BO TAINGUYEN VAMOITRUONG  CQNG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Pic lap - Ty do - Hanh phic

S&: 13/2013/TT-BTNMT

Ha Néi, ngay 21 thdng 06 ndm 2013

THONG TU
Quy dinh quy trinh ky thuat va dinh mirc Kinh té - ky thuat
trong phat hign sinh vat bién doi gen bang phuong phap phan tich
dinh tinh, dinh lwrgng axit deoxyribonucleic

Cdn cir Ludt Da dang Smh hoc 56 20/2008/QH12 ngay 13 thdng 0] ndm
2008 ctia Quéc hoi Nuede Cong hoa Xa hoi Chii nghia Viét Nam,

Cén cik Nghi dinh s6 69/2010/ND- CP ngay 21 thang 6 nam 2010 vé an toan
sinh hoc di vai sinh vdt bién dbi gen, mdu vdt di truyén va san phdm cia sinh vt
bién doi gen,

Cén ctr Nghi dinh s6 21/201 3/ND-CP ngay 04 thang 3 ndm 2013 cua Chinh

phii quy dinh chite néng, nhiém vy, guyén han va co cdu t6 chire ciia B Tai nguyén
va Moi trieong;

Theo dé nghi ciia Tong Cuc trudng Tong cuc Moi truomg, Vu truomg Vu Ké
hoach va Vu truong Vu Phdp ché,

Bj trwang B¢ Tai nguyen va Méi truong ban hanh Théng tw quy dinh quy
trinh ky thugt va Dinh mikc kinh té - ky thudt trong phdt hién sinh vdt bién doi gen
bing phirong phdp phan tich dinh tink, dinh heong axit deoxyribonucleic,

QUY PINH:

Piéu 1. Ban hanh kém theo Théng tu nay quy trinh k§ thuat va Pinh mirc
kinh t& - k¥ thust trong phét hién sinh vat bién d6i gen bing phuong phap phén tich
dinh tinh, dinh lugng axit deoxyribonucleic.

Pidu 2. Thong twr ndy 6 hiéu lyc thi hanh ké tir ngay 05 thang 08 nam 2013.

Piéu 3. BS trudéng, Thi trudng co quan ngang B, co quan thudc Chinh
pht, Cha tich Uy ban nhan dén c4c tinh, thanh phd truc thudc Trung wong, Tong
Cuc truéng Tong cuc Mbi trudng, Thi trudng cic don vi truc thude BO Tai
nguyén va Méi truong, Gidm dbc S& Tai nguyén va Moi trudng cac tinh, thanh



phd truc thuge Trung uong va t6 chic, ca nhan c6 lién quan chiu trach nhiém thi
hanh Théng tu nay./.

Nai nhin: ~ KT. P'»O TRU:@N G
- Viin phong Quéc hoi; THU TRUONG
- Vin phong Ch tich nudéc;

- Vin phong Chinh phy,
- Vin phong Trung uvong va cac Ban cia Pang;
- Toa 4n nhén dan téi cao;
- Vién Kiém sét nhin dén t5i cao;
- Céc B, co quan ngang B, co quan thugc Chinh phu;
- I‘(iém todn Nha nuéc; .
_ - Uy ban Trung uong Mit trin T6 qubc Viét Nam;
- Co quan Trung uong ctia cic doan thé;
- HDND, UBND céc tinh, thanh phd trirc thuge Trung uong;
- Cuc kiém tra vin ban QPPL (B$ Tu phép);
- Céc Thir truéng Bé TN&MT,;
- Céc don vj tryc thugc B§ TN&MT, Website clia B§;
- Cong béo, Cong Thdng tin di¢n to Chinh phu;
- Luu: VT, PC, TCMT (D) 200.
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BO TAINGUYEN VA MOI TRUONG CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Poc lap — Ty do — Hanh phiic

QUY TRINH KY THUAT VA PINH MUC KINH TE - KY THUAT
TRONG PHAT HIEN SINH VAT BIEN POI GEN BANG PHUONG PHAP
PHAN TICH PINH TiNH, PINH LUONG
AXIT DEOXYRIBONUCLEIC

(Ban hanh kém theo Thong tur s643 /2013/TT-BTNMT ngay2( thdng £ndm 2013
cua Bo truong B Tai nguyén va Moi truong)

PHAN 1
QUY TRINH PHAN TiCH PINH TiNH, PINH LUQONG
AXIT DEOXYRIBONUCLEIC (ADN)

Qua trinh phén tich dinh tinh, dinh lugng ADN cta sinh vt bién dbi gen
bao gdm 04 budc (chi tiét xem tai Phu luc kém theo Thong tu nay):

Budc 1: Tach chiét ADN;

Budc 2: Déanh gia chét luong va xac dinh ham luvgng ADN;

Budc 3: Phat hién va nhan dang ADN cua sinh vét bién d6i gen bing
phuong phap PCR;

Buéc 4: Dinh hrong ADN cia sinh vat bién dbi gen b%mg phuong phap
real-time PCR (phan img PCR tuc thoi);

1. Tach chiét ADN

Theo TCVN 7606:2007 (ISO 21571), nguyén tic co ban cia viéc tich
chiét ADN bao gdm viéc giai phong ADN ra dung dich hén hop céc chat va tiép
theo la tinh sach ADN ra khoi hdn hop d6. Cac budc chinh dé tach chiét ADN
bao gom:

Chuén bi dung cu va hoa chét;

Nghién mau;
Tach chiét ADN;
Tinh sach ADN.

Cé rat nhiéu phuong phép dé tach chiét ADN va tuy thugc vao nguon
gbe cac loai mau pham (ddng vat, thuc vét hay vi sinh vat) c¢é nhitng phuong
phap tach chiét phu hop. Trong tap dinh mtrc kinh té-ky thuat nay ap dung 3
phuong phap tach ADN d6i vé6i cac dbi tugng dong vat, thyc vét va vi sinh vat,
cu thé nhu sau:

- Tach chiét ADN cta cac mAu sinh hoc c6 ngudn gbe tir thue vét dua
trén CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide);
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- Tach chiét ADN ciia cic mau sinh hoc ¢é ngubn gbe tir ddng vat dua
trén phenol/cloroform;

- Phuong phép chiét ADN dbi v6i ndm men va/hodic ndm soi thu dugc tir
thuc pham dua trén phenol/cloroform.

2. Panh gia chit lrgng va xic dinh ham lrgng ADN

~ Chét lugng, sb lugng va tinh nguyén ven ciia mdu ADN anh hudng rat 16n
dén két qua ciia phuong phap phén tich. Theo TCVN 7606:2007 (ISO 21571),
che bude chinh ctia budc danh gia chét lrgng va xac dinh ham lwgng ADN bao
gbm:

- Chuén bi dung cu va hoé chét;

- Dién di ADN trén gel agarose;

- X4c dinh ham lwong ADN trén may quang pho;

- Phén tich xir 1y két qua.

