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Linh vue ky thuat dugce dé cap

Sang ché dé cap dén su kién ngd chuyén gen MON89034 va cac bd phan cta
cdy va hat ciia n6. Su kién ngo6 nay c6 kha nang khang lai su phd hoai cua con trung
thudc bod canh vay Lepidopteran. Sang ché ciling dé cap dén cac phuong phap sir dung
cdy va hat chira ADN 1a d4u hiéu chén doan v& su c6 mat cia su kién chuyén gen khi
tham do su c6 mat cda trinh ty nucleotit li€én quan dén su kién chuyén gen nay, va
phuong phap phat hién su c6 mit cua su kién ngd nay trong mau sinh hoc bang cach
phat hién trinh tu nucleotit dic hiéu ma la duy nhit dbi v6i su kién chuyén gen nay.

Sang ché dé xudt trinh tuy nucleotit ma 1a duy nhit di v6i su kién nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Sang ché dé cap dén giéng cay ngod chuyén gen (Zea mays) c6 tinh khang con
trung thudc bd canh vay Lepidopteran, trong ban mo tad nay duoc goi la su kién
MONS89034, va cac trinh tw ADN duy nhit ma su ¢6 mat cua né, khi duoc phat hién
trong mau hoic gidng ngd bat ky, 1a dau hiéu chn doén vé su c6 mat cia su kién ngd
chuyén gen MON89034 trong mau hodc giéng nay, va con dé cap dén viéc phat hién

gen chuyén/viing cai xen thudc hé gen & ngd MON89034, va thé hé con va hat tir no.

Cay ngd thudc sy kién MON89034 dic biét co tinh khang con trung thudc bo
canh vay nhu siu cin gié mua thu (Spodoptera firugiperda), sdu duc than ngd Chau Au
(Ostrinia nubilalis), sdu xanh hai ngd (Helicoverpa zea), sau duc than ngd Tay Nam
(Diatraea grandiosella), va siu cin ré den (Agrotis ipsilon) va céc loai twong ty, tat ca

déu 1a nhimg con tring giy hai quan trong trong nong nghiép.

Ngo 1a cdy ngii cdc quan trong va la ngudn lwong thuc chu yéu & nhiéu noi trén
thé gigi. Cac phuwong phap cong nghé sinh hoc da duge ap dung cho ngd nham cai
thién nhitng tinh trang ndng hoc va chét lugong ctia san pham. Mot trong nhiing tinh
trang nong hoc nay la tinh khang con trung, vi du, tinh khang céac loai canh vay va
canh cimg dugc tao ra theo phuong phap di truyén & cac cay ngd dugc tao ra nho k¥
thuat di truyén dé chira mot hodc nhiéu gen ma hoa cac chét diét con trung (xem vi du,
WO 2004/020636, Patent M 6,489,542 va Patent M§ 6,620,988). C6 loi khi phat hién
su ¢6 mat cua mot su kién chuyén gen cu thé trong mau sinh hoc dé xac dinh liéu mot

hodc nhiéu thé hé con cua cdy lai chéo hitu tinh cé chtra vat li€éu chuyén gen hay
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khéng. Vi du, viéc phat hién su kién nay trong mau la quan trong nham dang ky, thiét
1ap va duy tri cac tiéu chuin vé sinh, quan trong dé phu hop véi cac co quan quan 1y,
dé phi hop véi cac tiéu chuan vé thanh phan thuc phdm, dé dung trong tranh tung khi
thiét 1ap mot hodc nhiéu ca thé hodc thuc thé cu thé béng cach st dung dang cu thé
nay ma khong can su cho phép ciia chii s& hitu hodc su cho phép ciia céc sang ché bt
ky nham vao su kién chuyén gen niy, va dé dam bao su tuan thi cic quy dinh cla

chinh quyén va/hoic luat phap.

Ngoai ra, cac phuong phap cho phép phat hién mot thuc vat cu thé sé& ¢6 ich khi
tuan theo cac quy dinh doi héi viéc phé chuan va dan nhan thuc pham c6 ngudn gdc tir
thuc vat tai to hop trude khi dua ra thi truong. Céc ca thé hodc thuc thé bi cho 1a ¢6
mAu mang mot su kién chuyén gen ciing mong mudn c6 duge cac phwong phép tin
cdy dé phat hién su c6 mit cua cac gen chuyén trong mau dé ho c6 kha ning loi dung
viéc kinh doanh cta ho, khi sy ving mit ciia gen chuyén trong san pham cia ho 1a c6

loi.

Ngoai nhitng loi ich d6, con trung ¢6 thé c6 duge tinh khang ddi véi cac thuc
vat chi biéu hién mot ndi doc té & tix B. thuringiensis. Tinh khang nay, khi trd nén phd

bién, s€& lam han ché rd rét gia tri thuong mai ciia chat mam chura cac gen Bt don €.

Mot cach c6 thé sir dung dé lam gia ting hiéu qua cia cic chét diét con tring
duoc tao ra nho thuc vét chuyén gen va nhiam phong trir con tring giy hai dich va
ddng thoi 1am giam kha ning xuét hién loai con tring gy hai khang lai cac chét diét
con trung nay 1a dam bao cho cic cdy chuyén gen nay biéu hién cac chit diét con
tring & murc cao, nhu ndi doc t6 delta Bacillus thuringiensis (McGaughey va Whalon
(1992), Science 258:1451-55; Roush (1994) Biocontrol. Sci. Technol.. 4:501-516).
Ngoai ra, viéc c6 dugc kho ciac gen di€t con trung chéng lai httu hi€u cac nhém codn
tring gy hai va thé hién tac dung ciia chung qua cac phuong thirc tic dung khac nhau
c6 thé bao vé khoi su phat trién tinh khang. Su khéi phat tinh khang vé co ban c6 thé
dugc can trd nho viée tao ra cay tréng biéu hién hai hoac nhiéu hon hai hoat tinh diét
con trung c6 cung doc tinh dbi voi cing mot loai con trung. Mot cach dé dat duoc hai
phuong thirc tac dung nhu vay c6 thé 14 tao ra thuc vét biéu hién doc t6 gen Bt dbi voi
mot loai con trung cu thé cung véi mot dsARN duogc tao ra nham muc dich hudng t6i
su e ché mot gen thiét yéu cua cing loai con tring ma doc t6 Bt nhim vao, dsSARN
gdy ra dap ung ARNI khi dugc loai gy hai dich &n vao, tao ra phuong thirc doi véi
dang du thira ma con trung phat trién tinh khang ddi v6i dsARN hoac d6i voi gen Bt.
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Theo mot cach khac, su biéu hién ddng thoi hai hodc nhidu hon hai doc t6 diét con
trung & thuc vat c6 tinh doc déi véi cing mot loai con tring nhung mdi loai doc t ¢co
mot phuong thirc thuc hién hoat tinh tiéu diét khac nhau, dic biét 1a khi ca hai déu
duoc biéu hién & mirc cao, tao ra cach khéng ché tinh khéng hitu hiéu. Vi du vé thube
diét con trung co6 thé sir dung trong hdn hop nhu vay bao g6m nhung khong chi gi6i
han & cac doc td Bt, cac protein diét con trung tir Xenorhabdus sp. hoac Photorhabdus
sp., protein patatin da dugc loai di ing va khtr glycosyl va/hodc permutein, lectin thuc

vat, va thubc diét con trung tuong tu.

P biét ring su biéu hién gen ngoai lai trén thuc vét c6 thé bi anh huéng boi vi
tri nhiém séc thé, c6 thé 1a do cAu tric chit nhidm sic (vi dy, chit di nhiém sic) hoic
do & gan yéu té diéu hoa phién ma (vi du, yéu té ting cuong) gan vai vi tri dinh
(Weising ef al, 1988). Vi ly do nay, thuong can phai sang loc s6 lwong 16n céc su kién

dé nhan biét su kién dac trung bdi su biéu hién toi vu cua gen quan tdm dugce dua vao.

Mic du vy, voi hang ta hodc tham chi 14 hang trim sy kién chuyén gen khéc
nhau trong tay, viéc nhén biét mét su kién chuyén gen don 1é c6 muc biéu hién cua it
nhét hai doc td hodc chét diét con trung khéac nhau la tdi uu va khong cé cac khiém
khuyét khéng mong muébn vé mit nong hoc hoic tic dung gay doc d6i voi thuc vat, do
su cai xen vao mot sd ving thiét yéu hodc mot phan ving thiét yéu ctia hé gen thuc
vat, hoac do tac dung gay doc duoc tao ra bdi cac mic biéu hién cua gen chuyén chua
chéc 12 da thanh cong. Vi du, dd quan sat dugc su thay d6i trong khoang rong vé mirc
biéu hién ctia gen duoc dua vao trong cic dang thuc vat va céac vi sinh vat khéac. Cling
c6 thé c6 su khac biét vé kiéu biéu hién trong khong gian hodc theo thoi gian, vi du sy
khac biét vé su biéu hién tuong dbi cua gen chuyén trong cac mo thuc vat khac nhau,
ma n6 c6 thé khong twong tng véi kiu mong doi tir yéu t6 diéu hoa phién ma c6 mit
trong cdu triic gen dugc dua vao. Vi ly do nay, ngudi ta thuong tao ra hang trim dén
hang ngan sy kién khac nhau va sang loc cac su kién nay dé 14y su kién duy nhét c6
murc va kiéu biéu hién gen chuyén mong mudn nhim muc dich thuong mai. Mot su
kién c6 muc hodc kiéu bidu hién gen chuyén mong muén c6 thé str dung dé nhap gen
chuyén vao nén di truyén khac bang cach lai chéo xa hitu tinh c6 st dung cac phuong
phap nhan gidng thong thuong. Thé hé con cua cdy lai nay van c¢6 nhiing dic tinh biéu
hién gen cua thé bién nap gdc. Chién luoce nay duge st dung dé dam bao sy biéu hién

gen dang tin cdy & mot so loai thich ting tot voi céac dicu kién sinh trudng cuc bd.
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C6 thé phét hién su c6 mat ciia gen chuyén bing phuong phap phat hién axit
nucleic bat ky da biét nhu phan tng chudi polymeraza (PCR) hodc lai ADN bang cach
sir dung doan do axit nucleic. Cac phuong phéap phat hién nay thuong tap trung vao
cac yéu tb di truyén thuong dung, nhu gen khéi déu, gen két thuc, gen danh déu, hoic
tham chi 1a trinh tu ma hoa ma hoa protein hodc dsARN quan tdm duoc biéu hién tur
gen chuyén, v.v.. Két qua 13, cic phuong phap nhu vay c6 thé khong duoc str dung dé
phan biét gitra cac su kién khac nhau, dic biét la cdc su kién dugc tao ra bﬁng cach sur
dung ciing mot cdu tric ADN, trir khi trinh tw ciia ADN nhiém sic thé lién ké véi
ADN duoc cai xen (“ADN boc sudn™) 1a da biét. Tuy thudc vao phuong phap duge
dung dé dua gen chuyén (cac gen chuyén) vao hé gen thuc vat, c6 thé quan sat thiy
cac tac dung khac thuong hodc hiém khi xay ra, thuong lam phtc tap héa viéc xéac
dinh trinh tu hé gen thuc vat boc suon ADN chuyén gen dugc du dinh dua vao thuc
vat. Trong nhiéu truong hop, su sép xép lai cia ADN duogc cai xen, su sép Xép lai cua
ADN hé gen boc suon, hodc su sép xép lai ctia ca ADN duoc cai xen va ADN hé gen
boc sudn 1 phd bién, va lam phirc tap viéc phén tich dang cai xen dwgc danh gia. Vi
vay, ¢o lgi khi ¢o dugc mot phuong phap dé chon loc, nhan biét, va dam bao do tinh
khiét va cac dic tinh cua mot su kién chuyén gen cu thé trong miu, va cach duy nhét
dé thuc hién phuong phap nay 1 nhan biét mot hodc nhiéu trinh tu khac thuong chi
lién quan dén sy kién chuyén gen mong mudn, va sy c6 mit cia cic trinh tu nhu vay
trong mau sinh hoc chita ADN cua loai thyc vat ma ADN chuyén gen duoc cai xen

vao d6 dé thu duoc su gia ting vé dang 1a cong cu chén doan dang nay trong mau.
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén cay ngd chuyén gen MON89034 va thé h¢ con cla né
khéng thé phan biét duoc véi su kién ngd MON89034 (t6i mirc ma chung cling chira
it nhat mot alen twong tu ADN chuyén gen dugc cai xen) c6 hat duge ndp luu ngay 28
thang 3 ndm 2006 tai American Type Culture Collection (ATCC) v6i s6 hiéu nop luu
PTA-7455. Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén thé hé con, hoic hat, hodc
cac bd phan co thé tai sinh cla cdy va hat cia sy kién ngd MON89034 chira
polynucleotit dugc chon tir nhém g61n SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4, va SEQ ID NO:5. Sang ché con bao gbdm céac bo phan clia cdy ngd
thude su kién MON89034 bao gdm, nhung khong chi gii han & phén hoa, noan, hoa,
chdi, ré, than, rau, co, bép, va 14, mién 13 cac bd phén nay chira it nhat mét

polynucleotit néu trén. Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén ché phdm méi dugc
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tao ra nho k¥ thuat di truyén duoc chira trong hé gen cia MON89034 va céc san pham
tr MON&9034 nhu bdt thd, bdt min, dau, bot nhio, va sinh khéi trong linh vuc cay
cay ngd tuong g voi sy kién MON89034.

Sang ché dé xuét cdy ngd khang con tring c6 tat ca cac dic tinh sinh 1y va hinh
thai cta cay ngo thudc su kién MON89034.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét cic ché pham va phuong phéap dé phat
hién su c6 mat ciia gen chuyén/ving cai xen trong hé gen tir cdy ngd méi c6 tén goi
MON89034. Cé4c trinh tu ADN duoc dé xudt bao gém it nhit mét trinh tw ndi ctia
MON89034 dugc chon tir nhém gdm SEQ ID NO:1 (ndm & céc vi tri tir 2051 dén
2071 trong SEQ ID NO: 5) va SEQ ID NO:2 (ndm & céc vi tri tir 11295 dén 11314) va
céc trinh tu bd trg ciia né; trong do trinh tu ndi kéo dai tir mdi nbi gitta ADN khéc loai
dugc cai xen vao trong hé gen va ADN tu té bao ngd boc sudn vi tri cai xen nay va la
cac du hiéu chin doan d6i véi su kién nay (Hinh 1). Ngo su kién MON89034 va hat

chira cac phan tr ADN nay la mot khia canh cuta sang ché.

Céc trinh tw ADN bao gdm gen chuyén/viing cai xen trong hé gen méi, SEQ ID
NO:3 va SEQ ID NO:4 (Hinh 1) tir sy kién MON89034 1a c4c khia canh cua sang ché.

