can

Thir nghiém Hiéu sudt | D6 4m hat (%) | Rap than (%) | Rap 1é (%) Mat d6 cudi_
cung (cay/mau
anh (cay’/ha)
tinh theo
1000)

Thir nghiém phun

Cayngdlai#l chta | 214,9 23,4 0,61 2,19 30 (74,13)

DAS-40278-9

Cay ngd lai #1 doi 177,9 23,46 0,97 36,32 28,36 (70,08)

chiing

LSD (0,5) 13,3 1,107 0,89 10,7 1,1 (2,72)

Khéng phun

Cayngo6 lai#1 chtta | 219,6 223 0,95 1,78 30,8 (76,11)

DAS-40278-9

Cay ngb lai #1 ddi 220,3 22,51 0,54 1,52 30,55 (75,49)

chimng

LSD (0,5) 6,9 0,358 0,98 1,65 0,7 (1,73)

Thtr nghiém phun

Cay ngd lai #2 chita 198,6 26,76 0,38 2,08 29,29 (72,38)

DAS-40278-9

Cay ngd lai #2 doi 172,3 23,76 1,5 39,16 28,86 (71,31)

chitng

LSD (0,5) 13,3 1,107 0,89 10,7 1,1{2,72)

Khéng phun B

Cayngo6 lai#2 chira | 207,8 24,34 0,22 0,59 31 (76,60)

DAS-40278-9

Chy ngd lai #2 doi 206,2 24,88 0,35 0,12 30,94 (76,45)

chimng

LSD (0,5) 8,0 0,645 0,55 1,79 0,9 (2,22)

Vi du 13 — Dung trude khi gieo hat va/hoic trude khi hat nay mam

Viéc dung thudc diét co dé diét ¢é trude khi gieo hat dugc du dinh dé diét c6 dai

moc subt mua dong hoic diu xuén trude khi trdng cdy da dinh. Théng thuong viéc ding

nay dugc tng dung & cac hé¢ thong quan ly khong hoic it canh tac noi ma viéc loai bd cd

dai bang vat 1y khong dugc hoan thanh trude khi trong cdy. Do d6, churong trinh diét ¢é
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phai khong ché pho rat rong ctia co dai 14 rong va co bai xuat hi¢n ¢ thoi diém trong céy.
Glyphosat, gramoxon, va glufosinat 13 cic vi du vé cac thuoc diét cé khong chon loc,
9 v v

khong tdn du duoc sir dung mdt cach rong rai dé diét co trude khi gieo hat.

Tuy nhién, mot s6 ¢6 dai rat kho khéng ché & thoi diém nay cia mua do mot hodc
nhiéu Iy do sau: tinh khong man cam vén c6 ctia cac lodi ¢6 dai hoic kiéu sinh hoc dbi véi
thudc diét o, kich thudc twong dbi 16m ciia cd dai mia dong hing nim, va diéu kién thoi
tiét mat mé han ché hép thu va hoat tinh ctia thudc diét co. Mot sb tuy chon thudc diét co 1a
c6 thé dé tron trong thung véi cac thude diét co nay @ 1am tang phd va hoat tinh trén ¢
dai trong d6 céc thude diét c6 khong chon loc 1a yéu. Vi du, ¢6 thé tron trong thing 2,4-D
véi glyphosat dé hd trg trong viéc khéng ché Conyza canadensis (c6 bdng). Glyphosat c6
thé dugc sir dung tir 420 dén 1680g ae/ha, thong thudng hon 14 tir 560 dén 840g ac/ha, dé
diét c6 khéng ché hiu hét c6 dai xuét hién truéc khi gieo hat; tuy nhién, 280 - 1120g ae/ha
2,4-D c6 thé duoc dua vao dé trg gitip trong viée khéng ché nhiéu loai co dai 14 rong (vi

du, co bdng).

2,4-D 1 thudc diét ¢ duge lra chon bdi vi né c6 hiéu qua trén rat nhiéu c6 dai 14
rong, hiéu qua ngay ca ¢ nhict do thap, va rat ré. Tuy nhién, néu ciy mia vu sau 13 ciy hai
14 mdm mAn cam, phan ton du 2,4-D trong dat (mac di trong thoi gian ngén) c6 thé anh
hudng tiéu cuc dén cy mita vu. Céc cdy chira gen aad-1 c6 tinh khang 2,4-D va khéng anh
hudng tidu cuc bdi phan ton du cia 2,4-D trong dét. Tinh linh hoat ting va chi phi giam
ctia cac thanh phan hdn hop trén (hodc hdn hop tron sin thuong mai) s& cai thién cac tiry
chon khdng ché co dai va ting tinh chdng chiu khi ding dié€t c6 & cac vi tri khong hodc it
canh tac quan trong.

Cay ngb aad-1 ]

Cay ngd lai chuyén gen (pDAS1740-278) chira gen aad-1 mid hoa protein
aryloxyalkanoat dioxygenaza (AAD-1) duoc déanh gia vé kha ning khang véi viéc diing
2,4-D tru6e khi hat ndy mim trén canh dong. Céc thir nghiém dugce tién hanh & nhiéu dia
diém & Mississippi, Indiana, vd Minnesota béng cach sir dung thiét ké khéi diy da ngiu
nhién vé6i ba 14n 13p lai cia hai hang 6, ¢6 chiéu dai x4p xi 6m, & mdi vi tri. C4c 6 duge xur
1y bang thudc diét co dugce cip doi véi cac 6 khong duge xir Iy dé da ra danh gia chinh
x4c vé viéc ndy mim va phat trién mua sém. Viéc xir Iy thube diét co véi 1120, 2240, va

| 4480g ae/ha 2,4-D amin dugc ap dung ngay sau khi gieo hat nhung truéc khi cay nay mam
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(0-2 ngay sau khi gieo hat). Thong tin vé dit va luong mua ddi véi cac thir nghiém nay

dugc néu trong bang 30.