C4 2 phuong phép thong dung dé xéc dinh nong 46 ADN trong dung
dich: Phuong phap dién di va phuong phap do ham lugng ADN béang quang
pho.

3. Phat hién va nhin dang ADN cia sinh vét bién ddi gen (dinh tinh)
théng qua phan tng chudi trang hop (k¥ thuit PCR)

Phuong phap PCR thong thuong duogc sir dung dé nhan ban mot doan gen
sir dung cap mdi dwoc thiét ké dac hiéu cho trinh ty gen nay. Trong trudng hop

niay PCR dugc st dung dé phat hién va nhén dang sinh vit bién dbi gen hay
PCR dinh tinh.

Theo TCVN 7605:2007 (ISO 21569), cac budce chinh dé phat hién va nhén
dang sinh vat bién d6i gen bang k¥ thuat PCR bao gdm:

- Chuén bj dung cu va ho4 chét;

- Thiét ké cac cip mdi nhan doan gen;

- Tién hanh phan tmg PCR;

- Phan tich va xit 1y két qua bing dién di trén gel agarose.

4. Pinh lirgng ADN ciia sinh vt bién ddi gen biang k¥ thuit real-time
PCR (phan img PCR tirc thoi)

’ Tl?eo t‘iéu chué:in quédc té ISO 21570, cac budc chinh trong dinh lugng san
pham bién d6i gen bang k¥ thuat real-time PCR bao gom:
- Chuan bj dung cu va hoé chét;
- X4y dung c4c duong chudn ADN cho gen chuan (gen ndi sinh) va gen dich;
- Tién hanh phan tng real-time PCR;
- Phéan tich va xi 1y két qua.



PHAN 2
PINH MUC KINH TE - KY THUAT
CHUONG I: QUY PINH CHUNG

1. Pham vi diéu chinh: Dinh mic kinh té - k¥ thuat ndy duoc 4p dung dé
14p, giao ke hoach va tinh don gid san pham phuc vu ldp du toan, thanh quyét
toan céc cong trinh, dy 4n, nhiém vu lién quan dén viéc xé4c dinh sinh vt bién
ddi gen bang phuong phéap phén tich dinh tinh, dinh lugng axit deoxyribonucleic.

2. Doi twgng ap dung: Dinh mic nay 4p dung cho céc co quan, t6 chic,
¢4 nhén ¢6 hoat dong lién quan dén xac dinh sinh vt bién d6i gen bang phuong
phap phén tich dinh tinh, dinh lvgng axit deoxyribonucleic.

3. Can cir xay duwng dinh mikc

Dinh mirc dugc xay dung cén cir theo:

- Nghidinh sb 204/2004/ND-CP ngay 14 thang 12 ndm 2004 cta Chinh phu
vé ché 45 tién luong d6i voi can bd ¢dng chire, vién chire va luc lugng vil trang;

- Théng tir s6 06/2005/TT-BLDTBXH ngay 05 thang 01 nim 2005 cua
B& Lao d6ng - Thuong binh va X4 hdi huéng din phuong phap xdy dung dinh
muc lao dong trong cdc cdng ty nha nudc theo Nghi dinh s6 206/2004/ND-CP
ngay 14 thang 12 nam 2004 cia Chinh phu;

- Quyét dinh s 32/2008/QD-BTC ngay 29 thang 5 nim 2008 cua Bo
truémg BY Tai chinh vé vigc ban hanh ché d9 quan 1y, tinh hao mon tai san ¢b
dinh trong co quan nha nudc, don vi su nghiép cdng lap va cac t6 chic co sir
dung ngén sach nha nudc.

4. Pinh mirc thanh phin

Pinh mirc kinh té - k¥ thuat trong phat hién sinh vét bién ddi gen bang
phuong phép phan tich dinh tinh, dinh lugng ADN bao gdm cac dinh mirc thanh
phén sau:

4.1. Dinh mirc lao dong cong nghé

Dinh muc lao ddng cong nghé (sau day goi la dinh mirc lao dong) la thoi
gian lao dong can thiét d& san xuit ra mdt san pham.

Nbi dung ctia dinh mic lao dong cong nghé bao gdm:

a) Noi dung cong viéc: bao gdm céc thao téc co ban thuc hién céc bude
cOng viéc cho hoat dng phat hién sinh vat bién d6i gen bang phuong phap phan
tich dinh tinh, dinh luong ADN.

b) Pinh bién: s6 lrgng va cip bac k¥ thuat timg bude cong viée.



¢) Dinh muec: thoi gian lao dong dé san xudt ra san pham. Don vi tinh 1a
cdng nhém/don vi san pham; ngay cong tinh bang 8 gi¢ lam viéc.

4.2. Dinh mirc vit tw va thiét bi

Pinh mirc V4t tir v thiét bj gdm dinh mirc dung cy, dinh mirc thiét bj va
dinh muc vt liéu:

a) Pinh mitc dung cy: [a thdi gian st dung dung cy can thiét dé san xudt
ra san pham.

Thi han ctia dung cu: x4c dinh bing phuong phap théng ké, kinh
nghiém; don vi 1a thang.

Mite sir dung cac dung cu nho, phy dugce tinh bang 5% muc st dung céc
dung cu chinh da dugc tinh dinh mirc.

b) Pinh muc thiét bi: 1a thdi gian sir dung thiét bj can thiét dé sin xuét ra
san pham.

Thori han (nién han tinh khau hao) ciia thiét bi theo quy dinh ciia B4 Tai chinh.

¢) Pinh muc vt liéu: 12 sb lwgng vat liéu can thiét dé san xvit ra san phim.

Mure vét lidu phy, vun vt va hao hut dugc tinh bing 8% muc vit liéu
chinh da dugc tinh dinh muec.

5. Pinh mitc nay khong quy dinh cic cong viée khio sat, thu thip miu
6. Quy dinh chir viét tit

TT Chix viét tat Noi dung viét tat
] Pinh mirc KT-KT | Pijnh mirc kinh té - k§ thut
2 BHLD Béo hd lao dong
3 TCVN Tiéu chudn Quéc gia
4 bVvT Pon vi tinh
5 KS1 K§ sir bac 1
6 KS4 K¥ su bac 4
7 ADN Axit deoxyribonucleic
8 RNA Axit ribonucleic
9 CTAB Cetyltrimethylammonium bromide
10 PCR Phan tmg chudi triing hop
(Polymerase chain reaction)
11 Real-time PCR Phan img PCR trc thai

7 Ap dung djnh mirc: Trong qua trinh ap dung B;nh muc kinh te ky
thuat niy, néu c6 vudéng méc hodc phat hién bat hop 1y, @& nghi phan 4nh v& BS
Tai nguyén va M6i trudng dé tdng hop, diéu chinh kip thoi.
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CHUONG II:

PINH MUC KINH TE-KY THUAT TRONG PHAT HIEN SINH VAT
BIEN POI GEN BANG PHUONG PHAP PHAN TICH PINH TiNH,
PINH LUQNG AXIT DEOXYRIBONUCLEIC (ADN)

1. Pinh mire lao dfng

1.1. Nji dung cong viéc

Phuong phép phén tich nay dwa vao céc tinh chét cu thé cia trinh ty ADN
dich d& xac dinh sy c6 mjt va dinh lugng ADN ¢ nguén gdc tir sinh vt bién
dbi gen.