Cay ngo va hat chtra cac phan tir nay ciing la nhitng khia canh cua sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét hai phan tir ADN dé dung trong
phuong phép phat hién ADN, trong d6 phén tir ADN thir nhat bao gdm it nhat 11 hodc
nhidu hon 11 polynucleotit lién ké thudc phan bét ky cua ving gen chuyén ctia phan
ttt ADN ¢6 trinh tw SEQ ID NO:3 va phan tir ADN thit hai c¢6 chiéu dai twong tu thudc
phin bit ky cua ving ADN hé gen ngd boc suon dau 5° c6 trinh ty SEQ ID NO:3,
trong d6 cac phan tir ADN nay khi dugc str dung cung nhau c6 thé dung lam cac doan
mdi ADN trong phuong phap khuéch dai ADN tao ra don vi siéu sao chép. Pon vi
siéu sao chép dugc tao ra bang cach st dung cac doan mdi ADN nay trong phuong
phap khuéch dai ADN 1a d4u hiéu chan doan dbi véi su kién ngd MON 89304 khi don
vi siéu sao chép chira SEQ ID NO:1. Don vi si€u sao chép bét ky dugc tao ra béng cac
doan mdi ADN tuong ddng hodc bd trg cho phan bét ky ctia SEQ ID NO:3 va don vi
siéu sao chép bét ky chira SEQ ID NO:1 1a mot khia canh ctia sang ché.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuat hai phan tr ADN dé dung trong
phuong phép phat hién ADN, trong d6 phéan tir ADN thtt nhét bao gdm it nhat 11 hodc

nhidu hon 11 polynucleotit lién ké thudc phan bét ky cua ving gen chuyén cua phan
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tir ADN c¢06 trinh tu SEQ ID NO:4 va phén tir ADN c6 chidu dai trong tu thudc phan
bét ky cia ADN hé gen ngd boc suon dau 3’ ¢6 trinh tw SEQ ID NO:4, trong d6 cac
phén tor ADN nay co thé dung lam cac doan moi ADN trong phuong phéap khuéch dai
ADN. Don vi siéu sao chép dugc tao ra bang cach sir dung cac doan moi ADN nay
trong phuong phap khuéch dai ADN Ia cac d4u hiéu chin doan ddi véi su kién ngd
MON 89304 khi don vi siéu sao chép chita SEQ ID NO:2. Céac don vi si€u sao chép
bét ky duogc tao ra bﬁng cac doan mdi ADN tuong déng hoic b trg cho ph?m bét ky
cua SEQ ID NO:4 va don vi siéu sao chép bét ky chira SEQ ID NO:2 1a mdt khia canh

cua sang ché.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xudt cic phuwong phéap phat hién su ¢b
mit cia ADN tuong Ung véi su kién ngd MON89034 trong mau. Céac phuong phéap
nay bao gdm: (a) cho mau chira ADN tiép xuc véi bd doan moi ma khi duoc sir dung
trong phan ung khuéch dai axit nucleic vdi ADN hé gen tir sy kién ngd MON89034,
tao ra don vi siéu sao chép 1a diu hiéu chin doan ddi v6i su kién ngd MON&9034; (b)
thuc hién phan tng khuéch dai axit nucleic, béng cach d6 tao ra don vi si€u sao chép;
va (c) phét hién don vi siéu sao chép trong dé don vi siéu sao chép nay chira SEQ ID
NO:1 hodc SEQ ID NO:2.

Cay ngo, hodc hat, hoac san phém co nguén géc tir cdy hodc hat MON&9034
trong d6 ADN hé gen chira phan tir ADN vé co ban bao gom SEQ ID NO:5 va trinh tu
bd trg cua nd. Cdy ngd, hodc hat, hodc san phrfun co nguén géc tur cdy hodc hat
MONZ89034, trong d6 ADN hé gen khi dugc phan lap tir cdy ngo, hodc hat, hodc san
ph&m chira phan tr ADN két hop céc nucleotit tir 2061 dén 11305 ciia SEQ ID NO:5

va trinh tu bo trg cua no.

Cay ngod, hodc hat, hodc san phém co nguén géc tur cay hodc hat MON89034,
trong d6 ADN hé gen khi dugc phan lap tir cdy ngd, hodc hat, hodc san pham tao ra
don vi siéu sao chép trong phwong phap khuéch dai ADN, trong d6 cac phéan tir doan
mdi ADN SEQ ID NO:6 va SEQ ID NO:7 dugc st dung trong phuong phéap khuéch
dai ADN.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap phét hién sy c¢6 mat
cia ADN tuong ung voi su kién MONR9034 trong mau, cic phuong phéap nay bao
gém: (a) cho mau chira ADN tiép xtic v4i doan do lai véi ADN hé gen tur su kién ngd
MON89034 trong cac diéu kién lai hoa nghiém ngat va khong lai voi cdy ngd do6i

chimg trong cac diéu kién lai h6a nghiém ngat; (b) dat mAu va doan do trong céc diéu
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kién lai h6a nghiém ngat; va (c) phat hién su lai hoa giita doan do nay véi ADN su
kién ngd MON89034 trong d6 doan do nay chira SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phap xéc dinh su tiép hop
giao ttr ctia thé hé con ciia sur kién ngd MON89034 bao gdm: (a) cho miu chira ADN
ngd tiép xuc v6i bd doan mdi bao gdom SQ2842 (SEQ ID NO:6), SQ2843(SEQ ID
NO:7), SQ6523(SEQ ID NO:10), SQ6524(SEQ ID NO:11), PB880 (SEQ ID NO:14)
va PB2931 (SEQ ID NO:15) khi dugc st dung trong phan ing khuéch dai axit nucleic
v6i ADN hé gen tr su kién ngd MON89034, tao ra don vi si€u sao chép thi nhét 1a
déu hiéu chin doan déi véi su kién ngd MON89034 va (b) thuc hién phan ng khuéch
dai axit nucleic, béng cach d6 tao ra don vi siéu sao chép thi nhét; va (c) phat hién
don vi si€u sao chép tha nhét; va (d) cho mau chira ADN ngd tiép xuc voi bo doan
mdi, ma khi duoc sir dung trong phan mg khuéch dai axit nucleic véi ADN hé gen tir
cdy ngo tao ra don vi siéu sao chép thir hai bao gdbm ADN hé gen ngd nguyén thé
tuong dong vé6i ving cai xen gen chuyén trong hé gen ngd duoc nhan biét nhu 1a sy
kién ngd MON89034; va (e) thuc hién phan ing khuéch dai axit nucleic, bang cach d6
tao ra don vi siéu sao chép thir hai va (f) phat hién don vi siéu sao chép thir hai; va (g)
so sanh cac don vi siéu sao chép thir nhat va thi hai trong mau, trong d6 sy ¢6 mét cia
dong thoi hai don vi siéu sao chép cho thdy mau nay 1a di hop tir dbi v6i su cai xen

gen chuyén.

Mot khia canh cua sang ché 1a dua luong hiru hiéu cé tac dung diét con trung

cua su kién ngd MON89034 vao thirc an cta con trung gay hai thudc bd canh vay.

Mot khia canh khac cua sang ché 1a dé xudt hdn hop hoic mau sinh hoc & dang
san phdm hoic thuc pham c6 ngudn gbc tir su kién ngd MONS89034, san pham hoic
thuc phim nay bao gom bap ngd, ngd boc vo, rau ngod, phén ngo, ngd dugc lam vo,
bdt ngo tho, ngd dugce nghién, bot ngd min, dau ngo, tinh bot ngo, dich chiét 161 ngo,
malt ngo, duong tr ngd, sird ngd, margarin dugc san xuét tir diu ngd, dau ngd chuwa
bao hoa, dau ngo bao hoa, bong ngii cdc, bong ngo, etanol va’hodc rugu dugce san XuAt
tor ngd hodc cac san phim ngd chia déu hiéu chin doan ADN dbi véi su kién ngod
MON89034, san pham phu gidu protein clia qua trinh san xuét etanol tir ngd (distillers
dry goods solids - DDGS) dugc san xuét bang cach 1én men sy kién ngd nay, va thirc
in cho dong vat chira DDGS va/hodc ng6 nay, cho du la thyc phém nguyén, dugc lam
v0o, duoc nghién, hoac da ché bién, m¥ phém, va chat don trong do tim théy mot luong

polynucleotit ¢ thé phat hién duoc 1a dau hiéu chan doan doi voéi sy ¢6 mat cua su
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kién ngd chuyén gen MON89034 trong mau sinh hoc nay. Mot cach khac dé sir dung
ngd lam thuc pham 14 tao ra ngd & cac dang hat khac nhau dé an, nhu ngd nguyén hat,
ng6 dugce lam vd, ngd dugc nghién, va hdn hop gdm cic dang néu trén v6i milo, mo
ran, hat ke, hudng duong, yén mach, lia my, gao , ddu, va céc hat tuong tu. Luong
trinh tu nucleotit c6 thé phat hién trong san pham hodic thuc phim nhu vay, nhu néu
trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2, hoc trinh tu bd trg clia né, 1a diu hiéu chén
doan dbi v6i su c6 mit cia ADN su kién chuyén gen MON89034 trong mau, va vi
vay, la d4u hiéu chin doan ddi v4i su ¢6 mit cua cac té bao su kién chuyén gen do ¢o

chtra ADN trong mau.

Céc khia canh néu trén va cac khia canh khac cta sang ché s€ tr¢ nén rd rang

hon dua trén phin mé ta chi tiét sau day.
M3 ta vin tit hinh vé

Hinh 1. C4u tao cua doan cai xen gen chuyén c6 mat trong hé gen cua su kién
ngd chuyén gen MON89034. Thanh rdng & giita hodc c6 mau tring 12 ADN dugc cai
xen. Bén du6i thanh mau tring nay 1a so d6 miéu ta cac yéu t6 khac nhau thuoc ADN
duoc cai xen nay. Céc dau cua ADN duoc cai xen-dugc danh s6 mot cach tuy tién la
5’ (& phia trai cua Hinh) va 3’ (¢ phia phai cia Hinh). Céc trinh tu hodc cac doan bo
phai va bo trai (Right Border and Left Border) dugc gin nhan bén dudi modi dau cia
so dd minh hoa céac yéu t6 khac thugc ADN dugc cai xen nay. Cac yéu t6 dugc gin
nhan trong cAu truc biéu hién thuéc ADN duoc cai xen nay 13, theo thir tu lién tiép bat
dau tir bo phai: gen khéi dau e35S, doan din chua dich md CAB tir lda my, intron
actin cua lda, trinh tu ma hoa cho CrylA.105, trinh tu dau tan cung 3’ va adenyl hoa
HSP17 & laa my, gen khoi ddu FMV, intron hsp70, trinh ty ma hoa peptit hudng luc
lap cAu trac tiéu don vi nho rubisco, trinh tw ma héa Cry2Ab, trinh tu tin hiéu dau tan
cung 3’ va adenyl hoa, va tiép theo 1a bo trai. Cac thanh dugc gach bong & dau cia
thanh réng & gifta hodc thanh mau tring twong Ung voi cac trinh tw boc sudn hé gen
ngd 5’ va 3’ dugc danh sd tiy tién. Puong mau den dai nhat & trén thanh dugc gach
béng va thanh rdng hodc mau trang 1a SEQ ID NO:5 (trinh tu véi chiéu dai day du
duoc biéu thi boi hinh md ta trinh tu boc suon 57, trinh tu ADN duoc cai xen, va trinh
tu boc suon 3°). Cac dudng mau den ngan hon nim trén va dudi dudng mau den duoc
danh d4u SEQ ID NO:5 1a c4c vi tri gan dung trong SEQ ID NO:5 trong d6 mdi trinh
tu dugc gin nhan cu thé c6 thé duoc phét hién (nghia 13, SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:2, SEQ ID NO:3, va SEQ ID NO:4). SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2, va trinh tu
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bat ky c6 ngudn gde tir su kién ngd MON89034 chira SEQ ID NO:1 va/hozc SEQ ID
NO:2, 1 diu hiéu chin doan ddi v6i ADN su kién ngd MON89034 trong méu sinh

hoc.

MO ta chi tiét sang ché

Céc dinh nghia va phuong phép sau dugc dé xuét dé xac dinh sang ché rd hon
va huéng din ngudi ¢ hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay trong viéc thuc
hién sang ché. Trir khi dugc chu thich theo cach khac, cac thudt ngit dugc hiéu theo
cach thong thuong bdi nguodi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Dinh
nghia cua céac thudt ngit chung trong sinh hoc phén tir cling c6 thé tim thiy trong
Rieger et al., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5th edition, Springer-
Verlag: New York, 1991; va Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York,
1994.

Puoc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngir “ng6” c6 nghia la Zea mays hoéc
ngd va bao gdm tat ca cac giong cdy c6 thé dugc nhan giong véi ngd, ke ca cac loai

ngo dai.

Puoc st dung trong ban md ta nay, thuat nglt “bao gom” c6 nghia “bao gdbm

nhung khong chi gi6i han 6.

“Su kién” chuyén gen duogc tao ra béng cach bién nap cac té bao thuc vat véi
ADN khéc loai, vi du cu tric axit nucleic chira gen chuyén quan tam, tai sinh quan
thé thuc vat tao thanh bﬁmg cach cai xen gen chuyén vao hé gen cua thuc vat, va chon
thuc vét cu thé dic trung bdi viéc cai xen vao vi tri cu thé trong hé¢ gen. Thuat ngir “su
kién” ding dé chi thé bién nap gbc va thé hé con cua thé bién nap nay chira ADN khéac
loai. Thuét ngir “su kién” cling dugc dung dé chi thé hé con dugc tao ra bﬁng cach lai
chéo hitu tinh giita thé bién nap va mot gidng khac chira ADN khéc loai. Ngay ca sau
khi lai ngugc ldp lai v6i mot cdy me theo dinh ky, ADN dugc cai xen va ADN boc
suon tir cdy me da bién nap c6 mit trong thé hé con cua cdy lai & cing mot vi tri trén
nhiém sic thé. Thuét ngit “su kién” cling dugc dung dé chi ADN tir thé bién nap gdc
bao gdbm ADN dugc cai xen va trinh ty hé gen boc suon nam lién ké ngay véi ADN
duoc cai xen ma mong dgi dugce chuyén vao thé hé con nhan ADN dugc cai xen chtra
gen chuyén quan tdm nho lai chéo hitu tinh gitra mot dong bd me chira ADN duoc cai
xen (vi dy, thé bién nap géc va thé hé con dugc tao ra do su tu thu phén) va dong bd

me khong chitra ADN dugc cai xen. Phan mo6 ta dé cdp dén ADN cua su kién
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MONS89034, t& bao thuc vat, md, hat va san phém ché bién c6 nguén géc o
MON89034.