Bang 30. Thong tin vé dat va lugng mua dé danh gia tinh khang ctia thé lai pDAS1740-
278 véi viée dung thuoc diét cd trude khi cdy moc

\ n % chit L., Luong mua lan ddu | .z
Thir nghiém hitu co Céu truc (ngdy sau khi ding) Tong lugng mua (cm)
#1 0,9 Dit sét pha 1 2,0
#2 3,3 Dét pha sét 5 0,3
0 13 | Datsétpha 4 13
bun

Khoang 16-21 ngay sau khi gieo hat va ding 2,4-D, ton hai dugc tinh trung binh
tir 12 dén 31% dbi v6i thé lai d6i chimg thong thudng do mirc do 2,4-D amin tang tir
1120 dén 4480g ae/ha. Tén hai v6i cdy ngd lai chira pDAS1740-278 nim trong khoang
tir 3 dén 9% qua cung khodng mic ding. Mirc ding dich 2,4-D hién dugc dé xuit dbi |
v6i cly ngd lai chuyén gen (pDAS1740-278) chira gen aad-1 14 bang hodc dudi 1.120 g
ae/ha ddi vai 2,4-D. Cac két qua thir nghiém trén canh ddng cho thy rang cay ngo lai
chita pDAS1740-278 tao ra tinh khang manh khi xtr ly bang thudc diét ¢6 2,4-D & céc
mtrc nhidu hon hai dén bén 1an mirc st dung dich dugc dé xuét c6 mirc thiét hai tbi

thiéu (bang 31).

Bang 31. Tinh khang cua thé lai pDAS1740-278 véi viéc dung 2,4-D trude khi hat nay
mam

Phén trdm ton hai cay®
Murc? Giai doan pDTllSell’?;,o_ Thé lai d6i
Thudc diét ¢d (g ae/ha) ding’ 78 chimg
2,4-D amin 1120 Trude 3 12
2,4-D amin 2240 Trude 4 16
2,4-D amin 4480 Trude 9 31

%ae = duong lugng axit, ha = hecta
*Pugc dung 0-2 ngay sau khi gieo hat, trudc khi cady moc.
‘Déanh gia dugc tién hanh 16-21 ngay sau khi dung.

Viéc dung 2,4-D amin trude khi hat ndy méam dugc ap dung & cac muc 1120, 2240,

4480 g ae/ha & 7 ngay, 15 ngay, hodc 30 ngay trude khi gieo hat ng6 lai chita gen aad-1 va
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thé lai théng thudng déi chimg. Viéc diing truéc khi hat nay mam duge 4p dung bang cach
sir dung cac quy trinh d3 biét trong linh vuc cho céc 6 trén céanh ddng ndm & cac vi tririéng
biét vé dia ly. Céac 6 dugc xir Iy bang thude diét co duge cip doi véi cac 6 khong duge xir
ly dé dua ra danh gia chinh xac vé viéc nay mam va phat trién mia sém. Khoang 16-21
ngdy sau khi gieo hat va dung 2,4-D & 7, 15 hodc 30 ngay trude khi gieo hat; tén hai ctia
thé lai di ching thong thudngva ciy ngd lai chita aad-1 dugc do. Cac két qua thir nghiém
trén canh ddng cho thy ring cdy ngd lai chita aad-I tao ra tinh khang tbt voi viée xir 1y

bﬁng thube diét ¢6 2,4-D trude khi hat nay mam & 7, 15, hodc 30 ngay trude khi gieo hat.

Cay bong aad-1 ,
Cay bong chuyén gen chira gen aad-1 ma hod protein aryloxyalkanoat dioxygenaza

(AAD-1) dugc danh gia vé tinh khang véi viée dimg 2,4-D trude khi hat ndy mam trén
cénh ddng. Cac thir nghiém gdm ba 14n lap lai va dugc tién hanh & nhidu dia diém &
Mississippi, Georgia, Tennessee, va Arkansas. St dung thiét k& khéi ddy da ngiu nhién
ctia hang don duoc phan tach bai hang bao vé, c¢6 chiéu dai khoang 10 phit (3m) (20 phut
(6m) d6i v6i thir nghiém & Mississippi). Hat duoc gieo v6i 8 hat mdi phut (0,3 m), sau d6
cac cly duoc 1am thua thi cong xudng 3,5 cay/phut (0,3 m) mdi hang. Cac 6 duge xur ly
bang thude diét cé duoc cap ddi véi cac 6 khong duge xir Iy dé dua ra danh gia chinh xac
v& viéc ndy mam va phat trién mua som. T4t ca cac 6 duoc nhan it nhét % inso (1,27 cm)
lurgng nudc mua hodc nude tudi trong vong 24 gid dung. Xu ly bang thubc diét cd véi 560,
1120, 2240, va 4480 g ae/ha 2,4-D amin (WEEDAR 64, Nufarm, Burr Ridge, II) dugc 4p
dung ngay sau khi gieo hat nhung trudc khi cdy moc. Thong tin vé dét va luong mua dbi

v6i cac thir nghiém nay dugc néu trong bang 32.