1.2. Binh bién: nhém 2 lao dong gdbm 1 KS1 va 1 KS4

1.3. Dinh mirc: cdng nhém/miu

Bdng 56 01
TT Cong viéc Mike
1 | Tach chiét ADN 0,50
2 | Danh gia chit lugng va x4c dinh ham lugng ADN 0,25
3 | Phét hién va nhin dang ADN cua sinh vat bién di gen bing | 0,60
k¥ thuiat PCR
4 | Pinh lwgng ADN ciia sinh vat bién dbi gen bang k¥ thuét 0,60
real- time PCR

2. Pinh mirc vat tu va thiét bj
2.1. Pinh nuec dung cu: ca/miu
2.1.1. Tdch chiét ADN

a) Tach chiét ADN ciia cic mAu sinh hoc ¢6 ngudn gbc tir thye vat dya
trén CTAB

Béng 56 02
TT Danh muc dung cu bVT T::l?;:gg)n (czl:;“)
1 {AoBHLP céi 9 0,80
2 | Gia @& dung cu, hoa chit cai 60 0,20
3 | Ddng hd treo tuong cai 48 0,20
4 | Pbng hd hen gior céi 24 0,07
5 |Kinh bao hd céi 3 0,80
6 | Ong dong (loai 50, 100, 250 ml) éng 12 0,06
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TT Danh muyc dung cu DVT T:::: ::)n (cah;ll::;u)
7 | Hop bao quan miu 81 vj tri hop 24 0,40
Khay dung mau 45 vi tri cai 24 0,40
9 | Hop dung dau tip 10 pl tiét tring hop 24 0,40
10 | Hop dung déu tip 200 pl tiét tring hop 24 0,40
11 | M4y trén mau (vortex) ci 60 0,02
12 | Phich d4 giit mau cai 24 0,40
13 | PIPETman loai 2 pl céi 36 0,10
14 | PIPETman loai 10 pl cai 36 0,10
15 | PIPETman loai 100 pl cai 36 0,10
16 | PIPETman loai 1000 pl cai 36 0,10
17 | Bt viét cai 6 0,02
18 | Bt viét kinh céi 6 0,02
19 | Sé hudng din thi nghiém quyén 24 0,02
20 | Chay, cbi sit bd 12 0,02
21 | DPénneon 40W bo 48 0,80
22 | M4y hut Am 2 kW cai 36 0,05
23 | Méy hat bui 1,5 kW céi 36 0,01
24 | Quat thong gié 40W céi 12 0,13
25 | Quat tran 100W cai 60 0,13
26 | biénning kW 1,39

b) Tdch chiét ADN cia cde mdu sinh hoc cé nguon géc tir déng vdt dwa
trén phenol/cloroform

Ap dung theo quy dinh tai muc a ctia 2.1.1. & trén

c) ,Phuong phdp chiét ADN dbi véi ndm men va/hodc ndam soi thu dwoc tir
thuc pham dua trén phenol/cloroform

Béng 56 03
Théi h M
TT Danh muc dung cu DVT , gn u':
(thang) |(ca/mau)
1 |AoBHLD cai 9 0,80




TT Danh muc dung cu bVT | Thb.f A M&:
(thang) |(ca/mau)
2 |Gi4 dé dyung cy, hoa chit cai 60 0,40
3 [Dbng hé treo tudng cai 48 0,40
4 |Pdng hé hen gidy céi 24 0,03
5 |Kinh bao ho cai 3 0,40
6 |Ong dong (loai 50, 100, 250 ml) éng 12 0,06
7 |Hop bao quan mau 81 vj tri hép 24 0,40
8 |Khay dyng miu 45 vi tri cai 24 0,40
9 |Hop dung dau tip 10 pl tiét tring hop 24 0,40
10 |Hop dung dau tip 200 pl tiét trung hép 24 0,40
11 |M4y tron miu (vortex) céi 60 0,02
12 |Phich &4 gitr mau cai 24 0,40
13 PIPETman loai 2 pl céi 36 0,10
14 |PIPETman loai 10 pl cai 36 0,10
15 |[PIPETman loai 100 pl céi 36 0,10
16 |[PIPETman loai 1000 pl cai 36 0,10
17 |Bat viét cai 6 0,02
18 |But viét kinh cai 6 0,02
19 (S8 hudng dan thi nghiém quyén 24 0,02
20 |Pén neon 40W b6 48 0,80 |
21 |[Méy hit 4m 2 kW céi 36 0,05
22 [May hit byi 1,5 kW céi 36 0,01 |
23 |Quat thong gi6 40W céi 12 0,13
24 |Quat tran 100W céi 60 0,13
25 |Dién ning kW 1,39




2.1.2. Danh gid chat leong va xdc dinh ham lwegng ADN ciia sinh vit bién

dsi gen
Bdng s 04

TT | Danh myc dyng cy PVT T('t‘:;::)“ (cal\;ll:]r;u)
1 |AoBHLD céi 9 0,40
2 | Ban mdy vi tinh céi 72 0,15
3 | Ghé mdy vi tinh cai 72 0,15
4 | Chudt may tinh cai 6 0,15
5 | On 4p (chung) 10A céi 48 0,04
6 | Gia dé dung cu, hoa chit céi 48 0,20
7 | Dbng hd treo twdng cai 48 0,20
8 | Kinh bao h6 céi 12 0,40
9 | Khay dyng mau 45 vi tri cai 24 0,20
10 | Hop dung dau tip 10 pl tiét tring hop 24 0,20
11 |Hop dung ddu tip 200 pl tiét tring hép 24 0,20
12 | Méy tron miu (vortex) cai 60 0,02
13 | PIPETman loai 2 pul céi 36 0,05
14 | PIPETman loai 10 pl cai 36 0,05
15 | PIPETman loai 100 i céi 36 0,05
16 | PIPETman loai 1000 pl céi 36 0,05
17 | Bat viét céi 6 0,02
18 | Bt viét kinh céi 6 0,02
19 | S6 huéng din thi nghiém quyén 24 0,02
20 | Lo visong 0,5 kW cai 36 0,02
21 | Dén neon 40W bd 48 0,40
22 | Méay hat 4m 2 kW céi 36 0,02
23 | May hat buyi 1,5 kW céi 36 0,01
' 24 | Quat théng gi6 40W chi 12 0,06
25 | Quat trdn 100W céi 60 0,06
26 | bién ning kW 0,75