Ciing can phai hiéu ring hai cay chuyén gen khac nhau ciing c6 thé duoc ghép
d6i véi nhau dé tao ra cay con chira hai gen ngoai sinh, dugc thém vao cach ly doc
lap. Béng cach tu thu phz“'m, thé hé con thich hop c6 thé tao ra cac thuc vat déng hop tr
dbi vai ca hai gen ngoai sinh dugc thém vao. Viéc lai nguogc vai thue vat bd me va lai
chéo xa vé6i thuc vat khong chuyén gen ciing duoc du tinh, nhu viéc nhan gidng sinh
dudng. Mb ta vé cac phwong phap nhan gidng khac thudong duge st dung cho céc tinh
trang va cay tréng khéc nhau c6 thé duge tim théy trong mot sb tai liéu tham khao, vi
du Fehr, in Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American
Society of Agronomy, Madison WI (1987).

"Poan do" 1a axit nucleic dugc phan 1dp ma mot phan tr nhan hoac phan tir
danh dau thong thuong duoc gén v6i no, vi du, chét déng vi phong xa, phéi tu, tac
nhin quang hoa, hodc enzym. Doan do nhu vay b6 tro cho soi axit nucleic dich, trong
truong hop cla sang ché, bd tro cho sgi ADN hé gen tir sy kién ngd MON89034 tir
cdy ngd hoic tir mau chira ADN tir sy kién nay. Cac doan do dwgc mo ta khong chi
bao gdm deoxyribonucleic hodc axit ribonucleic ma con bao gdm cac polyamit va céc
vat liéu do khac gin két dac hiéu véi trinh tw ADN dich va ¢6 thé duoc st dung dé

phat hién sy c6 mat cta trinh tw ADN dich nay.

"Cac doan mdi" 14 cac axit nucleic duoc phan 13p dugc gén v6i soi ADN dich
bd tro bing cach lai héa axit nucleic dé tao thanh mot thé lai gitta doan moi va soi
ADN dich, sau d6 kéo dai sgi ADN dich nay béng mot polymeraza, vi du, ADN
polymeraza. Céac cdp doan mdi theo sang ché ding dé chi tng dung cta ching trong
viéc khuéch dai trinh ty axit nucleic dich, vi dy, bang phan tmg chudi polymeraza

(PCR) hoic bang cac phwong phéps khuéch dai axit nucleic thong thuong khac.

Cac doan do va cac doan moi thuong cé chidu dai 11 nucleotit hodc nhiéu hon,
tot hon 1a 18 nucleotit hodc nhiéu hon, t6t hon nita 12 24 nucleotit hodc nhiéu hon, va
t6t nhit 1a 30 nucleotit hodc nhiéu hon. Cac doan do va cac doan mdi nhur vy lai ddc
hiéu véi trinh ty dich trong cac diéu kién lai hoa cuc ky nghiém ngat. Tét hon 13, cac
doan do va cac doan moi theo sang ché ¢6 trinh tu hoan toan twong tu véi trinh ty
dich, mac du doan do la khac véi trinh tu dich va van c6 kha ning lai v6i céc trinh tu

dich c6 thé duoc tao ra theo cac phuong phap thong thudng.
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Céc phuong phap diéu ché va st dung céc doan do va cac doan mdi da duoc
mo ta trong tai liéu: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, ed.
Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989
(hereinafter, "Sambrook et al., 1989"); Current Protocols in Molecular Biology, ed.
Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1992 (duoc cap
nhéat dinh ky) (duéi day goi 1a "Ausubel et al., 1992”); va Innis et al., PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San Diego, 1990. Cac cap
doan moi dung trong PCR co6 thé dugc tao ra tir mot trinh tu da biét, vi du, béng cach
st dung cac chuong trinh mdy tinh dé ding cho muc dich nay ching han nhu doan
mdi (Version 0,5, © 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge,
MA).

Cac doan mdi va doan do dua trén ADN boc sudn va céc trinh tu cai xen néu
trong ban mo ta co thé duoc st dung dé xac nhan (va, néu can thiét, hiéu chinh) céc
trinh tu dugc boc 10 theo cac phuong phap thong thuong, vi du, bang céach tach dong

lai va xac dinh trinh tu céc trinh tu nay.

Cac doan do va cac doan mdi axit nucleic dugc mod ta & day lai v6i trinh tu
ADN dich trong cac diéu kién nghiém ngit. Phuong phdp lai hodc khuéch dai axit
nucleic thong thudong bat ky ¢ thé dugc st dung dé nhan biét su c6 mat cia ADN tir
mot su kién chuyén gen trong mau. Cac phan tir axit nucleic hodc manh cua n6 c6 kha
nang lai dac hiéu vdi cac phan tr axit nucleic khéc trong cac truong hop nhét dinh.
Duoc sir dung trong ban mo ta nay, hai phan tir axit nucleic dugc cho la c6 kha nang
lai dic hiéu v6i mot phan tir khac néu hai phan tir nay c6 kha ning tao thanh mot ciu
tric axit nucleic sgi kép khong twong duong. Phan tir axit nucleic dugce cho 1a phan tir
“bd tro” cua phan tir axit nucleic khéc néu chung c6 tinh bd tro hoan toan. Pugc sit
dung trong ban mo ta nay, cac phan tr dugc goi la c6 “tinh b6 trg hoan toan” khi mdi
nucleotit ciia phan tir nay bd tro cho mot nucleotit ctia phan tir khac. Hai phan tir dugc
cho 12 “bd tro & murc t6i thidu” néu chung c6 thé lai v6i mot phén tir khac véi do 6n
dinh du dé cho phép ching vin gin dugce v6i mot phan tir khéc it nhét 13 trong céc
diu kién "c6 tinh nghiém ngat thap" théng thuong. Twong tu, céc phén ti duoc cho la
“bd tro” néu ching c6 thé lai véi mot phan tir khac véi do on dinh du dé cho phép
chung van gin duoc v6i mot phan tir khac trong cac diéu kién "c6 tinh nghiém ngit
cao" thong thuong. Cac diéu kién nghiém ngit thong thudng duge mo ta trong tai lidu:

Sambrook et al., 1989, va Haymes et al., In: Nucleic Acid Hybridization, A Practical
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Approach, IRL Press, Washington, DC (1985), Vi véy, khong nhat thiét phéi c6 tinh
bd tro hoan toan, mién 1a tinh bd trg nhu vay khong ngan can hoan toan kha nang tao
thanh cu tric soi kép ctia phan tir nay. D& mot phan tir axit nucleic c6 thé duoc ding
lam doan mdi hodc doan do, no chi can bb tro thich dang vé trinh tu dé c6 kha nang

tao thanh cau trac soi kép bén trong dung mdi va nong do mudi cu thé dugc sur dung.

Puoc str dung trong ban md ta nay, trinh tu gén nhu twong dong 1a trinh tu axit
nucleic sé& lai dic hiéu vai trinh tu bd tro cua trinh tu axit nucleic ma né duoc so sanh
v6i trong cac diéu kién c6 tinh nghiém ngit cao. Céc diéu kién nghiém ngit thich hop
thac déy su lai ADN, vi du, 6,0 x natri clorua/natri xitrat (SSC) & nhiét do khoang
45°C, sau d6 rira bang 2,0 x SSC & nhiét do 50°C, 1a céc didu kién ma ngudi c6 hiéu
biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat da biét hodc c6 thé dugc tim thiy trong Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6,3,1-6,3,6. Vi du,
ndng d6 mudi trong budc rira c6 thé duoc chon tir diéu kién c6 tinh nghiém ngat thap
khoéang 2,0 x SSC ¢ 50°C dén diéu kién c6 tinh nghiém ngit cao khoang 0,2 x SSC &
nhiét do 50°C. Ngoai ra, nhiét d) trong budc rira co thé ting tir cac diéu kién c6 tinh
nghiém ngat thip & nhiét d6 trong phong, khoang 22°C, dén cac diéu kién co tinh
nghiém ngit cao ¢ nhiét do khoang 65°C. Ca nhiét do va mudi c6 thé duoc thay doi,
hodc nhiét d6 hodc ndng do mudi c6 thé duge giit khong ddi trong khi bién s con lai
duoc thay ddi. Theo mét phuong an uu tién, axit nucleic theo sang ché s& lai dic hiéu
v61 mot hoac nhiéu phén tir axit nucleic nhu néu trong SEQ ID NO: 1 va 2 hodc trinh
tu bd trg cia n6 hoic cidc manh clia chiing trong céc diéu kién c6 tinh nghiém ngat vira
phai, vi du & khoang 2,0 x SSC va khoang 65°C. Theo mot phuong 4n duge uvu tién cu
thé, axit nucleic theo sang ché sé lai dic hiéu véi mot hodc nhiéu phan tir axit nucleic
nhu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2 hodc trinh tu bd trg hodc cac manh cia
n6 trong cic diéu kién c6 tinh nghiém ngit cao. Theo mot khia canh, phan tir axit
nucleic danh diu dugc uu tién cé trinh tu axit nucleic nhu néu trong SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO:2 hodc trinh tu bd tro cuia né hodc manh ctia ching. Theo mot khia canh
khac, phan tr axit nucleic danh diu dugc vu tién c6 mirc twong dong vé trinh tu voi
trinh tu axit nucleic nhu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2 hodc trinh tu bb tro
ctia n6 hodc manh ctia né nim trong khoang tir 80% dén 100% hodc tir 90% dén
100%. Theo mot khia canh khac nita, phan tr axit nucleic danh diu duoc vu tién co
mirc twong dong vé trinh trr v6i trinh tw nhu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2
hodc trinh tu bd trg cuia né hodc manh cia né 1a 95% hoic 100%. SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO:2 ¢6 thé dwoc st dung 1am chat danh diu & thuc vat cac phuong phap
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nhan giéng dé nhan biét thé hé con cua cdy lai di truyén tuong tw véi phurong phap da
néu dé phan tich chit danh ddu ADN lap lai trinh tu, trong "ADN markers: Protocols,
applications, and overviews: (1997) 173-185, Cregan, et al., eds., Wiley-Liss NY. Su
lai hoa gitra doan do vé&i phan tir ADN dich c6 thé duoc phat hién bing mot s6 phuong
phép ma nguoi co hidu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat da biét, cac phuong phap
nay bao gébm, nhung khong chi giéi han &, nhan huynh quang, nhan phong xa, nhin

dua trén khang thé, va nhin quang héa.

Lién quan dén viéc khuéch dai trinh tu axit nucleic dich (vi du, bang PCR)
béng cach sir dung mot cdp doan mdi khuéch dai cu thé, "cac diéu kién nghiém ngat"
1a cac diéu kién cho phép cdp doan mdi chi lai voi trinh tu axit nucleic dich ma doan
mdi ¢6 trinh tu kiéu dai tuong Ung (hodc trinh tu bd tro cla no) s¢ gén két v6i nod va
tdt hon 12 tao ra mot san phém khuéch dai duy nhét, don vi siéu sao chép, trong phan
tng khuéch dai ADN nho nhiét.

Thuét ngit "dic hidu ddi v6i (trinh tw dich)" chi ra ring doan do hodc doan moi
chi lai véi trinh tu dich trong mau chtra trinh tu dich nay trong céc diéu kién lai hoa

nghiém ngat.

Puoc str dung trong ban md ta nay, “ADN da dugc khuéch dai” hodc “don vi
siéu sao chép” dung dé chi san phédm khuéch dai axit nucleic cua trinh tu axit nucleic
dich 1a mdt phén ctia axit nucleic khuodn. Vi du, dé xac dinh liéu cay ngd tao ra tir
phuong phap lai chéo hitu tinh chira ADN hé gen su kién chuyén gen tir cdy ngd theo
sang ché hay khong, ADN dugc chiét tr miu méd cdy ngd co thé duge thuc hién
phuong phap khuéch dai axit nucleic bang cach sir dung cip doan moi bao gdbm doan
mdi c¢6 ngudn gde tir trinh trr boc sudn trong hé gen cua ciy nay lién k& véi vi tri cai
xen cia ADN duoc cai xen khac loai, va doan moi thir hai c6 nguﬁ‘)n géc tr ADN dugc
cai xen khac loai dé tao ra don vi siéu sao chép la dAu hiéu chin doan dbi véi su c6
mit ciia dang ADN nay. Pon vi si€u sao chép la mot doan trinh ty cling 1a dAu hiéu
chén doan dbi voi dang nay. Pon vi siéu sao chép c6 thé c6 chiéu dai thay ddi tir chiéu
dai két hop cuia cap doan moi cong voi mot cdp bazo nucleotit, tdt hon 1a cong véi
khoang nam muoi cdp bazo nucleotit, tdt hon nita 1a cong khoang hai trim nim muoi
cdp bazo nucleotit, va tdt hon ntra 1a cong khoang bdn trim nim muoi cap bazo
nucleotit. Theo mot cach khac, cap doan moi o thé co nguén géc tu trinh tu boc suon
& ca hai phia cuia ADN dugc cai xen dé tao ra don vi siéu sao chép bao gdm trinh tur

nucleotit cai xen nguyén ven. M0t thanh phan cia cap doan modi c6 nguon goc tir trinh
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tu hé gen céy co thé dugc dat cach xa phan tir ADN dugc cai xen mét khoang, khoang
cach nay co thé thay d6i tr mot cap bazo nucleotit dén khoang hai muoi ngan cip
bazo nucleotit. Thuat ngit “don vi siéu sao chép” déc biét loai trir cac dime doan mdi

¢6 thé dugc tao thanh trong phéan img khuéch dai ADN nho nhiét.

Viéc khuéch dai axit nucleic c6 thé dugc thuc hién bang cic phuong phap
khuéch dai axit nucleic bat ky da biét, bao gdm phan tmg chudi polymeraza (PCR).
Cac loai phuong phap khuéch dai 1a da biét va dugc mo ta trong Patent My céc 5O
4,683,195 va 4,683,202 va trong quy trinh PCR: A Guide to Methods and
Applications, ed. Innis et al., Academic Press, San Diego, 1990. Phuong phap khuéch
dai nho phan Gmg PCR da dugc phat trién dé khuéch dai t6i 22kb cia ADN h¢ gen va
téi 42kb cua ADN thé thuc khuéin (Cheng et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5695-
5699, 1994). Cac phuong phap khuéch dai ADN nay ciing nhu cac phuong phéap khac
da biét co thé duoc st dung dé thuc hién sang ché. Trinh tyu ca doan cai xen ADN
khéc loai hodc trinh tur boc suon tir su kién ngd MON89034 voi mau hat dugc nop luu
v6i s6 ATCC c6 thé duge thay dbi (va hiéu chinh néu cin) bing cach khuéch dai cac
trinh tu tir dang nay bang cach sir dung cac doan mdi c6 ngudn gde tir cac trinh ty néu
trong ban mo ta, sau d6 xac dinh trinh tu ADN tiéu chuén cua don vi siéu sao chép
PCR hodc cua ADN da duogc tach dong.