Bang 32. Thong tin vé dét va lugng mua dé danh gia cdy bong chira aad-1

Thir Loai dét PopH | % Chithiru | %Cat | %Bin | %Dit
nghiém sb co sét
#1 Dit sét pha 8,1 1,3 20 55 25
bun
# Cat
#3 Dit sét pha 6,3 0,9 57 34 9
cat
#4 Dit sét pha 6,2 1,1 24 72 4
bun
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Viéc dung 2,4-D trude khi hat ndy mam & mirc 560, 1120, va 2240 gm ae/ha khong
* anh hudng dang ké dén viéc dimg viing clia cdy bong chuyén gen chira gen aad-1 so vé6i &
‘khong dugc xir ly.
Khoang 7 dén 8 ngay sau khi gieo hat va ding 2,4-D truge khi hat ndy mam & cac
ndng dd bing 560, 1120, 2240, va 4480 gm ae/ha, mirc gidm dimg virng 1an luot 12 3%,
khong giam, giam 19%, va 34%, dugc bdo cdo d6i voi cay bong chira aad-1 so v6i mitc
giam dung vimg ctia cdy d6i chimg khong duge xur 1y. O 11 dn 14 ngay sau khi gieo hat
va dung 2,4-D & cac ndng do bang 560, 1120, 2240, va 4480 gm ae/ha, muc gidm ding
vitng 14n luot 1 5%, 2%, 14%, va 25%, duoc bao cao d6i voi cdy bdng chira aad-1 so véi
- muc giam dung viing cua cay db6i chimg khong duoc xir 1y.
Viéc dung 2,4-D trude khi hat nay mdm & cc ndng do bang 560, 1120, 2240, va
- 4480 gm ae/ha khong gdy ra tinh sinh trudng cong. Bénh Gia vang dugc thiy & <5% danh
gi4 bing mit thudng, 7-8 ngay sau khi ding khi xt Iy bang 2240 va 4480 gm ae/ha. Bénh
tia vang khong phat hién thy khi xt ly bang 560 va 1120 gm ae/ha & 7 dén 8 ngay sau khi
~ dung. Ngoai ra, bénh Ga vang khong phat hién thiy trong cdy bong bat ky chita aad-1,
duoge xir Iy bang cac ndng d6 560, 1120, 2240, va 4480 gm ae/ha, trong thoi gian mua vu
~con lai.
Viéc ding 2,4-D trude khi hat nay madm & cac ndng d6 560 va 1120 gm ae/ha dan
dén mirc rc ché phat trién t5i thiéu it hon 2% (mirc ndy khong c6 ¥ nghia thdng ké so v&i 6
d6i ching khong dugc xtr 1Iy). Cac két qua nay 1a nhét quan trong sudt thir nghiém: 7 dén 8;
1 dén 14; 27 dén 30; va, 52 dén 57 ngdy sau khi dung. Viéc dung 2,4-D trude khi hat nay
mam & ndng d6 2240 gm ae/ha din dén muc e ché phat trién <10%. Viéc dung 2,4-D
trude khi hat ndy mam & ndng d6 4480 gm ae/ha dan dén muc wre ché phat trién bang 27%,
28%, 17% , va 8,3% khi danh gia & 7 dén 8, 11 dén 14, 27 dén 30, va 52 dén 57 ngdy sau
‘khi dung.
Tén hai gdy ra béi viéc dung 2,4-D trudc khi hat nay mam & cac ndng dd 560 va
1120 gm ae/ha khong khac mot cach dang ké v6i 6 d6i ching khong dugce xir Iy. Cac mite
ton hai d6i véi cay bong aad-1 duge xir Iy bang 2,4-D & ndng do 2240 gm ae/ha nim trong
khoéng tir 3% dén 15% trong subt giai doan thir nghiém. Céc mitrc t6n hai d6i v6i cay bong
aad-1 dugce xur ly bing 2,4-D & ndng d6 4480 gm ae/ha nim trong khoang tir 8% dén 34%

trong subt giai doan thir nghiém.
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Su khac biét vé chidu cao cdy, kiéu két trai, va hiéu sudt khong phét hién dugc & cay
bong aad-1 da dugc xt Iy bing cach dung 2,4-D trude khi hat ndy mam & cac ndng do 560,
1120, 2240, va 4480 gm ae/ha.

Viéc ding 2,4-D amin trudce khi hat nizy mam dugc ap dung & cac mire 560, 1120,
2240, 4480 g ae/ha & 7 ngay, 15 ngay, hodc 30 ngay trudce khi gieo hat bong chira gen aad-
-1 va hat bong ddi ching. Viéc ding truéc khi hat nay méam duoc 4p dung bing cach sir
dung céc quy trinh da biét trong linh vire cho cac 6 trén canh ddng nam & cac vi tri riéng
biét vé dia ly. Cac 6 duoc xir Iy bang thude diét co dugc cip doi v6i cac 6 khong duge xt
1y dé dua ra danh gia chinh x4c vé viéc nay mAm va phat trién mua sém. Sau khi gieo hat
va dung 2,4-D & 7, 15 hodc 30 ngay trude khi gieo hat; tdn hai ciia cdy bong chira gen aad-
1 va cdy dbi chiing dugc danh gia. Céc két qua thir nghiém trén cdnh ddng cho thay ring
cdy bdng chira gen aad-1 tao ra tinh khang véi viéc xu ly bang thude diét ¢6 2,4-D truée
khi hat ndy mam & 7, 15, hodc 30 ngay trudc khi gieo hat.

Vi du nay dé xudt mot sb trong nhiéu tuy chon c6 thé. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc khdng ché ¢4 dai s& luu ¥ nhiéu cach dimg khac bao gbm, nhung khéng giéi
han @, gramoxon + 2,4-D hodc glufosinat + 2,4-D bing c4ch st dung cac san phim duge
mo té‘trong cac nhén thudc diét co cia lién bang (CPR, 2003) va viéc sit dung dugc mo ta
trong Agriliance Crop Protection Guide (2003), 1am vi du. Ngudi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vire ndy ciing s& nhan biét rang vi du néu trén cé thé duoc ap dung cho ciy mua
* vu bét ky mn cam véi 2,4-D (hoic thube diét cé phenoxy auxin khac) s& dugc bao vé boi

gen AAD-1 (v3) néu dugc bién nap mét cach 6n dinh.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép khéng ché co dai bao gbm budc gieo hat & mot ving, va dua thudc diét co
aryloxyalkanoat vao viing ndy trong vong 30 ngay trude khi gieo hat & vang nay hodc trong
vong 30 ngay truée khi cdy nay mém tir hat dugc gieo & ving ndy, hat nay chira
polynucleotit ma hoa protein AAD-1 c6 mirc dd ddng nhét bang it nhét 75% so véi protein
AAD-1 duoc ma héa boi SEQ ID NO:29.