2.1.3. Phat hién va nhdn dang ADN ciia sinh vét bién d6i gen bang kj
thudt PCR

Bdng 56 05
TT |  Danh muc dung cu PVT T('t‘l‘:;:ga)“ (Qj’;’g“)
I |[AoBHLP céi 9 0,96
2 | Dép di trong phong doi 6 0,96
3 | Ban may vi tinh céi 72 0,09
4 | Ghé may vi tinh céi 72 0,09
5 | Chudt may tinh cai 6 0,09
6 | On 4p (chung) 10A céi 48 0,02
7 | Gi4 dé dung cu, héa chat céi 60 0,24
8 | Kinh béo hd cai 3 0,96
9 | Hop bao quan mau 81 v tri hép 24 0,48
10 | Hop dung déu tip 10 pl hop 24 0,48
11 | Hop dung diu tip 200 pl hop 24 0,48
12 | May tinh tay cai 24 0,03
13 | Phich d4 giit mAu cai 24 0,48
14 | PIPETman logi 2 pl cdi 36 0,20
15 | PIPETman loai 10 pl cai 36 0,12
16 | PIPETman loai 100 pl cai 36 0,12
17 | PIPETman loai 1000 pl cai 36 0,12
18 | But viét cai 6 0,03
19 | But viét kinh cai 6 0,03
20 | S4 thi nghiém quyén | 48 0,03
21 | Méy trén miu (vortex) 0,1kW céi 60 0,03
22 | Dén neon 40W b 48 0,96
23 | M4y hit &m 2 kW céi 36 0,06
24 | May hit byi 1,5 kW céi 36 0,01
25 | Quat théng gi6 40W céi 12 0,16
26 | Quat tran 100W céi 60 0,16
27 | Pién nang kW 1,67




2.1.4. Dinh luong ADN cua sinh vat bién doi gen b&ng ky thudt phan img

real-time PCR
Biéng s6 06
TT | Danh muc dung cu PVT 12:}?;::; (c:;Il:;“)
1 |AoBHLD céi 9 0,96
2 | Dép di trong phong doi 6 0,96
3 | Ban may vi tinh cai 72 0,18
4 | Ghé may vi tinh céi 72 0,18
5 | Chudt may tinh céi 6 0,18
6 | On 4p (chung) 10A céi 48 0,05
7 | Déng hé treo tudng cai 48 0,24
8 | Hop bao quan mau hép 24 0,48
9 | Ong d6 mao quan d ly tam hop 36 0,10
10 | Hop dung tip 10 pl tiét tring hép 24 0,48
11 | Hop dung tip 200 pl tiét trung hép 24 0,48
12 | May trén mau (vortex) 0,1 kW cai 72 0,03
13 | PIPETman loai 2 pl cai 36 0,12
14 | PIPETman loai 10 pl cai 36 0,12
15 | PIPETman loai 100 pl céi 36 0,12
16 | PIPETman loai 1000 ul céi 36 0,12
17 | Bt viét cai 6 0,03
18 | But viét kinh cai 6 0,03
19 | S thi nghiém quyén 48 0,03
20 | Bén neon 40W b 48 0,96
21 | May hit 4m 2 kW cai 36 0,06
22 | May hit bui 1,5 kW céi 36 0,01
23 | Quat thong gi6 40W céi 12 0,16
24 | Quat trAn 100W céi 60 0,16
25 | Dién nang kW 1,67




2.2. Dinh mikc thiét bj: ca/mau
2.2.1. Tach chiét ADN

Béng 56 07
TT Danh muc thiét bj DVT | Cong suft|  MU¢
) (ca/mau)
, | Tach chiét ADN cac mdu sinh hoc ¢
ngudn goc tir thue vét dua trén CTAB
1 | Diéu hoa nhiét d6 cai 2,20 0,13
2 | Nbi hép dung cu céi 2,00 0,02
3 | Ta hat doc cai 1,00 0,40
4 | TG lanh bao quan mau céi 0,10 0,40
5 | May ly tam cai 0,30 0,03
6 | Can phan tich cai 0,01 0,03
7 | May do pH cai 0,02 0,03
8 | Binh chira nito long cai 0,40
9 | May u nhiét cai 0,10 0,40
DPién ning kW 6,85
Téch chiét ADN cac méau sinh hoc c6 Theo quy
b [ngudon goc to déng vat dua trén dinh tai
phenol/cloroform muc a trén
Tach chiét ADN dbi véi ndm men, nam
¢ |[soi thu duge tir thuc pham dua trén
phenol/cloroform
1 | Diéu hoa nhiét do cai 2,20 0,13
2 | Noi hép dung cu céi 2,00 0,03
3 | Tu hit doc cai 1,00 0,40
4 | Talanh bao quan mau céi 0,10 0,40
5 | May ly tam cai 0,30 0,03
6 | Can phén tich cai 0,01 0,03
7 | May do pH cai 0,02 0,03
8 | Binh chira nito [ong cdi 0,40
9 | May u nhiét cai 0,10 0,40
10 | M4y nghién bi cai 0,10 0,03
11 | Pién ndng kW 7,05
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2.2.2. Bdnh gid chat lwong va xdc dinh ham luong ADN cia sinh vat bién

doi gen
Bdng 56 08
TT Danh muc thiét bj DVT | Congsubt | NU¢
(ca/man)
1 | May diéuhoa cai 2,20 0,06
2 | Ta lanh gitt mau cdi 0,10 0,20
3 | Maylytdim cai 0,30 0,01
4 | May soi gel ndi voi may tinh céi 0,03 0,01
5 | B6 dién di ngang va ngudn dién ci 0,05 0,05
6 | May do pH dé ban cai 0,05 0,01
7 | Can phéan tich céi 0,01 0,01
8 | May do quang phd cai 0,05 0,08
9 | My vi tinh céi 0,40 0,08
10 | May in laser A4 cai 0,40 0,01
12 | Dién nang kW 1,67

2.2.3. Phdt hién va nhdn dang ADN cta sinh vét bién déi gen bang ky

thuat PCR
Bdng 56 09
TT Danh muc thiét bi PVT | Cong suit (CZI':;“)
1 | May didu hoa cai 2,20 0,16
2 | May ly tAm céi 0,30 0,03
3 | Ta lanh giit mau céi 0,10 0,48
4 | Can phan tich céi 0,01 0,03
5 | May soi gel néi véi mdy tinh | cii 0,03 0,12
6 | May nhan gen (PCR) cai 0,30 0,06
7 | B dién di ngang va ngudn dién cai 0,05 0,12
8 | May vitinh cai 0,40 0,09
9 | May in laser A4 cai 0,40 0,01
11 |Pién ning kW 4,06