Don vi siéu sao chép duogc tao ra bang cac phuong phap nay co thé duogc phat
hién bang rat nhiéu ky thuat. Mot trong s6 cac phuong phap nay 12 Genetic Bit
Analysis (Nikiforov, et al., Nucleic Acid Res. 22:4167-4175, 1994) trong do
oligonucleotit ADN dugc thiét ké chéng lén ca trinh tr ADN hé gen boc suon lién ké
va trinh tu ADN duoc cai xen. Oligonucleotit nay dugc ¢d dinh trong cac 16 ctia dia vi
16. Sau khi thuc hién phan tng PCR d6i véi ving quan tdm (bang cach sir dung mot
doan mdi trong trinh tu dugc cai xen va mot doan moi trong trinh tur hé gen boc suon
lidn k&), san pham PCR dang soi don c6 thé duoc lai véi oligonucleotit da ¢ dinh va
dong vai trd lam khudn cho phan tmg kéo dai bazo don bang cach st dung ADN
polymeraza va ddNTP da danh ddu dic hiéu ddi véi bazo mong doi tiép theo. Viée
doc c6 thé dua trén huynh quang hodc ELISA. Mot tin hiéu thé hién su c6 mit cla

trinh tu cai xen/ boc suon do khuéch dai, lai, va kéo dai don bazo thanh cong.

Mot phuong phap khac 1a k§ thuat pyrosequencing nhu duge md ta boi Winge
(Innov. Pharma. Tech. 00:18-24, 2000). Trong phuong phéap nay, mot oligonucleotit

duoc thiét ké sao cho chong 1én ADN hé gen lién ké va moi noi ADN cai xen.
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Oligonucleotit nay duoc lai v6i san pham PCR & dang sgi don tir ving quan tdm (mot
doan mdi trong trinh ty dugc cai xen va mot doan moi trong trinh tu hé gen boc sudn)
va duoc U véi su ¢ mit cia ADN polymeraza, ATP, sulfurylaza, luxiferaza, apyraza,
adenosin 5> phosphosulfat va luxiferin. Cac dNTP dugc bd sung mot cach riéng ré va
su két hop nay tao ra mot tin hiéu yéu do dugc. Mot tin hi€u yéu cho théy su cO mat
cua doan cai xen gen chuyén/trinh tur boc suon do su khuéch dai, lai hoa, va kéo dai

don hoac da bazo thanh cong.

Phép phan cuc huynh quang nhu dugc Chen va dong tac gia mo ta (Genome
Res. 9:492-498, 1999) 1a phuong phép co thé st dung dé phét hién don vi siéu sao
chép cua sang ché. Bing cach st dung phuwong phap nay, mdt oligonucleotit duoc
thiét ké chéng 1én mbi ndi gitra trinh ty boc suon hé gen va ADN dugc cai xen.
Oligonucleotit nay duoc lai v6i san pham PCR dang soi don tir ving quan tdm (mot
doan mdi trong ADN duoc cai xen ndy va mot doan mdi trong trinh tw ADN hé gen
boc sudn) va dugce U voi su ¢ mit cia ADN polymeraza va ddNTP da duoc danh dau
huynh quang. Su kéo dai don bazo dan dén su hop nhét cia ddNTP. Su hop nhat nay
c6 thé duge xac dinh boi sy thay ddi vé do phan cuc bang cach sir dung huynh quang
ké. Su thay dbi vé do phan cuc cho thdy su c6 mit ciia doan cai xen gen chuyén /trinh

tu boc suon do su khuéch dai, lai hoa, va kéo dai don bazo thanh cong.

Tagman® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) dugc md ta 1a phuong
phéap phat hién va dinh luong sy c6 mat cua trinh tw ADN va da dugc biét rd theo
hudng dAn cta nha san xuét. Mot cach ngén gon, doan do oligonucleotit FRET duoc
thiét ké chéng 1én méi ndi gitra trinh tu boc swon hé gen va ADN dugc cai xen. Doan
do FRET va cac doan mdi PCR (mdt doan moi trong trinh tu ADN cai xen va mot
doan mdi trong trinh tuw hé gen boc sudn) dugc dong vong voi sy c6 mat cla
polymeraza chiu nhiét va dNTP. Su lai hoa cuia doan do FRET dan dén viéc phan tach
va giai phong gbc huynh quang ra khoi gbc dap tit trén doan do FRET. Tin hiéu
huynh quang cho thdy su c6 mit cta trinh tuw boc sudn/ cai xen gen chuyén do su

khuéch dai va lai héa thanh cong.

Phan tir Beacons dugc md ta dé sir dung trong viéc phat hién trinh tu nhu da
mo ta trong tai liéu (Nature Biotech.14:303-308, 1996). Mot cach ngén gon, doan do
oligonucleotit FRET duogc thiét ké sao cho chdng 1én mdi ndéi ADN hé gen boc sudn
va cai xen. CAu tric doc nhit cia doan do FRET khién cho n6 chira cdu tric thir cép

giir cho cac gbéc huynh quang va gbc dép tit & gan nhau. Poan do FRET va cac doan
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mdi PCR mét doan moi trong trinh ty ADN cai xen va mot doan mdi trong trinh tu h¢
gen boc suon) duge dong vong véi su c6 mat cia polymeraza chiu nhiét va dNTP.
Sau khi thuc hién khuéch dai béng PCR thanh cong, lai hoa giita doan do FRET voi
trinh tu dich dan dén su loai bod cAu trac thu cép cua doan do va sy ngan cach vé mit
khong gian cua cac gbc huynh quang va cac gc dap tit, tao ra tin hiéu huynh quang.
Tin hiéu huynh quang cho thdy sw c6 mit ctia trinh tu boc sudn/cai xen gen chuyén do

su khuéch dai va lai hoa thanh cong.

Céc phuong phap khac dugc mo ta, nhu nghién ctu su chay cia chit léng qua
nhimg khe rat hep (microfluidics) (Cong bd don yéu ciu cip Patent My 56
2006068398, Patent M§ sb 6,544,734) d& xuit phuong phép va thiét bi tach va khuéch
dai mau ADN. Thudc nhudm quang hoc dugc st dung dé phat hién va dinh lugng dac
hiéu cac phan tir ADN (WO/05017181). Thiét bi 6ng ¢& nano (W0O/06024023) chira
bo cam bién dién tur dé phat hién phéan tir ADN hodc cac hat ¢& nano gan két dac hiéu

phan tir ADN va sau d6 c6 thé dugc phat hién.

Kit phat hién ADN dugc tao ra béng cach st dung hon hop duge dé cap trong
ban mo ta. Kit nay 13 hitu hiéu dé nhan dang ADN ciia sy kién ngd MON89034 trong
mAu va c6 thé dugc tmg dung it nhét 1a cho cc phurong phap nhan gidng ciy ngd chira
ADN su kién thich hop. Kit nay chtra cac doan mdi va/hozc doan do ADN twong dong
hodc bd trg cho cac doan dugc chon tir cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:1-7, hodc
cac doan moi hodc doan do ADN tuong déng hodc bd trg cho ADN chua trong cic
yéu t6 di truyén gen chuyén ctia ADN nhu néu trong danh muc trinh tu. Céc trinh tu
ADN nay c6 thé duoc st dung trong cac phéan g khuéch dai ADN hodc sir dung lam
doan do trong phuong phap lai ADN dé phat hién su c6 mat cua diu hiéu chan doan
polynucleotit chin doan su c6 mit cia ADN dich trong mau. Viéc tao ra don vi siéu
sao chép dinh trudc trong phan ung khuéch dai nho nhiét dung dé chan doan ddi véi
su ¢6 mat cia ADN twong ung v6i ADN hé gen PTA-7455 trong mau. Néu phuong
phap lai hoa dugc lua chon, viéc phat hién sy lai hoa gitta doan do nay véi mau sinh
hoc 12 phuong phap chan doén déi vé6i su ¢6 mit cua ADN cua su kién chuyén gen
MONR89034 trong mAu. Thong thudng, miu 1a ngd, hodc san phim tir ngd hodc ban

san pham cua qua trinh st dung ngo.

Sang ché dé xuét cay ngd chuyén gen dugc goi 1a su kién ngd MON89034, thé
hé con cua cdy, va té bao cua cdy, cling nhu hat dugc tao ra tir cdy. Hat ti€u biéu dé

tréng cay, dé tao ra thé hé con, dé thu nhéin té bao, hodc dé tao ra cay tur hat da néu
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chta su kién ngd chuyén gen di dwoc ndp luu ngay 28 thang 3 nam 2006 tai

American Type Culture Collection (ATCC) va co s truy cap 1a PTA-7455.

Cay va té bao va san pham duoc tao ra tir cdc phuong 4n nay va cac phuong an
tuong tu chua ADN la d4u hiéu chin doan ddi vdi sy c6 mit ctia ADN c6 ngudn gdc
tir té bao bat ky c6 ngudn gbe tir sy kién ngd chuyén gen MON89034 trong mau sinh
hoc bat ky. Didu nay 1a do hai trinh ty méi ndy dugc chia trong té bao cua sy kién
ngd chuyén gen MON89034. ADN ding dé chan doén nay chura trinh tur nucleotit
duogc chon tir nhém gdm SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4,
va SEQ ID NO:5. Mbi quan hé giira cic trinh tw ndy dugc md ta cu thé hon trong ban

mo ta ndy va trong phan chu thich ctia Hinh 1 va lién quan dén Hinh 1.

Cay ngd duogc trong tir hat ddng hop tir dbi voi ADN dung dé chin doan su
kién ngd chuyén gen MON89034 ciing thudc pham vi cia sang ché. Cay ngd duoc
trong tir hat di hop tir dbi v6i ADN dung dé chan doan su kién ngd chuyén gen
MONZ89034 ciing thudc pham vi cia sang ché mién 12 nhitng hat nay ciing chtra trinh
tu ADN ding dé chin doan nay. Té bao, hat va mé dugc tao ra tir thuc vat chira ADN

chan doan nay ciling thudc pham vi ctiia sang che.

Cay ngd va té bao cdy ngd va cac dang tuwong tu chira ADN dung dé chan doan
su kién ngd chuyén gen MON89034 c¢6 tinh khéng su quiy pha boi con triung canh
vay. Céc té bao va cdy nay chira ADN ma hod protein diét con trung (thubc trir sau,
chét gay ddc) Cry2Ab va ADN c6 trinh tu nucleotit SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2 tir
mot phan cia hé gen cua té bao cia ciy. Cay va té bao cdy nay con chita ADN ma hoa
protein diét con trung (thudc trir sau, chit gay doc) CrylA.105. C4c protein ndy co thé
dugc dé cap dén nhu 1a protein diét con trung thi nhét va tht hai, tuong tmg hoic theo
thir tu ngugc lai. Viéc biéu hién ciia céc protein ndy dat duoc tir cac hop phéan gen
didu hod/cac yéu tb di truyén dugc gin vao c4u tric biéu hién tao ra dé biéu hién mdi
trinh tu ADN mé hoa cac doc t6 nay va dugc md ta diy di trong ban mo ta nay va
trong phan chd giai cia Hinh 1 va lién quan dén Hinh 1 va trinh ty néu trong SEQ ID
NO:5. Cay ngd va té bao cdy ngd chira cac trinh tu nay 12 hitu hi¢u dé bao vé thuc vat
khéi su pha hoai boi con trung gdy hai thudc bd canh vay, cho du la di hop tir hay

ddng hop tir d6i v6i cac alen trong d6 trinh ty ma héa nay c6 mat.

Sang ché cling dé xuat cac don vi siéu sao chép co6 thé dugc tao ra tir cac trinh
tu dugc néu trong ban mo ta 1a dau hiéu chan doan doi véi sy c6 mat cia ADN co

ngudn gbe tir ADN cita su kién ngd chuyén gen MON89034 trong méu sinh hoc. Pon
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vi siéu sao chép dung lam dAu hiéu chén doan su c¢6 mit cia ADN sy kién ngod chuyén
gen MON89034 trong mau sinh hoc bao gdm it nhit mot doan polynucleotit chira
trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2. Ciac don vi si€u sao
chép nay co thé dugce tao ra bang cach sir dung cac trinh tw doan moi nhu dugc néu
trong phan mo ta dudi dy tir miu sinh hoc bat ky chira ADN c¢6 ngudn goc tir sy kién
ngd chuyén gen MON89034 véi lugng it nhét khoang 0,5 femto-mol hoic khoang 0,5
pico-gam. Cac ngudn ADN trong mau sinh hoc twong tmg v6i sy kién ngd chuyén gen
MON89034 ¢6 thé 1a bot ngd tho, dau ngd, banh ngd, ngd hat, phoi ngd, tinh bot ngd,

va bot ngd min va cac dang tuong tu c6 ngudn goc tr su kién chuyén gen nay.

Phan mé ta cing dé xuat phan tir polynucleotit dugc phan 1ap c6 cac trinh tu
nucleotit 1ién ké nhu cac trinh tu néu trong SEQ ID NO:5. Céc trinh tu nucleotit lién
k& nay bao gom: (1) tir 11 dén 12000 nucleotit c6 chiéu dai bat ky, va con chira cac
nucleotit 1ién ké nhu cac nucleotit & vi tri 1-11 hodc 9-20 trong SEQ ID NO:1 va 1-11
hodc 9-20 trong SEQ ID NO:2; (2) trinh tur nucleotit lién k& bat ky nhu néu trong SEQ
ID NO:3 chira tir 11 dén 2000 nucleotit c6 chidu dai bt k¥, va con chira céc nucleotit
lién k& nhu cac nucleotit ¢ vi tri 1-11 va 9-20 trong SEQ ID NO:1; trinh tu nucleotit
lién k& nhu néu trong SEQ ID NO:4 chira tir 11 dén 914 nucleotit c6 chiéu dai bat ky,
va con chira cac nucleotit 1ién k& nhu cac nucleotit vi tri 1-11 va 9-20 trong SEQ ID
NO:2. Cac phan tr polynucleotit dugc phan 14p nay co thé sir dung trong phuong phéap
khuéch dai ADN dé tao ra mdt hoic nhiéu don vi siéu sao chép tur mau sinh hoc chtra
ADN ng6. Viéc phat hién mot don vi siéu sao chép nhu vay la phuong phap chan
doan dbi vé6i su c6 mit cia ADN su kién ngd chuyén gen MON89034 trong mau.
Phén tir polynucleotit dugc phén lap cling co thé dugc st dung trong nhiéu phuong
phép phat hién nucleotit dé phat hién s c6 mt cia ADN c6 ngudn gbe tir su kién ngd
chuyén gen MON89034 trong mau sinh hoc. Cu thé, doan do polynucleotit bao gdm it
nhit khoang 11 nucleotit lién k& nhu néu trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2 ¢6
thé ding 1am doan do trong cac phuong phép nay dé phat hién ADN su kién chuyén
gen MON89034 trong mau. Cac trinh ty bd trg cua cac phan tir polynucleotit duge
phan 1ap nay ciing c6 thé duoc sir dung trong cac phuong phap phat hién va/hoac

khuéch dai tuong tu.