2. Phuong phap theo diém 1, trong do thudc diét co dugc chon tir nhém bao gém 2,4-D;
2.4-DB; MCPA; MCPB; va aryloxyphenoxypropionat.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc dwa thude diét

c¢d thir hai vao vung nay.

4. Phuong phap theo diém 3, trong d6 thudc diét ¢ thtr hai nay dugc chon tir nhém bao

gbm glufosinat, glyphosat, va dicamba.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ving nay 1a cdnh ddng, va thube diét co nay duge

dua vao trong vong 7 ngdy, 11 ngay, 14 ngay, hodc 15 ngay sau khi dung thudc diét co.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay duge st dung dé khéng ché co dai
khang glyphosat trong ving nay, trong d6 hat nay dugc phét trién thanh cdy con bao gdm
tinh trang khang glyphosat, va phuong phdp nay bao gém budc dua thudc diét co

aryloxyalkanoat vao it nhit mot phén cia ving ndy.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thubc diét co nay 13 phenoxy auxin.

8. Phuong phap theo diém 6, trong d6 thudc diét co nay duge dira vao tir hdn hop tron véi

glyphosat trong thung.

9. Phuong phép theo diém 6, trong d6 it nhét mot trong cac cd dai ndy 12 cAy moc tu nhién

khang glyphosat thudc loai khac véi cdy néu trén.
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10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 cé dai néu trén & ving trdng trot, ving nay chira
tap hop céc cdy dugc phat trién tir hat néu trén, phuong phéap nay bao gbm budc dura thude

diét ¢ aryloxyalkanoat Ién trén cay.

11. Phuong phap theo diém 10, bao gdm budc dura thude diét ¢ vao cay, cac bd phan ciia
cdy, va/hodc vao ving trong trot trudce khi hat ndy nay mam, sau khi hat ndy nay mam,

hoic trude khi hat ndy ndy mam va sau khi hat nay ndy mam.

12. Phwong phép theo diém 10, bao gbm budc dua thude diét cé néu trén dong thoi hoic

riéng ré& véi thuoc diét co thir hai.

13. Phuong phép theo diém 11, bao gbm budc dua thude diét co néu trén ddng thoi hodc

riéng € v4i thuoc diét co thir hai.

14. Phuong phép theo diém 1, trong d6 thudc diét co aryloxyalkanoat néu trén 12 2,4-D
amin, va 2,4-D amin nay dugc ding & mirc ndm trong khoang dugc chon tir nh6m bao 26m

560, 1120, 2240, va 4480 g ae/ha (duong lugng axit/ha).

15. Phuong phép theo diém 4, trong d6 glyphosat néu trén duge dung & mirc nim trong

khoang tir 420 dén 1680 g ae/ha.

16. Phuong phép theo diém 15, trong d6 glyphosat néu trén dugc ding & mirc nim trong

khoang tir 560 dén 840 g ae/ha.

17. Phuong phép theo diém 1, trong dé thudc diét co aryloxyalkanoat néu trén 1 2,4-D

amin, va 2,4-D amin ndy dugc dung & mirc nim trong khoang 280 - 1120 g ae/ha.

18. Phuong phép theo diém 1, trong d6 hat nay 12 hat tir ciy dugc chon tir nhém bao gdm

ciy ngd, cdy bodng, cdy lua, va cdy dau tuong.

19, Phuong phap theo diém 1, trong d6 polynucleotit nay chira SEQ ID NO:29.
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20. Phuong phap theo diém 1, trong d6 hat nay chira hé gen chia bién thé gen AAD-1
DAS-40278-9 ¢6 mit trong hat dugc luu giit & bao tang gidng chudn vi sinh vat My
(ATCC) véi sb Iuu giir PTA-10244.

21. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 viéc dua thudc diét co néu trén dugce thuc hién

trude khi gieo hat.

22. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc gieo hat néu trén duge thuc hién trude khi

dung thudc diét co.

23. Phuong phép theo diém 22, trong d6 thudc diét cé néu trén dugce dua vao 0-2 ngdy sau
khi gieo hat.
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gtacaggtcg catccgtgta cga

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

<220>
<223>

<400>

cccccectet ctaccttcecte tagat

<210>
<211>

7

23

ADN

Trinh tyu nhé&n tao

Poan mdi

7

8

23

ADN

Trinh tu nhé&n tao

13
Poan mdi

8

9

25

ADN

Trinh tu nhén tao

Poan mdi

9

10
23

ADD-1

-113-

23

28

23

23

25



<212> ADN
<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 10
gtcatgccct caattctctg aca

<210> 11
<211> 23
<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 11
gtcgcttcag caacacctca gtc

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 12
agctcagatc aaagacacac ccc

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 13
tcgtttgact aatttttcgt tgatgtac

<210> 14

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 14
tctcactttc gtgtcatcgg tcg

<210> 15
<211> 17
<212> ADN

25154

-114-

23

23

23

28

23



<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 15
ccagcacgaa ccattga

<210> 16
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> ©Doan mdi

<400> 16
cgtgtatata aggtccagag ggta

<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> ©Doan mdi

<400> 17
ttgggagaga gggctga

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 18
tggtaagtgt ggaaggcatc

<210> 19
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tu nhadn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 19
gaggtacaac cggagcgttt