12




2.2.4. Binh lwvong ADN ciia sinh vét bién doi gen bing kp thugt real-time PCR

Bang 56 10
TT Danh myc thiét b DVT | Cong suat e
‘ (ca/mau)
1 | Diéu hoa nhiét 6 céi 2,20 0,16
2 | May real-time PCR céi 0,45 0,18
3 | Ta lanh bao quan miu cai 0,10 0,48
4 | May ly tam cai 0,30 0,03
5 | Tu gitr m3u déng lanh (-20°C) cai 0,15 0,43
6 | May vitinh céi 0,40 0,18
7 | May in laser A4 céi 0,40 0,02
8 | May photocopy cai 1,50 0,05
9 |DPién ning kW 6,40

2.3. Dinh nurc vt ligu: tinh cho 1 mdu

2.3.1. Tach chiét ADN

a) Tach chiét ADN cac mAu sinh hoc c6 ngudn gdc tir thue vét dua trén CTAB

Bang sé 11

TT | Danh muc vat liéu DVT Mirc

1 | Nito long lit 0,50

2 | CTAB (500 g/lg) lo 0,001

3 | RNase (25 mg) lo 0,02

4 | NaEDTA (500 g/lo) lo 0,002

5 | Tris-Cl (500 g/19) lo 0,0002

6 | Cloroform lit 0,01

7 | 2-isopropanol lit 0,0015

8 | Nudc cht ki ion vo triing lit 0,02

9 | Proteinase K (25 mg) lo 0,05

10 | Alpha amylase (100 mg) lo 0,005

11 | Ethanol lit 0,01

12 | NaCl kg 0,0011

13 |HCI137% lit 0,005
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Danh muc vit liéu DVT Mire
14 | NaOH kg 0,001
15 | Ong Falcon 50 ml (25 éng/tii) thi 0,20
16 | Ong Falcon 15 ml (50 éng/tii) tii 0,04
17 | Khau trang ding 1 14n (50 chiéc/hdp) hop 0,08
18 | Pau cén loai 100, 200 pl (1000 cai/thi) tai 002 |
19 | Bau cbn loai 1000 pl (500 cai/tii) tai 0,02
20 | Ong eppendorf 1,5 ml (1000 cai/thi) thi 0,03
21 | Ong eppendorf 2 ml (1000 cai/thi) tai 0,005
22 | Hoa chat sat triing tiéu chuin lit 10,01

b) Téch chiét ADN cac mAu sinh hoc c6 ngudn gbe tir dong vat dya trén

phenol/cloroform ’
Bang 56 12
TT Danh muc vit liéu bvT Mire
1 |Nitoléng lit 0,50
2 | Natri dodecyl sulfat (SDS) 100 g Lo 0,025
3 | RNase (12 mg) lo 0,04
4 | Na,EDTA (500 g/lo) lo 0,004 |
5 | Tris-C1(500 g/lo) lo 0,002
6 | Cloroform lit 0,0216
7 | Phenol lit 0,025
8 | Isoamyl alcohol lit 0,001
9 | Nudc cét khir ion v6 trung lit 0,02
10 | Proteinase K (25 mg) lo 0,16
11 | Acid acetic bang lit 0,001
12 | Ethanol lit 0,02
13 | Kali acetat kg 0,001
14 | Ong Falcon 50 ml (25 ng/ti) tii 0,2
15 | Ong Falcon 15 ml (50 éng/tai) ti 0,04
16 | Khau trang dung 1 1an (50 c4i/hdp) hop 0,08
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TT Danh muyc vit liéu VT Mirc
17 | Pau c6n loai 100, 200 pul (1000 cai/tai) ti 0,02
18 | Dau con loai 1000 pl (500 cai/tai) thi 0,04
19 | Ong eppendorf 1,5 ml (1000 c4i/thi) tai 0,03
20 | Ong eppendorf 2 m1 (1000 cai/tai) i 0,015
21 | Hoa chét sat tring tiéu chuén lit 0,01

¢) Téch chiét ADN di véi nAm men va ném soi thu duge tir thuc pham

dva trén phenol/cloroform ]
Bang s 13

TT Danh mue vit liéu bVvVT Mirc
1 | RNase (25 mg) Lo 0,004
2 | Na,EDTA (500 g/lo) lo 0,0006
3 | Tris-CI (500 g/io) lo 0,0002
4 | Cloroform lit 0,0015
5 | Phenol lit 0,0016
6 | Isoamyl alcohol lit 0,0006
7 | Nuée cat khir ion vo tring lit 0,02
8 | Natri dodecyl sulfat (SDS) 100 g lo 0,012
9 | Acid acetic glacial lit 0,001
10 |Ethanol lit 0,003
11 |Kali acetat kg 0,001
12 | Ong Falcon 50 ml (25 éng/thi) tii 0,10
13 | Ong Falcon 15 ml (50 éng/tai) thi 0,10
14 | Khéu trang dung 1 14n (50 c4i/hop) hop 0,08
15 | Péu cén loai 100, 200 pl (1000 c4i/tai) thi 0,03
16 { PAu con loai 1000 pl (500 caiftai) thi 0,02
17 | Ong eppendorf 1,5 ml (1000 ci/tii) thi 0,01
18 | Ong eppendorf 2 ml (1000 c4i/tai) tai 0,01
19 | Hat thiy tinh 100 g lo 0,01
20 | Hoa chét sat trung tiéu chuén lit 0,01
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. 2.3.2. Ddnh gid chat lugng va xdc dinh ham lwong ADN cia sinh vét bién
doi gen (tinh cho I mau)

Bdng 56 14
TT Danh muyc vjt lidu pVT Mire |
1 | Tris-Cl (1000 g/lo) lo 0,02
2 | Na,EDTA (500g/lo) lo 0,001
3 | H;BO;(500g/10) lo 0,002
4 | Glycerol (1000 ml/lo) lo 0,005
5 | Bromophenol blue (5g/19) lo 0,0005
6 | Nudc cat khir ion vé tring lit 1,00
7 | Ethidium bromide (10 mg/lo) lo 0,05
8 | Thang ADN chuén 1 kb (100 pl/6ng) éng 0,05
9 | Agarose (100 g/19) lo 0,005
10 | Hoé chét s4t tring tiéu chuin lit 0,01
11 | Géngtay hop 0,04
12 | Parafilm (0,1x38m) cudn 0,001 =
13 | Dau con loai 10 ul (1000 cai/thi) tai 0,05
14 | Pau cbn loai 100, 200 ul (1000 cai/tai) tii 0,02
15 | Pau con loai 1000 pl (500 cai/tdi) thi 0,05
16 | Cuvett nhua cai 5,00
17 | Ong eppendorf 1,5 ml (1000 cai/thi) tai 0,025

_ 2.3.3 Phat hién va nhdn dang ADN cila sinh vt bién déi gen: tinh cho 1
mau — s dung 5 cép mdi

Bang 56 15
TT Danh muc vat li¢u DVT Mirc
1 | Céc cap mdi (Primers) nucleotide 0,005
2 | Taq polymerase (100 units/lo) lo 0,05
3 | dNTPs 100 mM, 1ml/lo lo 0,005
4 | Ethidium bromide (10 mg/lo) lo 0,10
5 | Tris C1 (500 g/lo) lo 0,08