Kit ding dé phét hién su c6 mit cia ADN c6 ngudn gbc tir sy kién ngd chuyén
gen MON89034 trong mau sinh hoc cling dugc dé xuét. Kit nay st dung phan tir

polynucleotit do, phan tir do nay chira it nhat tir 11 dén 12000 nucleotit lién ké c6 tinh
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tuong déng 16n, hodc ¢o tinh bd trg 16n dbi voi doan nucleotit bao gém trinh tu néu
trong SEQ ID NO:5, ¢o thé st dung dé phat hién sy c6 mat cuia ADN MONg9034
trong mau. Phan tir do nay can chua it nhit mot trong sd céc trinh tu néu trong SEQ
ID NO:1 va SEQ ID NO:2. Trinh tu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2 ciing
6 thé dugc goi la trinh tu ndi, nghia 14, trinh tu & dau cua ADN chuyén gen dugc cai
xen vao cdy ngd dé thu dugc su kién ngd chuyén gen MON89034. Céc trinh tu nay,
tuy thudc tuong ung duogc goi la cac diu 5’ va 3°, chira mét phan trinh tw ADN dugc
cai xen va mdt phan trinh tw boc suon hé gen ngd. Vi du, SEQ ID NO:1 biéu thi dau
tAn cung 3’ cua trinh ty hé gen ngd boc suon dau 5° ctia ADN duoc cai xen & ntra 5°
cua nd, dau 5° cia ADN dugc cai xen ndy duoc biéu thi boi nira dau 3’ cla trinh tu
néu trong SEQ ID NO:1. SEQ ID NO:2 biéu thi dau tén cing 3’ cia ADN duogc cai
xen & ntta 5° clia no, va dau 5° cta trinh tu hé gen ngd boc suon dau 3’ ctia ADN duogc
cai xen & nira dau 3’ cta n6. Trong hé gen ngd xuét hién trong tu nhién & vi tri cla
trinh tv duoc cai xen nhu néu trong SEQ ID NO:5, trinh tu boc suon & dau 5° cia
ADN duoc cai xen va trinh tu boc suon ¢ dau 3’ ctia ADN duogc cai xen dugc ndi véi
nhau, va phan tir doan moi thir nht lai v6i trinh tu bd tro cho trinh tu néu trong SEQ
ID NO:3 (khac v6i 21 nucleotit ¢ dau 3’ cia SEQ ID NO:3) va phan tir doan mdi thi
hai lai v6i trinh tu néu trong SEQ ID NO:4 (khac véi 20 nucleotit dau 5° cia SEQ ID
NO:4) s€ tao ra don vi si€u sao chép trong phan Ung khuéch dai nho nhiét véi khuon
Ja ADN khac v6i ADN MONR9034 1a d4u hiéu chin doan di véi su ving mat clia
ADN dugec cai xen trong MON89034, va cac doan mdi tuong tu s€ tao mot don vi siéu
sao chép chira nhiéu hon 12000 nucleotit mot chut (thy thudc vao vi tri ctia cac doan
mdi trong trinh tu boc swon nhu néu trong SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:4) khi st
dung ADN MON89034 1am khudn. Cac phuong an khéc cling dugc dé xuét.

Kit dé phat hién trinh tw ndi SEQ ID NO:1 hoac SEQ ID NO:2 cua su kién ngd
MON89034 trong mau sinh hoc dugc dé xuit. Kit nay chtra doan do polynucleotit b
tro hodc bd trg hoan toan cho trinh tu duge chon tir nhém gém SEQ ID NO:1 hodc
SEQ ID NO:2 hodc trinh tu bd tro cua nd, va con chira mot cip doan mdi dé dung
trong phan tng khuéch dai axit nucleic. Cap doan mdi ¢6 thé duoc dé cap dén 1a doan
mdi thir nhét bao gdm it nhit tir 15 dén 50 céc nucleotit lién k& tir mot phan hé gen
ng6 c6 SEQ ID NO:3 va doan mdi thtr hai bao gbdm it nhat tir 15 dén 50 cac nucleotit
lién ké bd tro cho phin ADN cai xen khéc loai c6 SEQ ID NO:5. DPoan mdi thit nhat
ctia cdp doan mdi polynucleotit lai dic hiéu v6i trinh tu bd tro nguoc twong tng voi

trinh tu néu trong SEQ ID NO:3 tir nucleotit vi tri 1 dén nucleotit vi tri 2050 va doan
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mdi thit hai cta cip doan mdi polynucleotit lai ddc hi€u véi trinh tu néu trong SEQ ID
NO:5 tir khoang nucleotit vi tri 2060 dén khoang nucleotit vi tri 12,208, va duoc kéo
dai vé phia nhau dé tao thanh don vi siéu sao chép chira SEQ ID NO:1, don vi siéu sao
chép nay la d4u hiéu chan doan su c6 mit cia ADN cta su kién MON89034 trong
mau. Mot cip doan mdi khac c6 thé duogc dé cap dén 1a doan mdi tht nhét bao gém it
nhét tir 15 dén 50 cac nucleotit lién k& bd trg cho mdt phan hé gen ngd c6 SEQ ID
NO:4 va doan mdi thtr hai bao gdm it nhét tir 15 dén 50 cac nucleotit lién ké tir phan
ADN cai xen khac loai c6 SEQ ID NO:5. Doan mdi thi hai cia cip doan moi
polynucleotit lai dac hi¢u voi trinh tu bd trg ngugc twong Gng véi trinh ty nhu néu
trong SEQ ID NO:5 tir nucleotit khoang vi tri 1 dén nucleotit & khoang vi tri 11305 va
doan mdi tht nhat cia cip doan mdi polynucleotit lai dac hiéu véi trinh tw nhu néu
trong SEQ ID NO:4 tir nucleotit & khoang vi tri 21 dén nucleotit & khoang vi tri 914,
va duoc kéo dai vé phia nhau dé tao thanh don vi siéu sao chép chua SEQ ID NO:2,
don vi siéu sao chép nay l1a diu hiéu chan doan sy c6 mit cia ADN cua sy kién
MON89034 trong mau.

Cac cap doan moi nay co thé st dung dé tao ra cac don vi siéu sao chép chua
SEQ ID NO:1 hoac SEQ ID NO:2, tuy thudc hoan canh, va vi vdy chung la déu hiéu
chan doan su c6 mit cuia ADN cia MON89034 trong mau sinh hoc. Cac don vi siéu
sao chép nay cho phép phat hién sy c6 mat cua trinh tu nbi dung dé chan doan su kién
ngd MON89034 trong mau sinh hoc.

Phuong phap dé tao ra va phat hién don vi siéu sao chép 1a d4u hiéu chin doan
d6i v6i ADN cua su kién ngd chuyén gen MON89034 trong mau sinh hoc chira ADN
ngd ciing duogc dé xuit. Phuong phap nay bao gdm buéc cho mau sinh hoc tiép xuc
v6i hai hodc nhiéu hon hai doan moi trong phan ing khuéch dai axit nucleic, thuc hién
phan ung khuéch dai axit nucleic, sau d6 phat hién don vi siéu sao chép. Su c6 mat
cua don vi siéu sao chép la dAu hiéu chan doan ddi voi ADN cua su kién nay trong
mAau mién 1a don vi siéu sao chép chura it nhéat mot trong sb céc trinh tu lién k& néu
trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2, tir nucleotit & vi tri khoang 1-11 hodc 9-20,

hodc céc trinh tu bo trg twong trng voi céc vi tri nay.

Cac trinh tu nucleotit 1a diu hiéu chan doan su c¢6 mit cua su kién ngd chuyén
gen MON89034 trong mau sinh hoc cling ¢6 thé duoc phat hién bang cach st dung
cac phuong phap khac. Vi du, cho méu sinh hoc nghi ngd chira ADN MON89034 tiép

xuic voi doan do lai véi mot hodc nhiéu trinh ty trong so cac trinh ty nucleotit néu
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trong SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2 trong cac diéu kién lai héa nghiém ngat, dat
mAu va doan do trong cac diéu kién lai hoa nghiém ngit; va tiép theo phat hién sy lai
hoéa giita doan do nay vo6i trinh tu nucleotit. Viéc phat hién su lai héa la phuong phap

chan doén ddi véi su c6 mit cia ADN MON89034 trong mau.

Poan mdi polynucleotit ding dé tao ra don vi siéu sao chép la d4u hiéu chan
doan dbi v&i su c6 mit cua ADN su kién ngd MON89034 trong mAu sinh hoc theo
phan ung khuéch dai nho nhiét ciing duge dé xudt theo sang ché. Thong thuong, cac
doan mdi duogc dé xuét & dang cap, thuan tién néu cac thanh phén cua cdp doan mdi
nay duogc dé cap dén nhu doan mdi thtr nhét va doan mdi tht hai. Poan mdi thu nhét
c6 thé chtra it nhat khoang 15 céc nucleotit 1ién k& tir phan hé gen ngd nhu néu trong
SEQ ID NO:3 va doan mdi tht hai c6 thé chira it nhét khoang 15 céc nucleotit lién ké
b tro cho phén ADN cai xen khac loai nhu néu trong SEQ ID NO:5. Hai doan mdi
nay s& tao ra don vi siéu sao chép trong phan ung khuéch dai nho nhiét véi ADN
khuén thu duoc tr ADN su kién ngd MON89034 chua trinh tu polynucleotit néu
trong SEQ ID NO:1. Theo mot céch khac, doan mdi thir nhit c6 thé chira it nhat
khoang 15 nucleotit 1ién k& tir mot phan hé gen ngd c6 SEQ ID NO:4, va doan moi thir
hai c6 thé chira it nhat khoang 15 nucleotit lién ké b trg cho phan ADN cai xen khéc
loai c6 SEQ ID NO:5. Hai doan mdi nay sé tao ra don vi siéu sao chép trong phan ting
khuéch dai nho nhiét véi ADN khudn nhan dugc tir ADN cua su kién ngo MON89034
chtra trinh tu polynucleotit néu trong SEQ ID NO:2.

Mot phuong phéap khac dé phat hién trinh tu ndi cta su kién ngd MON89034
trong mau sinh hoc chira ADN ng6, nhu SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2, bao gdm
bude cho mau tiép xuc véi doan do polynucleotit lai véi mot trong sé céc trinh tw nbi
trong cac diéu kién lai hoa nghiém ngat, dat mau va doan do trong céc diéu kién lai
hoa nghiém ngit; va phat hién sy lai hoa gitta doan do nay vdi trinh tu ndi. Viée phat
hién su gén két/lai hoa gitta doan do véi trinh tu ndi biéu thi sy c6 mit cia ADN
MONB89034 trong mAu sinh hoc. Ciy ngd dugc bién nap 6n dinh, ADN cia n6 tao ra
don vi siéu sao chép ADN chira SEQ ID NO:1 hoac SEQ ID NO:2 khi dugc thyc hién
phuong phéap néu trong ban mo ta déu thudc pham vi séng ché. Vi du v& trinh tur doan
mdi, cu thé 1a mot cap trinh tr doan mdi, 1a nhu néu trong phﬁn vi du va trong SEQ ID
NO:6 va SEQ ID NO:7.

Mot phuong phép khac dé phat hién sy c6 mit cia ADN su kién ngd

MON89034 trong mAu sinh hoc ¢6 thé bao gdm buéc cho mau tiép xuc véi doan do
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lai v6i ADN MON89034 trong cac diéu kién lai héa nghiém ngat va khong lai voi
ADN hé gen cdy ngd khong phai 1a ADN MON89034 trong cac diéu kién lai héa
nghiém ngit, dat mau va doan do nay trong cac diéu kién lai héa nghiém ngit, va tiép
theo phét hién su lai hoa gitta doan do nay véi ADN MON89034. Doan do phu hop
véi phuong an nay 1a hoac bd tro cho trinh tw dwoc chon tir nhém gdbm SEQ ID NO:1
va SEQ ID NO:2. Viéc phat hién sy lai hoa giita doan do nay vé6i mau la phuong phap
chin doan d6i véi sy ¢6 mit cia polynucleotit ctia sy kién ngd MON89034 trong mau.
Miu sinh hoc c6 thé 12 mAu bét ky chira ADN MON89034 bao gdm, nhung khong chi
gi6i han &, dau ngd, bot ngd tho, bot ngd min, gluten ngd, banh ngd, tinh bot ngd, dich
chiét 16i ngd, md ngd, t& bao ngd, hat ngd, phan ngd, md ré ngd, DDGS, va thim chi
1a etanol dugc san xuit dudi dang ban san pham ciia qua trinh 1én men ngd chuyén
gen mién 1a mau nay chta it nh4t mot lugng polynucleotit ¢6 thé phat hién dugc aé
chan doan su c6 mat cua su kién MON89034 trong mau. Poan do polynucleotit c6 thé
1a nucleotit bat ky dugc chon tir nhém gbm axit deoxyribonucleic, axit ribonucleic, va
chét twong tu nucleotit, va c6 thé dugc danh diu bing it nhit mot chat phat huynh
quang, phan tr chira mot chét d@)ng vi phat xa, hodc phan tu kiéu hapten c6 thé duoc

phat hién dic hiéu bang khang thé hogc phan tmg kiéu gan két khac.

Gibng ngd chira ADN dé chdn doan sy c6 mit cia ADN cua sy kién chuyén
gen MON89034 ¢6 thé thu dugc bang cach nhan giéng cdy ngd chira ADN cua su
kién ngd chuyén gen MON89034 véi cdy ngd khac ngoai su kién MON89034 dé tao
ra cay ngo lai chua ADN dung dé chan doan su kiénnay. Cay ngo lai nay chira ADN
ding dé chan doan su kién ngd chuyén gen MON89034 thudc pham vi cla sang ché,
cling nhu hat duoc san xuét tir cay lai (mién la chita ADN dung dé chan doan su kién
ngd chuyén gen MON89034), va phin hoa, noan, hat, ré, hodc 14 cua cay ngd lai
MONS9034, min 1a chiing chira trinh tw ADN diing dé chén doan, va thé hé con duoc

san xuat tir cac phuong an nay.