<210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

25154
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17

24

17

20

20



<220>
<223> Doan mdi

<400> 20
ccgacgcttt tctggagta

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 21
tgtgccacat aatcacgtaa ca

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 22
gagacgtatg cgaaaattcg

<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 23
ttgcttcagt tcctctatga gc

<210> 24

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<220>
<223> Doan mdi

<400> 24
tccgtgtcca ctccetttgt

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

25154

-116-

19

22

20

22

19



<220>
<223> Doan mdi
<400> 25

gcaaaggaaa actgccattc tt

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Doan mdi

<400> 26

tctctaagcg gcccaaactt

<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> boan mdi

<400> 27

attctggctt tgctgtaaat cgt

<210> 28

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> bDoan mdi

<400> 28

ttacaatcaa cagcaccgta cctt

<210> 29

<211l> 8557

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223>

<400> 29

actggtattt aatatacttt aataaatatt
atatatctat ttagaatcat atatgtcata
aaaatccgac tcacattttt cgaacttggg
tatgcagtat tttacattgt aagattcaaa
aaacttatag atatagaaaa aacagagaga

25154

attagattcc
gttttttttc
atgcaacact
atttctaaag

cgtatgcgaa

-117-

tcgtcaaaga
taagagtcta
taaatagtac
cagtatatat

aattcgataa

Trinh tu xen doan va bén sudn ciia bién th& gen DAS-40278-9

actttttaca
gtttactagt
aaaaccttgg
atgtttccag

aggtgtacat

22

20

23

24

60

120

180

240

300



tggattcgca
ttagatactt
ccatgtccaa
tatatataac
agtgccagtt
agccaaatcc
cttcccatcc
" ttcagtggca
gtggaagggg
tgatgatgcg
taggagcgtc
tattgttgag
aatttgtgtg
gttgggtggg
tttattagaa
atcattttga
ctatatttta
tccactagaa
cccttecgtgg
tcgagcccaa
gcatggcatc
tagttcagtt
cccacggtcg
atctcatcag
tcccaagaag
ccctecteteg
gcggaataca
agtgattgaa
tggaacaaaa

cagttttcct

aggctaaata
ccaatcatgt
ctgatttaaa
tggagctact
tggctctagc
gagatcgagc
ttttttgcct
ctaggacaac
agggaagggg
agtgaggagg
aagggcgtgag
tgatagaggg
tcatttgttt
ttttacagag
catctccaaa
taaaaaaggt
aaatagggta
ggcgagaagg
gtcgagctag
acaatccatc
ctagaatatc
tgttcgctat
tgtatataag
cttttctcca
tagtgtatta
tgcgtccage
atgaaggtta
gctcgaaata
gaaagtgata

ttgcatgtaa

catatttatc
gccacataat
acacaaactc
agttatgaat
acatctaacc
catttgccat
agcctaaatg
catattggct
aggatcgatg
agagggtggc
gggaggggag
ttattcaact
gatggattta
tttaaactag
atgtgactcg
aaagtagagc
ctgatttaaa
cctcgecgtgt
aattactggt
ggctcgtgcg
ggggcgtatt
tatttaggag
gtccagaggg
ttcaggagac
cgcctctcta
acgaaccatt
gctacgattt
tacgaaggaa
tattttttgt

ctattatgct

25154

gtggatccat
cacgtaacat
ttcttgaacc
caattaaaaa
agaagggcta
ttttgggtag
gctttgatgt
ttggctgacc
gtggcatgag
gacgacacag
ggtcggaggg
atccgacccg
gtaaaggtta
cggattatat
aaataatacc
actgttggaa
atattgttgt
ggccacgggce
agaatgggct
ctatccacag
agggatgagt
acatatgatc
taccccatca
ctcgcttgta
agcggcccaa
gagttacaat
acagcaaagc
caaatatttt
tcttaaacaa

cccttcecgtta

-118-

gcagagtttg
tagtaattta
atatagtttg
ttactttgaa
aggctggctt
ttagtttaac
tgaagaccat
cgttagagtt
agaggggttg
gggagaaagg
atgaaggatg
tcgattttga
tgggtctaga
agtggtatag
cccaaaattt
cagtttttaa
gggggataga
cagttacccc
gaccgaagaa
aaactacccg
cagcgagatt
ctcatgtacg
tttctatcga
acccaccaca
acttgcagaa
caacagcacc
cagaatacaa
taaaaaaata
gcatcccctce

caaaaatttt

ggtaataaaa
aatgacatta
acaaaccaaa
gattcaacgt
caacaggaac
tttcatatat
attaatttgc
agcctaatgg
acgatcacga
agagggacgc
acctaaatat
tggtatgtta
ggtgattttt
aagatatagt
aaaatactac
aagttgtgcc
tatccccggg
gcaaggccat
ggcaacagac
actttccggc
ttcggaagat
tatggagtgc
ccatctacct
tatagatcca
aaccgcctat
gtaccttgaa
tgaaccataa
cgcaatgact
taaagaatgg

ggactactat

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



tgggaacttc
gcggccgcett
atcccecgggg
tagagataat
cacttgtttg
taatataatc
ttagacatgg
tttagtgtgc
ccattttatt
ttagtacatc
agttttttta
acaaataccc
aatgccagcc
cgtcgecgteg
tctcgagagt
gcggageggce
cagctacggg
aaatagacac
acacaaccag
gtcctccccc
ttagggcccg
écgtgctgct
acttgccagt
tcgatttcat
tcaatatatg
tgtgatgatg
tacctggtgg
gaattgaaga
ttactgatgc
gggcggtcgt