6 |EDTA (500g/l0) lo 0,002 |
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TT Danh muc vat liéu VT Mirc
7 | Glycerol (1000 ml/lo) lo 0,0005
Bromophenol blue (5g/19) lo 0,0005
9 | Nudc cat khir ion v6 tring lit 1,50
10 | Agarose (100 g/lo) lo 0,01
11 | Thang ADN chuin 1 kb (100 pl/éng) bng 0,1
12 | Ho4 chét sét tring tidu chuén lit 0,05
13 | Gang tay (50 d6i/hdp) hép 0,08
14 | Khéu trang (50 c4i/hdp) hép 0,08
15 | Pau con loai 10 pl (1000 cai/tii) tai 0,05
16 | DAu con loai 100 pl, 200 pl (1000 cai/tai) tii 0,04
17 | Ong PCR 0,5 ml (1000 cai/thi) tai 0,05
18 | Ong eppendorf 1,5 ml (1000 c4i/tai) tai 0,01

2.3.4. Dinh lvong ADN cua sinh vdt bién déi gen: tinh cho 1 miu

Bdng s6 16
TT Danh muc vat liéu VT Mirc
1 | Céc cap mbi nucleotide nucleotide 0,005
, |Cée trinh ty nucleotide déc higu chudi dugc | trinh tu 0.005
danh dau huynh quang nucleotide :
3 | Nuéc cét khir jon v triing lit 0,005
LightCycle® Tagman Master CAT.No
4 04535286001 (bao gom: FastStart Taq ADN it 0.17
Polymerase, dém phan ung, MgCl2 va 2
dNTP (diing dUTP thay thé dTTP)
5 | LightCycle® Uracil N-glycosylase (tdi uru) kit 0,02
6 | Dau con loai 10 pl (1000 cai/tai) tai 0,02
7 | D4u con loai 100, 200 pl (1000 c4i/thi) tai 0,02
8 | Ong eppendorf loai 1,5 ml (500 c4i/tdi) tUi 0,02
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( 5 (jng’mao quan cho phan mg real-time PCR hop 0.18
(96 ong/hop)

10 | Hoa chét s4t tring tiéu chuin it 0,10

11 | Ging tay (ding 1 14n) hép . 0,06

12 | Gidy A4 ram 0,02

13 |Mucin hop 0,004

14 | Muc photocopy hoép 0,008
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PHU LUC:
QUY TRINH KY THUAT PHAN TiCH PINH TiNH, PI[NH LUQNG
AXIT DEOXYRIBONUCLEIC

(Ban hanh kém theo Thong tw s643 /2013/TT-BTNMT ngaylf thang 6 nam 2013
ctia Bo truong B6 Tai nguyén va Méi truong)
1. Tach chiét ADN
Péi voi dong vat, thuc vat va vi sinh vét thi phuong phép tich chiét ADN
dugc ap dung theo cdc phuong phap khac nhau, nhu sau:
a) Phuong phdp chiét ADN cdc mdu sinh hoc ¢6 nguén goc tir thuc vit
dua trén CTAB

Phucmg phap nay st dung dé chiét ADN tir thue vat va cac loai cht nén
c6 ngudn goc tuo thire vat, do co kha nﬁng loai bd cac hop chét polysacarlt va
polyphenol vbn ¢6 anh hucmg dén chit luong ADN. Phuong phép nay ciing co
thé dung cho c4c loai chit nén khac.

Céc budc tién hanh co ban:
- Nghién mAu thir thanh dang bdt min bang ci chay sit trong nito 1ng;

- Phan giai mAu bing nhiét v6i sy c6 miat cia CTAB, tuy thude vao loai
chét nén, cAn b sung thém céc enzyme khac vao dém chiét nhu alpha amylaza
dé thuy phan tinh bdt, enzyme proteinaza-K dé loai trir protein va enzyme
Ribonucleaza dé phan giai RNA;

- Loai bd céc tap chét nhu céc polysacarit va cac protein bang cloroform;

- Két tiia c4c ADN bdi isopropanol va rira bing ethanol.

b) Phuwong phdp chiét ADN tir céc mdu sinh hoc c6 nguén goc tir dong vit
dva trén phenol/cloroform

Phuong phép ndy c6 thé ding dé chiét ADN ra khéi cc loai chét nén
khac nhau. Phenol thudng rét thich hop d€ bién tinh cc protein va phé huy cac
enzyme nucleaza.

Céc budc tién hanh co ban:

- Nghién mAu thir thanh dang bdt min bang cdi chay st trong nito 16ng;

- Phan huy mau duédi su c6 mdt cua natri dodecyl sulfat va ham lugng
EDTA cao; tuy thudc vao loai chit nen cin bd sung thém enzyme proteinaza-K
dé loai trir protein va enzyme Rnaza d& phan giai RNA;

- Loai b6 céc tap chat nhu cac phan tir va md, cac chét polysacarit, cac
protein va cac nuleaza bang phenol va cloroform;

- Két tia ADN cubi ciing béi isopropanol va rira bing ethanol loai trir cac
muodi va cloroform con du.

¢) Phuong phdp chiét ADN déi véi cde mdu sinh hoc ¢6 nguén goc ti vi
sinh vdt dwa trén phenol/cloroform



Phuong phép nay mé ta qui trinh chlet va tinh sach ADN dat chét lugng
duing cho phan tmg PCR tir ndm men hodc nim s¢1, hodc cac quén thé vi khuén
dugc phan 18p. Phuong phép nay ciing thich hop d6i v6i viée truy nguyén ADN
tir cac sinh vat bién ddi gen trong cac loai chét nén phuc hop cao.

Viéc phén lap vi khudn ra khoi chat nén, nuéi cay vi khuén ting thu sinh
khéi té bao, sau d6 tach chiét ADN téng sb tir vi khuén phan lap s& cho két qua
tin cay nhat.

Céc bude tién hanh co ban:
- Cac vi khun, ndm men hodc ndm soi bj pha v va ADN dugc tach chiét

dong thdi bang cach nghién trong hdn hop Tris-phenol-cloroform-EDTA-SDS
v6i tde d6 cao trong su ¢6 mit cia cac hat thuy tinh;

- Bi voi phan g PCR dinh lwong cAn G mau véi Rnaza dé phan gial RNA;
- Két tia ADN béng ethanol.

2. Panh gia chit lwgng va xac dinh ham lwgng ADN

Hai phuong phap thong dung dé xéc dinh ndng d ADN trong dung dich:
Phwong phdp dién di

ADN dugc phan tach bing phuong phép dién di trén khuén gel agarose
dua trén dién tich va phan tr luong cia chinh né. Sau khi dién di, ban gel dugc
nhuém bing dung dich Ethidium bromide (EtBr), EtBr sé& lién két vao cac phéan
tir ADN va khi dugc kich thich bang anth sang UV s& phat huynh quang da cam.
Do luong huynh quang ti 1€ vdi luong ADN téng sb, nén sb legng ADN cé
trong méu c6 thé duoge wée tinh bang cach so sanh huynh quang duge tao ra boi
mAu chua biét véi mot diy dinh luong chuén.