Sang ché @& xuat phuong phap bao vé cdy ngd khoi sy pha hoai bdi con tring
canh vay bao gdbm budc dwa vao thirc dn cua con trung canh vay gdy hai dich mot
ho#ic nhidu t& bao ciy ngd chuyén gen, mdi té bao cdy ngod chira trong hé gen ctia né
mot polynucleotit twong tng véi trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID
NO:2 va trinh tu nucleotit 1ién k& nhu néu trong SEQ ID NO:5 gitta SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO:2. Con tring cénh vay dich 4n té bao cdy ngd chuyén gen nay bi trc ché

khéi sy an ti€p cdy ngd ma té bao cay ngd c6 nguon goc tir do.
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Sang ché ciing dé xuét cac ché phim doc dbi vé6i con tring gdy hai dich thudc
bd canh vay cua cdy ngo. Ché pham chira té bao thuc vét chuyén gen dugce dua vao
thire 4n cua cOn trung canh vay gdy hai dich, trong do mdi té bao cta cdy ngd chuyén
gen chtra mot polynucleotit trong Ung voi trinh ty nhur néu trong ca SEQ ID NO:1 va
SEQ ID NO:2, clng véi trinh ty nucleotit lién ké nhu néu trong SEQ ID NO:5 nim
gitta SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2 trong hé gen ciia né, 1 hitu hiéu dé bao vé chong
lai su phé hoai bdi con tring canh vay & cay ngo6 hodc té bao cdy ngd, mién la cdy ngd
hoic té bao nay bidu hién Cry1A.105 va/hodc Cry2Ab2 tir cdu triic biéu hién dugc
chira trong trinh tu nucleotit lién k&. Ché pham nhu vay, & dang hat ngd chuyén gen,
da dugc ndp luu tai American Type Culture Collection voi S6 hiéu truy nhap PTA-
7455. Cay ngd khang con trung nhu vy, hodc cac bd phan cia nd, s&€ chira ADN trong
hé gen cua té bao cua thuc vat co it nhit mét trinh tu nucleotit duoc chon tir nhom
gébm SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, va SEQ ID NO:5.
Thé hé con va hat ciia cdy ngd khang con trang, trong do thé hé con va hat c6 trinh tu
chin doan duoc d& cip dén trong ban md ta nay, ciing thudc pham vi cia sang ché.
Cay ngob khang con trung nhu vay ¢ thé dugc tao ra theo phuwong phép bao gbm bude
cho cay ngd chuyén gen su kién MON89034 lai chéo v6i mét cdy ngd khac, va chon
loc thé hé con khang con tring béng cach phan tich it nhat mét trinh tu nucleotit dugc
chon tir nhém gébm SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 va
SEQ ID NO:5.

Sw kién ngd chuyén gen khang con tring MON89034 ¢6 thé duogc két hop véi
cac gibng ngd chuyén gen khac, nhu ngd khang thubc trr c6 nhu glyphosat,
glufosinat, va diacamba, va cac thudc trir co twong tu, hodc ngd khang con trung pha
hoai ré do su cai xen cua cic trinh tw ma hod protein nhu PS149B1 va Cry3Bb duoc
cai bién, hodc cac gibng ngd chuyén gen khac khdng sy pha hoai béi con tring canh
vay do su cai xen cua trinh ty md hoa khac ngoai protein gdy doc nhu VIP3A,
CrylAb, va CrylFa va céc protein tuong ty. Cac dang két hop khac cua tat ca cac su
kién chuyén gen khac nhau nay duogc nhan gidng véi ciy ngd theo sang ché, nghia 13,
su kien MON89034, dé tao ra cac gidng ngd chuyén gen lai khang lai sy phé hoai boi
bd canh cling va bd canh vay, va khang lai cac loai thudc trir c6 chon loc. Nhitng
gidng nay c6 ning suét va cac dic tinh chiu han dugc cai thién so véi cac gidng khong

chuyén gen va céac gidng voi cac tinh trang dac biét.
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Phuong phap tao ra ciy ngd khang su pha hoai boi con trang dugc dé xuat,
trong d6 cdy ngd chira doc t6 ma hoéa trinh tu nhu néu trong SEQ ID NO:5 véi lugng
hitu hiéu c6 tac dung diét con trung. Phuong phap nay bao gdm budc chiét doc t6 ma
hoa céc trinh tu tir su kién ngd chuyén gen MONg9034 va dua cic trinh tw méa hoa
ndy, riéng r& hodc cung nhau, vao mdt hodc nhiéu té bao ngo, dé tao ra té bao ngd
chuyén gen chira mdt hoac nhiéu trinh tw ma hoa doc t6 nay. Tiép theo, té bao ngod
chuyén gen dugc trong (dwoc tai sinh) thanh cay ngd chuyén gen chira mot hoac nhiéu

trinh tu ma héa, va nho do cay chuyén gen c6 tinh khéng sy phé hoai boi con trung.

Phuong phap xéc dinh sy tiép hop giao tir cia ADN cua cdy ngd chuyén gen
chira ADN su kién ngd MON89034, dbi v6i ADN la déu hi¢u chan doan doi voi sy ¢6
mit cia ADN MON89034 trong mau sinh hoc, duoc d xuét boi sang ché. Phuong
phéap nay bao gbm, & budc thir nhéf, cho mau tiép xtc véi ba doan mdi khac nhau bao
gdm SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:10, khi dwgc sir dung cung nhau
trong phan Ung khuéch dai axit nucleic chira ADN sy kién ngd MON89034, tao ra don
vi siéu sao chép thir nhat 1a diu hiéu chan doan déi voi su kién ngd MON89034, va
khi dugc str dung trong phan Ung khuéch dai axit nucleic chira ADN hé gen ngd khac
ngoai ADN MONB89034, tao ra don vi siéu sao chép thi hai la déu hi¢u chan doan doi
voi ADN hé gen ngd khac ngoai ADN MON89034. Cic budc sau bao gbm thuc hién
phan tGng khuéch dai axit nucleic, va so sanh cac don vi si€u sao chép dugc tao ra
trong phan tng khuéch dai nho nhiét. Viéc phat hién sy c6 mat cua cac don vi si€u sao
chép 1a phuong phap chan dodn su tiép hop giao tir cia mau. Viéc chi phat hién thiy
don vi siéu sao chép thtt nhét cho thdy mu chi chira ADN MON89034, nghia Ia, mau
ddng hop tir. Viéc chi phat hién thay don vi siéu sao chép thtr hai cho thdy mau khong
chira ADN MON89034. Viéc phat hién thdy ddng thoi don vi siéu sao chép thir nhat
va thir hai trong mAu cho thdy mAu chtra (1) ADN di hop tir d6i v6i mAu tinh khiét chi
chira vt lidu ban dau di hop tir, hodc (2) mAu chira ddng thoi ADN mau ban dau dong
hop tir va di hgp tur, hodc (3) mau chira mot s6 hdn hop g61n df“)ng hop tir, di hop tu,
va/hodc cac mau khac ngoai ADN MON89034.

Sang ché ciling dé xuat viéc trong cdy ngd chira ADN la dau hi¢u chén doan doi
v6i doan ADN chuyén gen duoc cai xen vao hé gen cua té bao cua cdy ngd. ADN
trong hé gen cua t& bao ngd nay bao gom mot hodc tat ca cac trinh tu dugc chon tu

nhém goém:

(a) trinh tu nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO:5;
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(b) ca hai trinh tw nucleotit nhu néu trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2;
(¢) trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:3; va
(d) trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO:4.

Céc vi du sau day dugc dua ra nhim minh hoa vé cac phuong an duoc uu tién
nhit dinh theo sang ché. Nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thut s& hiéu
rang cac k¥ thuat dugc boc 10 trong phan vi du theo sau 1a cac phuong phap ma cic
tac gia sang ché cho 1a t6t dé thuc hién sang ché, va vi vay co thé duoc coi 1a tao thanh
céc vi du vé cac phuong thirc vu tién d8 thuc hién sang ché. Tuy nhién, ngudi c6 hiéu
biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat s&, dya trén ban mo ta cua sang ché, hiéu rang c6
thé thuc hién nhitng thay dbi bat ky trong cdc phuong an cu thé da dugc boc 10 va van
dat dugc két qua twong tu hodc gidng ma khong di chéch khoi tinh than va pham vi

clia sang ché.
Vi du thie hién sang ché
Vidul

Vi du nay minh hoa viéc xay dung va md ta dac trung phén tir ctia su kién ngbd
chuyén gen MON89034.

Cay ngd MONS89034 dugc tao ra bang quy trinh bién nap qua trung gian
Agrobacterium ciua dong ngd lai cung dong véi ciu tric plasmit pMON38850 (cAu
tric biéu hién duoc thé hién trén Hinh 1). Phuong phap bién nap dugc st dung la
tuong tu v4i phuong phap duge mo ta trong Patent My $6 6,603,061. Ciu triic plasmit
pMON38850 chira cu triic bidu hién thuc vét dugc lién két véi cac yéu t6 di truyén
didu hoa cin d& biéu hién protein diét con trang Cry1A.105 & cac té bao cay ngd. Té
bao ngd dugc tai sinh thanh cdy ngd nguyén ven chira it nhét khoang 23.000 su kién
chuyén gen khac nhau. Cac su kién (cdy) chuyén gen riéng ré& dugc chon tir quan thé
cac su kién thé hién tinh toan ven cia cAu tric biéu hién & thuc vat va chéng lai viéc
4u trung ctia con trung canh vay an va gy ra hu hai. Cay ngo chira cAu tric biéu hién
thue vat dugc lién két pMON38850 trong hé gen cta né 1a mot khia canh ctia séng
ché. Sau khi phén tich cac su kién chuyén gen nay, su kién chuyén gen MON89034
duogc chon dua trén co sé dac trung phéan tr cia no va su Vrflng mat cua nhiing anh

huéng khiém khuyét vé mat ndng hoc hoac kiéu hinh khong mong mudn.

Céc trinh tu cta cac yéu t6 di truyén gen chuyén duogc chira trong hé gen ngd

MON89034 nhu duoc minh hoa trén Hinh 1 bao gdm cac yéu t6 sau, moi yéu t6 lién
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két c6 thé diéu khién v6i mot yéu td khac. Truée tién, dau 5° duoc xac dinh mot cach
tly tién cuda trinh ty nay (nghia 1a, gin voi phan giira vé phia trai cia doan duge mo ta
trén Hinh 1) duoc gin nhin mdt phan cta viing b phai (right border region - RB) tir
Agrobacterium tumefaciens. Tiép theo sau trong trinh ty nay la chu trac biéu hién
chira yéu t6 gen khoi dau CaMV 35S dugc ting cudng (trong ban mo ta nay duoc goi
]a P-CaMV35Sen, nidm & cac vi tri tir 2350 dén 2651 trong SEQ ID NO:5); trinh tu
din chua dich ma protein gan két chit diép luc A/B & lta my (trong ban md ta nay
duoc goi 1a L-Ta.lhcbl, ndm & cac vi tri tir 2678 dén 2738 trong SEQ ID NO:5); trinh
tu intron actin & lba (trong ban mo ta nay dugc goi la I-Os.Actl, ndm & cac vi tri tir
2755 dén 3234 trong SEQ ID NO:5); trinh ty ma hoa gen kham CrylA.105 khong
xuét hién trong tu nhién (nim & cac vi tri tir 3244 dén 6777 trong SEQ ID NO:5 ); va
ving tn cung 3’ tir lda my (trong ban mo ta nay dwoc goi la T-Ta.Hsp17-1:1:1, nam &
cac vi tri tir 6809 dén 7018 trong SEQ ID NO:5). Hén hop gdm céc yéu td néu trén,
ngoai trinh ty bo, cung hoat dong khi & trong cay ngd dan dén su biéu hién cua protein
diét con trung Cry1A.105. Sau do, cac yéu té nay duoc lién két theo trinh tw voi mot
cAu tric biéu hién khac chua cac yéu t6 sau: gen khéi dau thé kham Figwort (ndm &
cac vi tri tir 7086 dén 7649 trong SEQ ID NO:5), trinh ty din Hsp70 & Zea mays
(trong ban md ta ndy dugc goi 1a HSP70 hodc I-Hsp70, ndm & cac vi tri tir 7672 dén
8475 trong SEQ ID NO:5), va trinh ty ma hoa peptit chuyén luc lap Zea mays (trong
ban md ta nay duoc goi la CTP2 hodc TS-SSU-CTP, nim & cc vi tri tir 8492 dén
8892 trong SEQ ID NO:5). Tiép theo, cac doan lién két c6 diéu khién nay duoc lién
két voi trinh tu nucleotit ma hoa protein diét con tring Cry2Ab (ndm & cac vi tri tir
8893 dén 10800 trong SEQ ID NO:5), dugc lién két & dau 3’ clia né v6i ving khong
dich ma & ddu 3' cha gen tong hop nopalin & Agrobacterium tumefaciens (trong ban
mo ta nay duoc goi la T-AGRtu.nos-1:1:13, nam & cac vi tri tir 10827 dén 11377 trong
SEQ ID NO:5). Céc yéu td nay boc sudn trinh tw ma héa Cry2Ab hoat dong cing
nhau dé biéu hién Cry2Ab khi c6 mit trong cdy ngd. Sau do, trinh tu chu trac biéu
hién Cry2Ab dugc theo sau boi mot trinh tu nucleotit chira phan thich dang ctia ving

bo trai (left border - LB) tir Agrobacterium tumefaciens.

Céc phan tr ADN co thé duoc dung lam cic doan mdi trong phuong phap
khuéch dai ADN c¢6 thé c6 ngudn gbc tir cac trinh tur clia cac yéu t6 di truyén ctia gen
chuyén cai xen dugc chira trong su kién MON89034. Céc phan tir doan mdi nay co thé
duoc st dung 1am mét phan cta cip doan moi cling bao gdbm phén tir doan mdi ADN

c6 nguodn goc tir hé gen ctia dang boc suon doan cai xen gen chuyén.
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Phan ADN plasmit pMON38850 dugc cai xen vao hé gen ngo, tao ra cay ngo
chuyén gen su kién MON89034, bao gbm céc doan bo trai va bo phai va hai céu triic
biéu hién thuc vat duoc lién két (cAu trac biéu hién thir nhat ma hoa CrylA.105, va
chu tric biéu hién thtr hai ma hoa Cry2Ab, trong d6 mdi cdu triic biéu hién c6 thé hoan
ddi cho nhau ty theo két cAu nao duoc thiét ké lam két cdu thi nhit hodc két cau thu
hai) nam giira cac doan b dugc mo ta dic trung theo cac phuong phap phan tich phan
ttr cu thé. Cac phuong phép phan tich nay duge thuc hién dé nhan biét cac dang chi
chira mot doan dugc cai xen duy nhét va nguyén ven bao gdm céc bd va hai cAu tric
biéu hién mong mudén nim gitta cac bd nay (sb vi tri hop nhét thudc hé gen ngo), 5O
ban sao (sb ban sao ciia thé bién nap (T)-ADN trong mot locus), va tinh toan ven ciia
cAu trac biéu hién gen dugc cai xen (nghia 1a, su Véng mit cua su sép xép lai hodc su
bién ddi trinh tw bat ky tir trinh tw da biét 1 c6 mit trong plasmit pPMON38850). Poan
do phan tr ADN dugc st dung bao gbm ving ma hoa Cry1A.105 nguyén ven va yéu
t6 diéu hoa tuong Umg ctia no, gen khoi dAu, intron, va cac trinh tu adenyl hoa ciia ciu
trc biéu hién thuc vat, va ving ADN bo khung plasmit pMON38850. S4 liéu nhan
dugc tir cac phuong phap phan tich tAt ca cac su kiéndd ching té ring MONS89034
chira mot doan cai xen T-ADN duy nhét v&i mot ban sao cua cdu tric biéu hién
Cry1A.105. Khong c6 cac yéu tb khac tir vat truyén bién nap pMON38850, duoc lién
két hoac khong duoc lién két véi cAu tric biéu hién gen nguyén ven, dugc phét hién
trong hé gen cua MON89034. Cudi cung, phuong phap PCR va phén tich trinh tu
ADN duoc thuc hién dé xac dinh cac méi ndi gitra hé gen thuc vat véi cac dau 5° va
3’ ciia doan cai xen, x4c nhan cAu tao cua cac yéu t6 trong doan cai xen ndy (xem vi
du, Hinh 1), va xac dinh trinh tu déy du cia ADN nay dugc cai xen vao hé gen cay
ngd dé thu duoc ngd chuyén gen sw kién MON89034. Trinh tu dugc cai xen day du,
cung vo1 mot phén cua trinh tu boc suon h¢ gen ngd ¢ dau ctia ADN duoc cai xen,

dugc mo ta trong trinh tu néu trong SEQ ID NO:5.