ttattaattt

ttctgaaaat
aattaaattt
atcctctaga
gagcattgca
aagtgcagtt
tatagtacta
tctaaaggac
atgtgttctc
agtacatcca
tattttattc
tttaatagtt
tttaagaaat
tgttaaacgc
ggccaagcga
tccgcectccac
agacgtgagc
ggattccttt
cccctécaca
atctccccceca
ccceececcecc
gtagttctac
agcgttcgta
gtttctcttt
gatttttttt
ccgtgcactt
tggtctggtt
atttattaat
tgatggatgg
atatacagag
tcattcgttc

tggaactgta

agtggccacc
aaatgtttaa
gtcgacctgc
tgtctaagtt
tatctatctt
caataatatc
aattgagtat
cttttttttt
tttagggttt
tattttagcc
tagatataaa
taaaaaaact
cgtcgacgag
agcagacggc
cgttggactt
cggcacggca
cccaccgctc
ccectetttec
aatccacccg
tctctacctt
ttctgttcat
cacggatgcg
ggggaatcct
gtttegttge
gtttgtcggg
gggcggtcgt
tttggatctg
aaatatcgat
atgctttttg
tagatcggag

tgtgtgtgtc

25154

gcttaattaa
actaggaaat
agtgcagcgt
ataaaaaatt
tatacatata
agtgttttag
tttgacaaca
gcaaatagct
agggttaatg
tctaaattaa
atagaataaa
aaggaaacat
tctaacggac
acggcatctc
gctcecgetgt
ggcggcctce
cttegettte
ccaacctcgt
tcggcacctc
ctctagatcg
gtttgtgtta
acctgtacgt
gggatggctc
atagggtttg
tcatcttttc
tctagatcgg
tatgtgtgtg
ctaggatagg
ttcgcttggt
tagaatactg

atacatcttc

-119-

ggcgcgccat
ccaagcttgc
gacccggtcg
accacatatt
tttaaacttt
agaatcatat
ggactctaca
tcacctatat
gtttttatag
gaaaactaaa
ataaagtgac
ttttcttgtt
accaaccagc
tgtcgctgcce
cggcatccag
tcctectcetce
ccttectege
gttgttcgga
cgcttcaagg
gcgttccggt
gatccgtgtt
cagacacgtt
tagccgttcc
gtttgccctt
atgctttttt
agtagaattc
ccatacatat
tatacatgtt
tgtgatgatg
tttcaaacta

atagttacga

gcccgggcaa
atgcctgcag
tgccecctctce
ttttttgtca
actctacgaa
aaatgaacag
gttttatctt
aatacttcat
actaattttt
actctatttt
taaaaattaa
tcgagtagat
gaaccagcag
tctggacccce
aaattgcgtg
acggcaccgg
ccgccgtaat
gcgcacacac
tacgccgcte
ccatgcatgg
tgtgttagat
ctgattgcta
gcagacggga
ttcctttatt
ttgtcttggt
tgtttcaaac
tcatagttac
gatgcgggtt
tggtgtggtt
cctggtgtat

gtttaagatg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960



gatggaaata
catgatggca
taaacaagta
cagctatatg
ttcttttgtc
gaccatggct
gccactcact
tgacagcacc
tggccaagca
tccagtgcect
agccaatgag
tgcacctcca
tgggttcctt
cgaagggctc
gaaccgtcgce
gacagtccat
tcaagtctac
gttcctctat
ccaagtcctt
caagttcaga
tagcttaatc
ttgtttgtga
atatgatcga
caatgtataa
ttttgactcc
cttgaagagt
ttgtaacata
aacttgccgt
aagggagcat

taagaacaaa

tcgatctagg
tatgcagcat
tgttttataa
tggatttttt
gatgctcacc
catgctgccc
ggtgtccttg
tggaatgaga
atcaccaatg
cttctcaaga
tctggaaggg
gctgctgttg
tcaatgtaca
aacgttgtgc
ttcagcaaca
cccttggttg
tgtcagagaa
gagcatgcca
gtctgggaca
tacttgactc
acctagagct
tgttggtggc
tctttggggt
gatgtgttca
aaaaaccaaa
tcatctacca
acaattgtta
ggcctatttt
aatagttaca

aaatatatca

ataggtatac
ctattcatat
ttatttcgat
tagccctgcee
ctgttgtttg
tcagccctct
gtgctgagat
tattggatgc
agcagcacat
gcattgaagg
tgattggtga
tgatgagggc
cagcttggga
actctgccac
cctcagtcaa
tgactcatcc
ttgagggcat
ccagatttga
acttgtgcac
gcaccacagt
cgtttaaact
gtattttgtt
tttatttaac
ttcttcggtt
atcacaactc
ttccagttgg
cggcatatat
cagaagaagt
tgcaaaggaa

ctttcttttg

25154

atgttgatgt
gctctaacct
cttgatatac
ttcatacgct
gtgttacttc
ctcccaacgce
cactggagtg
cttccacact
tgcattctca
ctatccagag
tgactggcac
catagatgtt
gaccttgtct
acgtgtgttc
ggtgatggat
tggctctgga
gacagatgca
cttcacttgc
catgcaccgt
tggtggagtt
gagggcactg
taaataagta
acattgtaaa
gccatagatc
aataaactca
catttatcag
ccaatagcgg
tcccaatagt
aactgccatt

ttccaagtca

-120-

gggttttact
tgagtaccta
ttggatgatg
atttatttgc
tgcagggtac
tttgagagaa
gacttgaggg
taccaagtca
agaaggtttg
gttcagatga
acagactcca
cctgagcatg
ccaaccatgc
ggttcecctcet
gttgatgctg
aggaaaggcc
gaatcaaagc
cgtgtgaggt
gctgttcctg
aggcctgcce
aagtcgcttg
agcatggctg
atgtgtatct
tgcttatttg
tggaatatgt
tgttgcagcg
ccggcctect
agtccaaaat
ctttagaggg