Do ham lwgng ADN bang quang pho

Céc acid nucleic trong dung dich s& hip thu 4nh sang tia cuc tim (UV)
trong dai tir 210 nm dén 300 nm véi 4o hép thu cuc dai & 260 nm. Vi cac ADN
va RNA va cac nucleotide cing ¢6 d§ hép thu cuc dai ¢ 260 nm, nén ADN
khong thé xac dinh bang may do quang pho trong vung cuc tim khi dung dich bj
nhiém nucleotide va RNA. Do viy RNA cin dugc loai bd bing phuong phap
thuy phan vdi enzyme RNase. Cac nucleotide va oligonucleotide thu duge tir
thuy phan RNA cfing can dugc loai b, néu khéng loai bo s& din dén ddnh gid
thira ham luong ADN cua mau thir. Ngoai ra ADN xo#n kép hip thu anh sang
UV it hon ADN xoén don nén can luu ¥ y dén hé s6 hép thu khi tinh todn ndng db.

Viéc chuan may do quang pho can dugc thye hién dinh ky bang cach do
ndng d6 clia cac dung dich ADN déi chimg.

3. Phat hién va nhin dang ADN cia sinh vit bién doi gen (dinh tinh)
thong qua phan émg chubi trung hop (k§ thuit PCR)

Nguyén tic chung

Phuong phép PCR dya trén nguyén tic bt cap dac hiéu cia cic doan
ADN c6 trinh tu bd sung va phan g kéo dai doan trinh tir méi nhd enzym Taq
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ADN polymerase dé khuyéch dai theo him mii cac doan ADN dich 1én hang
triéu lan. PCR dugc xem nhu 1a mét ban dich don gian hoa cia qua trinh sao ma
ADN ma qua trinh nay xudt hién trong suot théi ki phén chia té bao. PCR bao
gbm 3 budc chinh: bién tinh doan ADN, gén mbi ollgonucleotlde tong hop, kéo
dai m01 bdi ADN polymerase. Chu ki gbm 3 bude nay duoc lap di 13p lai nhiéu
lan, mdi 1an 1am ting gp doi sb luong san phdm ban dau. Sy khuéch dai nay
dugc tinh theo cong thirc x(1+E)" véi x la s6 luong mau ban dau, E 14 hiéu suit
ctia qua trinh khuéch dai, n 1 chu ki ciia phan tmg PCR. Sau mét vai chu ki, san
pham tao thanh dugc tinh bang kich thuéc gitta hai ddu cudi 5 clia hai doan méi.

Céac phuong phap phat hién va nhan dang ADN ctia sinh vét bién dbi gen
bang k¥ thuit PCR bao gom cac phuong phap nhu sau:

Phuwong phap dic hi¢u taxon - dich

Taxon la cép phéan loai, don vi phan loai. Taxon dich 1a don vi phéan loai
clia sinh v4t bién doi gen. Péy la phuong phap théng thuong dé phat hién trinh tu
ADN trong moét taxon dich, thuong 1a mot loai nhung c6 thé 1a cap phan loai nho
hon hodc cao hon. Cac phuong phép dya vao taxon dich dé danh gia sw c6 mit,
chat luong va sb lrgng ADN c¢6 ngudn gbe tir taxon va d6i khi con duge sir dung
14 don vi chuén dé dinh luong tuong d6i vat liéu c6 ngudn gde bién dbi gen.

Vi duy trinh ty nucleotide cua gen lectin Lel dau tuong thu duge tir Ngén
hang dir liéu gen duge sir dung lam gen don dgc hiéu trong xdc dinh dac higu
taxon dich dé phat hién thanh phan tlr ddu tuong.

Phuong phdp sing loc PCR dé phit hign ADN ciia sinh vit bién d6i gen

Phuong phap sang loc PCR 1a phuong phdp phat hién cac yéu t6 di truyén
théng thudng d6i v6i mét sé sinh vat bién dol gen (ching han nhu gen khoi
dong, gen két thiic hosic mét sd yéu tb di truyen dugc quan tdm khac). Phuong
phap sang loc nhanh va déng tin cdy mét s6 luong 16n cac mau thur.

Phat hién sinh vat bién dbi gen béng k¥ thuat PCR chi yéu dya vao cac
cip mdi dic hiéu cho ving promoter va terminator. Héu hét céc trinh tu ADN
chuyén vao hé gen thuc vét duéi sy diéu khién CaMV 358 promoter, chi ¢6 mot
vai treong hop su dl,lng cac promoter biéu hién dac higu & phan chuyén hoa nhu
ré, thén, hat. .. hay cac promoter cam Ung. Hién nay rat nhidu céc cay trdng bién
d6i gen da duge cdp phép trdng mang it nhat mot ban sao cua 35S promoter va
T-Nos terminator (phin 1ap tir gen tdng hop nopaline & Agrobacterium
tumefaciens). Mot gen khac duge sir dung kha phd bién 1a gen chon loc
kanamycin »pfIl phéan lap tr Escherichia coli transposon 5. Vi khuan
Agrobacterium tumefaciens va virus kham sip lo (Cauliflower mosaic virus)
déu nam trong cac danh muc céac loai gdy hai cho thuc vét va dac biét virus
kham sap lo ngoai gdy bénh cho sip lo con giy bénh cho céac thanh vién khac
thuge ho Brassicceae (Cruciferae) cling nhu ho Resedaceae va Solanaceae. Vi
thé, két qua duong tinh tir cac mau Brassicaceae, Resedceae va Solanaceae can
duoc xir Iy cdn than, Dé phan biét giita nhiém virus va vt liéu bién d6i gen can
¢ phuong phép phat hién virus.



Dbi véi dong vat bién dbi gen, thudng céc promoter sir dung cé nguén
gbc hodc tir dong vat nhu methallothionein (MT), thymidine kinase, B-actin,
amylase, insulin, B-lactoglobulin, adiposite P2 ... hodc tur virus dﬁng vat nhu
Simian virus (§V40), Rous sarcoma virus (RSV) Tuy nhién do cac promoter
¢6 ngudn gde tir dong vat dé gay ra nham ln véi promoter ndi sinh cua vt chu,
nén cac promoter ¢6 ngudn goc tu virus dong vat c6 thé dugc sir dung dé sang
loc su cé mat cua ADN ¢ ngudn gdc dong vit.