ADN hé gen tr MON89034, va ADN khong chuyén gen tir ngd khac khong
phai MON89034 (ADN déi chung) dwoc chiét tir hat ngd bang cach trudc tién xir 1y
hat (t6i 200 hat) thanh bdt min trong may lic Harbil 5G-HD paint (Harbil Inc,
Cincinnati, Ohio). Mot cach ngén gon, hat da ché bién thanh bot dugc chiét trong dung
dich dém chiét (EM Science Cat. No. 3700, EM Science, Gibbstown, New Jersey,
USA) va ADN dugc két tia tir dung dich bang isopropanol (Sigma Cat. No. 1-0398,
Sigma, St. Louis, MO, USA). ADN da dugc két tua duge cudn lai vao trong 6ng vi ly

tdm chira 70 phan trim etanol. ADN nay dugc két vién trong thiét bi vi ly tim & van
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tdc tbi da (~14,000 vong/phiit) trong ~5 phut, lam kho trong chan khoéng, va duoc hoa
tan trong dung dich dém TE (pH 8,0). Tiép theo, ADN dugc bao quan & 4°C trong tu
lanh. Phuong phép nay c6 thé dugc cai bién boi ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh
vuc k¥ thuat dé chiét ADN tir mot hat ngo.

Vi du vé cac phuong phap duoc ding dé nhan biét sy kién MON89034 trong
mau duge mé ta trong phuong phap PCR TAQMANY diém cudi dic hidu dang ma vi
du vé céac diéu kién ciia phuong phip nay dugc mo ta trong bang 1 va bang 2. Cac
doan mdi ADN dugc dung trong thir nghiém 14 cic doan mdi SQ2842 (SEQ ID
NO:6), SQ2843 (SEQ ID NO:7), doan mdi PB880 duoc gin nhan 6FAM™ (SEQ ID
NO:14) va doan mdi PB2931 dugc gin nhan VIC™ (SEQ ID NO:15), 6FAM va VIC
1a cac san pham nhudm huynh quang ctia Applied Biosystems (Foster City, CA) dugc
gén vao cac doan mdi ADN. DPbi v6i doan do TAQMAN? MGB, hoat tinh 5'-
exonucleaza cia Taq ADN polymeraza tdch doan do nay tur ddu 5', gifta chit phat
huynh quang va chit dap tat. Khi duoc lai v6i soi ADN dich, chét dap tit va chat phat
huynh quang dugc tach riéng mot cach thich dang trong khong gian ba chidu dé tao ra

tin hiéu huynh quang (chiéu dai buéc song kich thich huynh quang).

SQ2842 (SEQ ID NO:6), va SQ2843 (SEQ ID NO:7), khi duge dung trong céc
phuong phap phéan tmg nay vé6i PB880 (SEQ ID NO:14) tao ra ADN don vi si€u sao
chép 1 ddu hiéu chén doan dbi véi ADN sy kién MON89034. Céc mau dbi chimg cho
phuong phéap phan tich nay bao gdm miu dbi chimg dwong tinh tir ngd chira ADN sur
kién MON89034, mAu dbi chung am tinh tir ngd khong chuyén gen hodc tir ngd
chuyén gen khéc khong phai su kién MON89034, va mau déi chung am tinh khong
chira ADN khuon.

SQ1564 (SEQ ID NO:17) va SQ1565 (SEQ ID NO:18) khi dugc st dung trong
nhitng phwong phap phan tmg nay v6i PB351 (SEQ ID NO:21) tao ra don vi siéu sao
chép 1a dau hiéu chan doan Cry1A.105 trong MON&9034.

Cac thir nghiém ndy dugc rdi wu hoa dé ding véi cac thiét bi Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700 hodc Stratagene Robocycler, MJ Engine,
Perkin-Elmer 9700, hodc Eppendorf Mastercycler Gradient thermocycler. Cac phuong
phap va thiét bi khac tao ra cac don vi siéu sao chép nhan biét ADN su kién

MON89034 da dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat biét 1.
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Poan do bit ky gin két dic hiéu véi SEQ ID NO:1 hoc véi trinh tu bd trg uu
tién ctia n6 trong mau sinh hoc va chira it nhét 11 nucleotit 1ién k& nhu néu trong SEQ
ID NO:1, hodc tuy theo hoan céanh, trinh tu bd tro ngugc cua trinh ty nay trong SEQ
ID NO:1, mién 14 viéc gén két c6 thé phat hién dugc, la ddu hiéu chin dodn ddi voi su
c6 mat ciia ADN cua su kién ngd MON®R9034 trong mau nay. Doan do bét ky gan két
dic hiéu véi SEQ ID NO:2 hodc véi trinh tu bd tro wu tién cla né trong mau sinh hoc
va chira it nhat 11 nucleotit lién ké nhu néu trong SEQ ID NO:2, hodc tuy theo hoan
canh, trinh tu bd tro nguge cla trinh tu nay trong SEQ ID NO:2, mién 1a viéc gin két
c6 thé phat hién duoc, 1a ddu hiéu chin doan ddi v6i su c6 mat cia ADN cia su kién
ngd MON89034 trong mau.

Cép doan moi bat ky dugc st dung cho hodc dugc thiét ké dé tao ra don vi siéu
sao chép tir mau sinh hoc chira ADN ng6, va don vi siéu sao chép chira SEQ ID NO:1
hodc SEQ ID NO:2, ho#c tiy theo hoan canh, chira ca hai trinh tw nay, dugc coi la
thudc pham vi cua sang ché. Pon vi siéu sao chép bat ky nhu vay chira SEQ ID NO:1
hodc SEQ ID NO:2 hodc ca hai trinh tu nay duoc coi 1a, dbi v6i muc dich cua sang
ché dugc néu trong ban mo ta, d4u hiéu chan doan su c6 mit cia ADN su kién ngd

MON89034 trong miu sinh hoc. Cac vi du sau day chi 1a nhitng vi du dan chung.
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Bang 1. PCR TAQMAN diém cudi dic hiéu di vé6i sy kién ngd MON89034

Bu6e | Chét phan tmg Luong Chu thich

1 Nudc khong chira nucleaza B sung dén thé -

tich cudi 1a 10ul

2 2X Universal Master Mix (Applied 5ul ndng do cubi
Biosystems cat. # 4304437) la1Xx

3 Céc doan mdi SQ2842 (SEQ ID 0,5ul noéng do cubi
NO:6), va SQ2843(SEQ ID NO:7) la 1,0uM
duoc tao huyén phu lai trong nu6c
khong chira nucleaza dén ndng do
20puM mdi loai)

4 | doan modi 6FAM™ PB880 (SEQ ID 0,2l ndng do cudi
NO:14) (duoc tao huyén pht lai trong 12.0,2uM
nudc khong chira nucleaza dén nong
do 10uM)

5 doan mdi dbi chimg bén trong 0,2ul ndng d6 cudi
SQ2842 va doan mdi dbi chiing bén 120,2uM
trong SQ2843

6 | ADN duoc chiét (khuon): 3,0l Pugc pha

~ MAu duoc phan tich (cac 14 riéng r&)

' MA4u dbi chimg am tinh

~Mau d6i chimg am tinh

7 4-80ng ADN hé
gen

_4ng ADN h¢ gen
ngo khong chuyén
gen

= Khoéng c6 ADN
khuon (dung dich
trong d6 ADN duoc
tao huyén phu lai)

loang trong

nudc
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~'Mau dbi ching duong tinh ~4ng ADN hé gen
tr ngo di hop tr su
kién MONg9034 da
biét

T4ng ADN hé gen
tir ngd dong hop tir
su kién MON8&9034
da biét

- M3u dbi chiung duong tinh

7 | Tron nhe, thém 1-2 giot diu khoang

1én trén cua moi ong phan ung.

Su khuéch dai ADN c6 thé dugc bd tri va thuc hién béng cach st dung phuong
phép bat ky dé gia nhiét theo chu trinh, bao gbm thao tac bang tay hoic thao tac dugc
didu khién dién tir @i véi cac budce va chu trinh nhiét d. Cac thiét bi gia nhiét theo
chu trinh Stratagene Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, hodc Eppendorf
Mastercycler Gradient thermocycler hodc Applied Biosystems GeneAmp PCR System
9700 hoic MJ Research DNA Engine PTC-225 da dugc st dung thanh cong dé kiém
soat cac thong sd chu trinh sau day. Khi chay PCR trong Eppendorf Mastercycler
Gradient hoic MJ Engine, chu trinh nhiét dugc quay vong theo cach da tinh toan. Khi
str dung Perkin-Elmer 9700, cac diéu kién quay vong dugc thuc hién véi tbc do ramp

dat o gia tri cuc dai.

Bang 2. Céc diéu kién cua chu trinh nhiét trong thir nghiém tiép hop giao tir

Chu trinh s6 | Cai dat: Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700

1 50°C 2 phut
1 95°C 10 phut
10 95°C 15 gidy

64°C 1 phitt (-1°C/chu ky)

30 95°C 15 gidy
54°C 1 phat

1 10°C vinh vién

Viduy?2
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Vi du nay minh hoa sy nhin dang cdy ngd chua ADN dung dé chan doan su
kién ngd chuyén gen MON89034 trong hé gen cia n6 va xac dinh sy tiép hop giao tir
cua cdy ngod nay.

Cac phuong phép dugc st dung dé nhan biét di hop tir tir thé hé con ddng hop
tr chira ADN su kién MON89034 trong hé gen ctia n6 dugc mo ta trong thur nghiém
tiép hop giao tir ma vi du vé cac diéu kién cho thir nghiém nay dugc néu trong Bang 3
va Bang 4. Vi du vé cac doan mdi ADN dugc dung trong thr nghiém tiép hop giao tr
1a cac doan mdi SQ2842 (SEQ ID NO: 6), SQ2843 (SEQ ID NO:7), SQ6523 (SEQ ID
NO:10), SQ6524 (SEQ ID NO:11), doan mdi PB880 duoc gin nhan 6FAM™ (SEQ
ID NO:14) va doan mdi PB2931 dugc gan nhan VIC™ (SEQ ID NO:15). Nhu dugc
chi ra & trén, 6FAM va VIC 1a cic san pham nhuém huynh quang cua Applied
Biosystems (Foster City, CA) dugc gin voi ADN doan modi.

SQ2842 (SEQ ID NO:6), SQ2843 (SEQ ID NO:7), SQ6523 (SEQ ID NO:10),
SQ6524 (SEQ ID NO:11), khi dugc st dung cung nhau trong phan ng khuéch dai
nhd nhiét trong d6 mu sinh hoc mang ADN khuén chira ADN 14 d4u hiéu chan doan
ddi voi su c6 mit cta sy kién ngd MON89034 trong mau, tao ra don vi siéu sao chép
ADN 1a dAu hiéu chin doan d6i v6i ADN ngd khic ngoai ADN su kién ngd
MONZ89034 (phu thugc vao ADN ngd nay co ngudn gdc tir miu khong chuyén gen
hodc tr mot s mau chuyén gen khéac). Theo mot cach khéc, phan (mg nay sé tao ra
hai don vi siéu sao chép ADN khac nhau tir mot mau sinh hoc chira ADN ¢6 ngudn
gbc tir hé gen ngd di hop ti dbi voi alen tuong tmg véi ADN duge cai xen c6 mat
trong su kién ngd chuyén gen MON89034. Hai don vi siéu sao chép khac nhau nay s&
twong ung vai don vi siéu sao chép thu nhét c6 ngudn gdc tir locus hé gen ngd kiéu
hoang, va don vi siéu sao chép thu hai la d4u hiéu chin doan dbi voi sy ¢ mit cua
ADN su kién ngdé MON89034. Mau ADN ngb chi tao ra mot don vi siéu sao chép
twong g v6i don vi siéu sao chép th hai dugc mo ta ddi véi hé gen di hop tir 1a déu
hiéu chan doan dbi véi su c6 mat cua su kién ngd MON89034 trong mau va l1a dau
hiéu chan doan dé xac dinh réng ADN ngd dugc st dung lam khuén bét nguén tur hat
ngd ddng hop tir dbi véi alen twong tng v&i ADN duoc cai xen trong su kién ngd
chuyén gen MON89034. Cac miu d6i chung dung cho phuong phap phan tich ndy s&
bao gdbm mAau ddi chimg duong tinh tir ngd dong hop tir va di hop tir chira ADN sy
kién MON89034, miu ddi chimg 4m tinh tir ngd khong chuyén gen hoic gidng ngod
chuyén gen bét ky khac, va miu dbi chimg am tinh chora ADN khong khudn. Thur

-33-



29088

nghiém nay duoc t6i wu hoa dé dung véi thiét bi gia nhiét theo chu trinh Stratagen
Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, hoac Eppendorf Mastercycler Gradient.
Céc phuong phép va thiét bi khac dé tao ra cac don vi siéu sao chép nhéan biét su tiép
hop giao tur gitra thé hé con cua cay lai chéo dugc tao ra voi cdy MON89034 da duoc

ngudi c6 hiu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat biét ro.

Bang 3. Céac dung dich phan ung dung trong thir nghiém tiép hop giao tir

BuGe | Chét phan tng Luong Chu thich
1 Nudc khong chira nucleaza Thém dén thé tich cubi | -
Sul

2 2X Universal Master Mix 2,5ul ndng do cudi 1a
(Applied Biosystems cat. # 1X
4304437)

3 | Cac doan mdi SEQ ID NO:6, | 0,05ul ndng do cudi la
va SEQ ID NO:7 (dugc tao 0,25uM

huyén pht lai trong nuéc

khong chira nucleaza dén

ndng do 20uM)
4 | doan moi PB880 SEQ ID 0,01ul ndng do cudi la
NO:14 6FAM™ (dugc tao 0,4uM

huyén phu lai trong nuéc
khong chura nucleaza dén

ndng do 10uM)

5 | doan mdi PB2931 SEQ ID 0,01pl ndng do cudi la
NO:15 VIC™ (duoc tao 0,15uM

huyén phu lai trong nuéc
khong chira nucleaza dén

ndng do 10uM)

6 | REDTag ADN polymeraza | 1,0 ul (nén dbi pipet | 1 don vi/phan Gmg
(1 don vi /ul) trude budc tiép theo)

7 | ADN (khuén) dugc chiét: 2,0ul Puogc pha loang
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trong nudc

- Cac mau dugc phan tich ~4-80ng ADN hé gen

(cac la riéng r€)

= M&u dbi chimg am tinh ~ 4ng ADN hé gen ngd
khong chuyén gen

- MAu dbi ching am tinh ~Khéng c6 ADN
khuon (dung dich trong
doé ADN duogc tao lai
huyén pht)

~'M&u dbi chiing duong tinh “4ng ADN ¢ gen ti
ngo di hop tur su kién
MON89034 da biét

"1 Mau d6i ching duong tinh - 4ng ADN hé gen ti
ngo d@)ng hop tu su
kién MONg89034 da
biét

8 | Tron nhe, thém 1-2 giot ddu
khoang 1én trén mdi dng phan

ung.