ttgcgtattt

gatgcatata
tctattataa
gcatatgcag
ttggtactgt
ccceggggte
tagctgtcca
aaccacttga
tctactttcc
gaccagttga
tccgcagaga
ctttecttga
gcggagacac
aagccaccat
accaagcaca
gtgacagaga
tttatgtgaa
cattgcttca
ggaagaaaga
actatgctgg
gctgagtagt
acgtgctgaa
tgattttatc
attaataact
acctgtgatg
ccacctgttt
gcgctgtgct
gcagggttta
ttttgtaacg
gatgcttgtt

ttttaaaaat

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



atttgttcct
gctgtaaatc
tagaatcaag
ccatataggc
tatcttgaaa
tatatcaaaa
ttcagcattt
atttttgata
tattaaaata
cgtttgacta
ataaaaatca
tttcacttca
ggaagaacaa
 aattatttaa

agagtcgcaa

tatatataaa

ggtgtgcgga
atctgagcta
atgttttgct
gcagatctat
cgggtggcac
agct;accta
actcgaaaéa
ccgacgcctt
taccccgacg
ccaaccatgce
cagaacgtgc
gacgaagctt
tctecgccgcece
gcaaggctgc

gcaatgaaca

tcgtatattt
gtagctaacc
taaattacat
ttgattcatt
tattaaagct
tcaaaccaaa
tctggttttt
agtaggtata
ttcttatagg
atttttcgtt
atatgatacc
aattcgaaaa
agagattgac
agttaataaa
atatttctag
aactatatat
gggactctaa
gctcaatgac
ttggaaccat
tggagaagaa
catcacccgce
cccgaaaaac
aggaagcgag
cgccctcaaa
tcctctteat
aaggggaaga
ggcgacatca
tagaagtagg
gtgatcgccg
gccgagagaa

cgccgagtga

cgagcttcaa
ttcttcctag
attaccacca
ttgcaaaatt
attatgatta
ccaactatat
tttttgttag
tgtgttagta
agaattttct
gatgtacact
taaataatga
agatatataa
gcattttagt
aatggagcac
atatttttta
ttatattttt
acaccgacag
cattacctcc
ctcatccata
gctttcctca
acctcaagcg
tccgetgtcec
tgtcccgagt
tgaggatgga
cagggggaga
gcctccccag
cgaggctggg
aaaaactccc
acaagcttag

tgctctettt

agtcggaggg

25154

tcactttatg
cagaaattat
catcgagctg
tccaggatat
ggggtgcaaa
cggtttggat
atgaatatta
aaaattaatt
taataacaca
ttcaaagtta
tatgttctat
gaattttgat
aacacttgat
ttcatattta
aagaaaattc
tacccaaaag
ctggcgcgcece
aaatgcaaga
gcagatgaag
gaaatctcga
aagatgacct
acttcgccca

caggggacgg

aagaagagcg

ttggagttag.

cgtgaggcgce
gaacgggatc
gacgagtggg
gaccgagaac
gctcggaacc

gtactggcce

-121-

gttctttgta
taatacttgg
cttttaaatt
tgacaacgtt
tggaccgagt
tggttcggtt
ttttaatctt
ttttttacaa
tgatatttat
accaaattta
ttaattttaa
agattttgac
aagaaagtga
acgaaatatt
tataaaaagt
caccgcaagg
aggtaggggg
tcgcectteg
agggaactct
ggggagccag
cttacaaacc
caaaggagtg
gaacacgcca
ccatcgcgcet
cacccgtctt
gacgacggag
cggcgcaacc
tacaccgaga
gagagcaagc
tgtaccccga

agatagctga

ttctggcttt
gatatttttt
catattacag
aacttaataa
tggttcggtt
ttgcecgggtt
actttgtcaa
acatatgatc
ttattttagt
gtaattaagt
attatcgaaa
atatgaatat
tcgtacaacc
acatgccaga
cttaaaggca
ggtagccctg
tgtgtctttg
ccccgggact
gcaccgcata
ggcagaacag
gaaagtcggg
gacacggatt
agccatcttt
ggctcctttc
caacgatgag
gaatagaagc
cgtatccecgg
aaggcggaac
cgagcaaggt
cttcgctcgt

cggccteceg

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



cgaaccctag
cccatcacta
agctccatca
tatgtccgag
gcctcgacca
tgggaccgac
tgtctcecggg
gcaagcagga
cgacggagga
ggctccgaca
tcgccaactt
ggcatcaggg
écacccccga
cggctttegt
gaggcagacc
gccgegcecac
"<210>
<211>

<212>
<213>

30
23
ADN

<220>

<223>

<400> 30

acacggaagg
atcctccaag
acgcttcgcg
atcatgccat
gtgtcccgtt
ctcacgaacg
ccatccagtg
cctgggtgge
cgtgatgaca
tctaccccaa
ccagtccctc
cgatgaaacg
agtcgccgag
ccgagccata
tctacatcac

acgcgccacg

ctaccggcgg
cgacctacgc
cgaccgatga
cctggcatga
ccagggacga
ccgacatgaa
gcccctaact
tggttagcca
gtgtattttc
cattgcatag
tttgacaagc
ctccggttgt
gcgggggtga
ctccagaaaa
cacggattaa

gtgtgacacg

Trinh ty nhé&n tao

gcctagtege ctaccctacce aat

<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 31

Trinh tu nhé&n tao

tgtgttcttg attgggtgag acat

<210> 32
<211> 21
<212> ADN

25154

ctgcttactc
catgccatca
cacgaaagtg
agtcatgcca
tcaagatgac
gacacgtgcg
tcaaggtctc
tctacacgat
ccattgtcct
acaattggag
cggcgcagcce
acctcaagag
ttgaagactt
gcgtcggcca
cgggcccagg