Phuong phap nhin dang c&u triic diic thix (event specific) dé phdt hién
trinh tw gen dich ciia cdc sin phiim bién doi gen

Phuong phap ndy dugc sir dung nhim phat hién su td ‘hop cua cac trinh tu
ADN dugc dua vao hé gen vét chu, cau tric nay chi tim thay trong cac dong cé
ngudn gbc tr sinh vat bién ddi gen. Tru’cmg hop dé phat hién ngd
T25/"LibertyLink" khang lai thudc diét cé nho bién dbi gen trong cac nguyén
lieu thd bang cach khuéch dai ving ndi gitra trinh ty ADN ¢6 ngudn goc tir
promoter 355-CaMV va gen pat (gen l<hang thudc trr ¢6). Phuong phap nay
khong phén biét dugce cac glong ngd ma chi sir dung dé phat hién su c6 mit cia
doan gen chuyén trong hat va cay ngb.

Kich thudc cua doan gen dich sau khi khuéch dai bang phan tng PCR
dugc xac dinh khi kich thudc clia san phdm PCR tuong (mg véi kich thuéc cla
doan ADN dich du kién. Céc san phdm PCR dugc phan tich va xir Iy bing
phuong phap dién di trén gel agarose va nhudém boi ethidium bromide. Gel
agarose 1,5 % 1a thich hop dé phan tich cac san pham cia PCR tir 150-1000 bp.
Thang ADN chuén c6 kich thuéc trong khoang 0,1-10kb dé phén biét d6 16n cac
doan nucleotide khac nhau.

4. Pinh lrgng ADN ciia sinh vt bién di gen bing k¥ thuat real-time PCR

Real-time PCR ¢6 thé duoc hidu 14 phan tmg PCR ddng (kinetic PCR) ma
trong d6 s lidu phén tich dugc thu nhan théng qua phan tng PCR, chinh vi vdy
ma sy nhéin ban cac gen dédc hleu va viéc phat hién céc san phim c6 thé duge két
hop trong ciing mot budc tién hanh théng qua viéc sir dung céc loai chét phat
huyng quang trong phéan ing. Cuong do huynh quang biéu thi ndng d6 san pham
PCR tao thanh. Phan (mg dugc x4c dinh sau cac diém thdi gian (hodc cac chu ki
PCR) ma trong d6 su nhan ban trinh tir dich s& dugc phat hién diu tién. Gia tri
nay dugc biéu thi véi tén goi l1a ngudng chu ki C, (cycle threshold), ddy chinh 1a
thoi diém ma cudng d6 huynh quang 16n hon gia tri huynh quang co sé. Luong
ADN dich dugc nhén ban cang nhigéu thi tin hiéu phéat huynh quang cang nhanh,
do vay ma gi tri C, s& cang thép.

Trong real-time PCR, nguoi ta thudng str dung céc loai thudc nhudm lién két
ADN s0i d6i (SYBR Green) dé phat huymh quang, va cac probe hodic primer déc
higu chudi (trinh tr) dugc danh diu huynh quang (TagMan PCR). Thiét bi én nhiét
chu ky (may PCR) déc biét duge ga.n v4i mot module phat hién tin hiéu huynh
quang dé theo dsi tién trinh phan tng khi sy khuéch dai xay ra. Tin hi€u huynh
quang do dugc phan anh sb lugng san phdm dugc khuéch dai trong méi chu ky.



Trong phén tich dinh luong ADN cuia sinh v4t bién doi gen va cac san pham
¢6 ngudn gde bién dbi gen, can thiét phai x4c dinh mét gen chudn — gen tham chiéu
(14 gen ndi sinh clia sinh vét chuyén gen) dé chuén hoa phwong phap. Gen chuan
nay phai phit hop véi cac didu kién: i) trinh tur ¢6 tinh dic hiéu cao; ii) c6 mdt ban
sao duy nhét trong bd gen don bdi, iii) biéu hién én dinh trong cac dong khac nhau
cia cung mot loai. Do vay trong real-time PCR dinh lugng can ¢6 hai loai phan
{mg cho gen dich va cho gen tham chiéu. P4i voi phuong phép nay thi hiéu qua
nhén ban clia cac mau chuin va cac mau nghién cim duoc coi 1a nhu nhau.

Pé ~dung dudng chuén cta gen dich cin tach chiét ADN tdng sb cua
mau chuin (la ADN tach chiét tir vt liéu chuén da duoc chimg nhan nhu
ADN cua sinh vat bién dbi gen hay ADN plasmid mang trinh tu gen dich)
va mau doi chimg 4m (vat lidu chuan da biét khéng chira trinh tu gen dich).

Vi du: trong phﬁn tich dinh lugng ADN tir cac san pham c¢6 nguon gbc tir
ngd chuyén gen Btl1, dé dung ducmg chuén ciia gen dich, ADN tdng sb ctia ngd
chuyen gen Bt11 (100% Bt 1a mau chuan di dugc ching nhan hop 1€) va ngdkhong
chuyen gen dugc tach chlet va dinh lugng. Pha lodng ADN cua Btll1 thanh céc
mau (M1-M6) mang s6 ban sao bd gen don bdi khac nhau nhu sau: M1:20000;
M2:5000; M3: 1250; M4: 312; M5: 78; va M6: 19 (duoc biét bs gen don bdi cia
ngd c6 khdi lugng 2,725 pg). Tron ADN ciia Bt11 da pha lodng v6i ADN cia ngd
khong chuyén gen dé dam bao lugng ADN & m51 mﬁu la bang nhau. Pé dyng
dudng chuan cia gen tham chiéu - adhl, ADN tdng so cia ngd khong chuyen gen
duge tach chiét, dinh lugng va pha loding thanh cic miu (S1-S6) mang so ban sao
bd gen don bdi khac nhau nhur sau: S1:183486; S2:61162; S3: 20387; S4: 6796; S5:
2265; va §6:755 (dugc biét bs gen don bdi clia ngd cb khéi lwong 2,725 pg).

Hiéu chinh va tinh toan két qua

Bing cach sir dung céc miu di dugc pha lodng véi nong do da biét dé tao
ra mot duong chuan cho ¢4 gen chudn va gen dich. Puéng chuén nay thé hién
mbi quan h¢ tuyén tinh gitra gia trj C, va ndng do ADN ban dau, cin o vao d6
c6 thé xac dinh dugc nong d ADN ciia cdc mAu nghién clru cin cir vao gia tri
C;cua cac mau nay.

Piu tién, ta phai xdy dyng dugc 2 dudng chuin cho gen chuan va gen dich.
Trong do mat ¢4t s€ la nong do ADN, va ¢t con lai s€ la s6 ban sao ctia gen do.

P2 dinh lwong ty 1€ phan tram sinh vét bién dbi gen d6i v6i mét mAu, can thiét
phai x4c dinh dugc 2 gié tri 12 s6 ban sao cia gen dich va s6 ban sao cta gen chuan.

Ty 1 phan trim (%) sinh vat bién dbi gen (GM) trong mot mau Ja ti 1é % clia
s ban sao gen dich so véi sb ban sao gen chuén, dugc tinh bang cong thirc sau:

Ty 18 % sinh vat bién dbi gen = (s6 ban sao cua gen dich/sé ban sao cua
gen chuan) x 100./.
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