aaccagc

Doan mdi cho chi diu bén sudn

Poan mdi cho chi diu bén sudn

-122-

gagcagttaa
acagccggcg
agatagggaa
cccgagctga
acacaactgg
gagtcttcgce
caacgtcagc
tgtcacatgg
agggcaagac
cgacttcagt
atgggaccta
gttttagacc
ctaccgagga
cctccgaaca

acctcatcgg

tcaccttcta
agacacgcgg
ccgagaggag
gtcggttgcg
ctccectect
acttactccg
aagtatgagc
gccgccggag
gcaatgcagt
tggtgcttca
aaatccattg
atgaggaacc
tccaatgact
cttgttccgg

aggcacgaaa

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8557

23

24



<213>

<220>
<223>

<400>

Trinh tu nhén tao

Doan mdi cho chi diu bén

32

tactggggat tagagcagaa g

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

<220>
<223>

<400>

33

21

ADN

Trinh tyu nhdn tao

Poan mdi cho chi diu bén

33

aatctatgtg tgaacagcag c

25154

sudn

sudn
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25154

inxﬁHi {42}
“"BamH1 (68)

RB7MAR V3

Trinh tyr khéi ddu ZmUbil cia sinh vat

FspI(7143) ¢6 nhin dién hinh

\\ EcoRT (1484)
P(BL [ v
(BLA) §» { pDAS1740 Neol (2102)

Fspl(6120) &_7

e 4 “Sacl (3019)
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Fig.1: So db plasmit cia pDAS1740 (pDAB3812) v6i céc vi tri enzym gidi han
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EcrRI (28 Sad (4389)
Trinh tur khéi d3u ZmUbid Trinhn;két thic ZmPer5
HindII (14 4]
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; 6236 bp
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RB7 marv3 [ %ID RBT mar v4

Trinh ty khéi ddu Zmibil Trinh t két thic ZmPear5

Fig.2: So dd gidi han cua vi tri xen doan don c¢6 mat trong hé gen cta cay ngb
DAS-40278-9 (pDAS1740-278)
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Ned (3472)
aad1
EwRI(zsu\ Fad{4389)
Trinh iz khoi dau ZmUbit Trinh tir két thiic ZmPer5
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6236bp
EcoR| >2%4bp ' >33& bp
Neo >UT2hp 2764 bp
Sz >389 tp >1847 bp
Hind i/Fse | >1412bp 3361bp >1463 bp

Fig.3: So d6 gidi han cta vi tri xen doan don c6 mit trong hé gen ctia ciy ngd
DAS-40278-9
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Trinh ty khéi ghu ZmUbi1 ~ ZmPers SUTR
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Fig.4: Phuong phép tdch dong ctia doan xen ADN trong bién thé gen DAS-
40278-9 cua cay ngd
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- Com278-R

Corn278-F + 1FSEndTIR  ZmPerS3UTR
e mp1 . RETHARWA
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Fig.5: So dd cac doan mdi duge sir dung trong khuéch dai PCR dé xac dinh vung
bién bén sudn cia bién thé gen DAS-40278-9 clia cAy ngd. So 46 nay md ta céc vi tri
doan mdi dé xac dinh trinh tr chidu dai ddy da cia bién thé gen DAS-40278-9 ctia
ciy ngd aad-1 tir bién 5° dén 3’

Poan xen DAS-40278-9

ACCTTGAAGCGGAATACAAT G==mm == === === == —mmmmm —m =

8iénd2uS  ACAGCRCCGT

Locut banddu  ACAGCACCGT

Poan xen DAS-40278-8

TACCCARAAGCACCGCRAGGEETAGLCCCTGG

Bién ddu 3’ S —

Locut ban dau TACCCAARAGCACCGCAAGGGETAGCCOTGE

Fig.6: Doan xen trinh ty AND trong viing néi ciia bién thé gen DAS-40278-9 ciia cay
ngd. Poan xen 21 bp (in nghiéng) & diém nbi tich hop 5°gay ra sy mét doan 2 bp
(gach dudi) cia locut hé gen ban diu. Poan xen 1 bp (in nghiéng) ciing duge tim

thdy & ving ndi tich hop 3.
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Lai A = Lai ru th DAS XHH13

Lai B = Lai wu thé DAS SLB01

Lai C, D, E, F = Lai uu thé DAS duoc sir dung dé tao
thé lai

BC1 = lai nguoc 14n d4u véi bb me lai wu thé
BC2 = lai nguoc 1an thit hai véi bb me lai wu thé
BC3 = lai nguoc lan thir ba véi bb me lai wu thé

TO = thé bién nap ban dau

T1 = thé hé thir nhét, c6 ngudn gbc tir viée lai TO voi
dong lai wu thé

T2 (T1S1)=co nguon goc tir viéc tu thu phan cua Tl
T3 (T1S2) = c6 ngudn goc tir viée tur thu phan cua T2
T4 (T1S3) = ¢ ngudn gbc tir viéc tu thu phin cia T3

BC2S1 = c6 ngudn goc tir viéc tu thu phén cua BC2
BC3S51 = c¢6 nguon goc tir viée tu thu phan cta BC3
BC3S52 = ¢4 ngudn goc tir viée tr thu phm cua BC3S1 -
BC3S3 = ¢ ngudn goc tir viée tu thu phan cua BC3S2
F1 (Thé lai) = lai giita hai dong lai wu thé

Fig.7: So db gy gidng ctia ciy ngd 40278 va cac thé hé duoc st dung dé phan
tich
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