Sy khuéch dai ADN trong thiét bi gia nhiét theo chu trinh Stratagene
Robocycler, MJ Engine, Perkin-Elmer 9700, hodc Eppendorf Mastercycler Gradien
hoic Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 hodc MJ Research ADN
Engine PTC-225 da dugc sir dung thanh cong dé kidm soat cac thong s6 clia chu trinh
sau day. Khi sir dung Eppendorf Mastercycler Gradient hodc MJ Engine, cac chu trinh
duoc kiém soat theo phuong thirc da tinh toan. Khi st dung Perkin-Elmer 9700, cac

chu trinh dugc thuc hién voi tbc d6 ramp dit & cuc dai.
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Bang 4. Cac diéu kién chu trinh nhiét trong thir nghiém tiép hop giao tir 2

Sé chu trinh theo thir tu ké tiép | Nhiét do va khoang thoi gian

1 50°C 2 phut
1 95°C 10 phut
10 95°C 15 gidy

64°C 1 phut (-1°C/chu trinh)

30 95°C 15 gidy
54°C 1 phut

1 10°C ngam

a: bang cach str dung Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700

Hat twong tmg vai su kién chuyén gen MON89034 da dugc ndp luu ngay 28
thang 3 nim 2006 theo hiép uwdc Budapest tai American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110. S4 hiéu ndp luu ATCC
hoic tén mAu ndp luu cia sang ché 1a PTA-7455. Mau ndp luu nay s& duoc giit tai noi
nOp luu trong khoang thoi gian 1a 30 ndm, hodc 5 nam sau 1an yéu cau cudi cliing, hogc
trong khoang thdi han hiéu lyc ciia bing, bit ké 12 khoang thoi gian nay dai nhu thé

nao, va sé dugc thay néu can trong khoang thoi gian nay.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Phan tir ADN tai td hop chira trinh ty nucleotit dugc chon tir nhém bao gbm céc

trinh tu néu trong tr SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:5, va cac trinh tu bd trg hoan toan

cta chuing.

2. Phan tir ADN téi t6 hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN nay 12 tir su kién ngd
MON89034, maiu tiéu biéu cta hat chira sy kién nay da dugc ndp luu tai American
Type Culture Collection (ATCC) véi s6 truy cap 1a PTA-7455.

3. Phan tt ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN nay cé trong cay ngo,

té bao cdy ngd, hat ngd hodc cc bd phén cia cay ngo.

4. Phan tr ADN tai t§ hop theo diém 1, trong d6 phan tt ADN nay la don vi si€u sao
chép chan doan su c6 mit cia ADN tir sy kién MON89034.

5. Phan tit ADN t4i td hop theo diém 1, trong d6 phéan tt ADN nay chta trinh ty néu
trong SEQ ID NO:1 va SEQ ID NO:2.

6. Phan tir ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 phén tt ADN nay chira trinh tu néu
trong SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:4.

7. Phan tt ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 phén tr ADN nay chta trinh tuy dugc
chon tir nhém bao gdm céc trinh ty néu trong tir SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4 va
cac trinh tw bd tro hoan toan cia chung, va con chira trinh ty nucleotit bao gbém trinh

tw m héa Cry1A.105 va trinh tu nucleotit bao gdm trinh ty ma héa Cry2AB.
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SEQ ID NO:3 SEQID NO:4
SEQ ID NO:5
SEQ ID NO% ADN cai xen gen chuyén SEQ IDZNOQ
s T
AL Tt ADN trinh tu boc

ADN trinh tu boc l I

uon hé 3'
suon hé gen 5' suon hé gen

8 = 3

3 3 N 3 S
3’)-%“ 3 & = B %) S 2
m
2 Q& g & o33 4 85
= 8 h=
Fe) A

)
Hinh 1
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DANH MUC TRINH TU

<110> MONSANTO TECHNOLOGY LLC
Anderson, HEATHER
Douglas, Jennifer
GROAT, JEANNA
JOHNSON, SCOTT
KELLY, REBECCA
KORTE, JOHN
RICE, JAMES
<120> Phan tu ADN tai té hop chta trinh tu nucleotit
<130> 11899.0260.00PC0O0
<150> PCT/US2007/069662
<151> 2007-05-24
<150> 60/808,834
<151> 2006-05-26
<160> 22
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 21
<212> ADN
<213> Nhén tao
<220>
<223> Trinh tu ndi 5'; tuong ung véi SEQ ID NO:5 & vi tri 2051-2071
<400> 1
aatgagtatg atggatcagc a 21
<210> 2
<211> 20
<212> ADN
<213> Nhéan tao
<220>
<223> Trinh tuy nbdi 3'; tuong Gng véi SEQ ID NO:5 & vi tri 11295-11314
<400> 2
actcattgca tccccggaaa 20
<210> 3
<211> 2071
<212> ADN
<213> Nhé&n tao
<220>
<223> Trinh tu boc sudn 5' céng mbéi ndi;
tuong tng vdéi SEQ ID NO:5 & 1-2071
<400> 3
aatatttaaa aatggaagta atactatatt aaaatgattc atgtggaact cctgcgcttc 60
tttttgaagt ttcaaaaggg agctttcagg gtcgcttaga gtttgtttgg ttggaaatac 120
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aagcgaaaag
cacgcgggaa
cgagtagacg
cgcccgeegg
ggtctttgtc
cgagaaagct
ggtaggtagg
gggcgtgtgg
gagcatgcag
ttggtttggc
atttggtttg
gttagatcta
cacccctgaa
acttttaacg
tacaacagct
ccaaacagac
gtagtgtaaa
aaaacatata
tttttaacag
ttctacagcc
tcagctttga
catccaacaa
ccaccgttcg
cacgctgggg
gatcgaatgg
ggtccggcga
cacggaccgc
cgcatgctac
gccggcetttt
gtgagcacga
actgaaatgt

cattcaaatt

agagctaatg
taagatgaac
gtgtcgctte
tgtctccgtce
atgtttcgaa
ggggaagaaa
taggtggaga
tgtggctagc
agcttaagca
ttttggcttt
acttttggct
ggaagcagct
cctgctttta
acttttagtg
ttttccacag
cccaaagggc
actgaaaaca
tcgaagaact
cacacagcct
acaacccaac
ttgccatgcce
ggccggtget
ccgccgtcceca
agggaaaaaa
catctctctc
caccgacgtg
ggcgtctgte
actgcctaca
ttattattat
gtactgggat
tgtcagatga

caggtgccca

29088

agggggacat

accgaaacaa
cacctcatac
gtctcaagtt
agaagattac
aaggctagta
tttttgttaa
tgtggtggtt
tgtatgtacg
ggcttttgcc
tttggctttt
ttttctaaaa
gtggcttttc
gtttccacca
ctcacagccc
tgaatccagg
cccctggacce
tttaacgact
acaacagctt
caaacggacc
atctcctgcet
actggcggct
ctcaccaatc
aggcagagac
actctctctc
tcagctccgt
gatcgccggce
cgcacacggc
tggaacatga
ccccggatcece
aacagcagag

cgtacgtcag

ccatattttc
tttttttgta
tacttcaacc
ctcaacatac
aggtcctcta
catatgattg
ctggtgttgt
tgctcgccag
gatcggcttg
ccctaaaagc
gtcccctaaa
gctggctttc
gaatggaact
aacagtttag
acagcaactt
aagcagcttt
tgcttttagt
tttagtggtt
ttttcacagc
ctaaggcggce
ccacttgtct
cctaggtaga
aacacggaac
atatgcgtgc
ctccctttat
cgcgcgcecgte
tcgccgcecagce
cggcccaaaa
ggctatttct
gccctctcetg

ccgatctccg

ggtgctgctg
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tatggtgttt
gctacgtggt
tcaaaccaca
ctacacatgt
gaagagagga
gtctgtgaac
tgacggactc
ccagccagcc
cttagcggtt
caaaagccaa
agccaaaagc
tcacagtgca
gtgaaaacat
ctttttaacg
ttttcacagc
ttctaaaagc
ggcttttgga
tccaccaaac
tcacagccca
cgagcgagcg
ctctggccegt
cgacgacgac
gcccaaaaca
gtcgctgcecat
taatctggta
cgtccgtccg
gcagctacct
gcgttccectg
cctcccacac
tccctgcetgce
cacggaaacc

ctactactat

gaataagagt
tccaaaaaat
catccttacg
aaccactacc
cgcggggtgg
ctgtgaggtg
gaacggggcece
acacatcaéc
aagggtgtgt
ccaagggtgt
caaacaaagg
aatctgaaag
atatcgaaga
gcttacagcce
cacagcccaa
cgactttctc
tggaactgtg
gatttctagc
caacaacttt
caaagcgtcg
cgtcagccac
gacgacacct
cacacacacg
tattgtacgc
ctggctagcet
ctggagcgga
agcacgctca
ccgecctgecg
gggctacgac
tactccagcc
catgcacggc

caagccaata

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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aaaggatggt aatgagtatg atggatcagc a

<210> 4

<211> 914
<212> ADN
<213> Nhan tao
<220>

<223>

Trinh tu boc sudn 3' céng mbi ndi;

tuong ung vdi SEQ ID NO:5 & vi tri 11295-12208

<400> 4
actcattgca

tattttttga
tttgcctaat
ggggtagcct
atcaaatcag
gcagcaggtt
catcctgcct
tcaccgcggg
tccatcctcet
ttctceccecte
tctgcataga
taggcaacaa
ccgaacaaca
gcactgatat
cctctettge
cgcagggtca
<210> 5

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>
3/

<400> 5
aatatttaaa

tttttgaagt
aagcgaaaag

cacgcgggaa

tccccggaaa
gtattggaaa
accatgtagg
gtctccacct
caccgtccgg
ctccctcectce
ctcccgceatg
gagacgaaga
tcaacaactt
cccatggagg
ggagggttgt
taggacggca
tctcecggege
ctacccggtc
cctctccectt

Cccaa

12208

Nhan tao

Trinh ty boc sudn 57

aatggaagta
ttcaaaaggg
agagctaatg

taagatgaac

ttatgttttt
tttcatttca
gctacatctt
ggttctgcct
tccgtgegcea
accatttcct
cgctccctcece
cggtggacgc
ctacataggg
acgagaacat
agtggcaagc
cgcccggttg
tggagtcggt
tccatcgeceg

ccaactgctc

atactatatt

agctttcagg

agggggacat

accgaaacaa

ttaaaaacca
acccaaagtt
aaaaatctat
cgagccaatc
cctcctctcee
ctgcctcectce
ccatgcccceg
atcctcacct
agaggcggtt
cgacctcggc
agcaatgcca
tcagcgaggt
gagttactgc
ccecttectece

ccgccccage

aaaatgattc
gtcgcttaga
ccatattttc

tttttttgta
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cggtattata
tcttcatggc
actactatat
taaaccgtcc
cgctattcag
tctcgectcac
tctcgcacta
cctccgcetag
cggcgtcceccg
ggcgggggcg
acaccgaggc
ggcggcatcg
gccacccgga
cttccctcecte

cctagcccaa

atgtggaact
gtttgtttgg
tatggtgttt

gctacgtggt

gataccgtgt
acatctagct
taaagctgca
atctatatcc
ttgcatactt
tggtcagatt
tcgccacacc
ttgtcgctct
acgccgccgce
atgcctccge
gggccaagac
tgtgccgcecta
cgccctcaat
cctgtgcctce

ccacctcceg

cctgcgcette
ttggaaatac
gaataagagt

tccaaaaaat

2071

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

914

cdéng trinh tu ADN cai xen céng trinh tu boc sudn

60

120

180

240



cgagtagacg
cgcccgcecgg
ggtctttgtc
cgagaaagct
ggtaggtagg
gggcgtgtgg
gagcatgcag
ttggtttgge
atttggtttg
gttagatcta
cacccctgaa
acttttaacg
tacaacagct
ccaaacagac
gtagtgtaaa
aaaacatata
tttttaacag
ttctacagcc
tcagctttga
catccaacaa
ccaccgttcg
cacgctgggg
gatcgaatgg
ggtccggcga
cacggaccgc
cgcatgctac
gccggcectttt
gtgagcacga
actgaaatgt
cattcaaatt
aaaggatggt

gaaagagtaa

gtgtcgcttc
tgtctccgte
atgtttcgaa
ggggaagaaa
taggtggaga
tgtggctagce
agcttaagca
ttttggcttt
acttttggct
ggaagcagct
cctgctttta
acttttagtg
ttttccacag
cccaaagggce
actgaaaaca
tcgaagaact
cacacagcct
acaacccaac
ttgccatgcce
ggccggtget
ccgccgtceca
agggaaaaaa
catctctctc
caccgacgtg
ggcgtctgtce
actgcctaca
ttattattat
gtactgggat
tgtcagatga
caggtgccca
aatgagtatg

ttaccaattt
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cacctcatac
gtctcaagtt
agaagattac
aaggctagta
tttttgttaa
tgtggtggtt
tgtatgtacg
ggcttttgcc
tttggetttt
ttttctaaaa
gtggcttttc
gtttccacca
ctcacagccc
tgaatccagg
cccctggacce
tttaacgact
acaacagctt
caaacggacc
atctcctgcet
actggcggct
ctcaccaatc
aggcagagac
actctctctc
tcagctcegt
gatcgcecggce
cgcacacggc
tggaacatga
cccecggatcece
aacagcagag
cgtacgtcag
afggatcagc

tttttcaatt

tacttcaacc
ctcaacatac
aggtcctcta
catatgattg
ctggtgttgt
tgctcgccag
gatcggcttg
ccctaaaagc
gtcccctaaa
gctggcttte
gaatggaact
aacagtttag
acagcaactt
aagcagcttt
tgcttttagt
tttagtggtt
ttttcacagc
ctaaggcggce
ccacttgtct
cctaggtaga
aacacggaac
atatgcgtgc
ctccctttat
cgcgcgegte
tcgececgcecagce
cggcccaaaa
ggctatttct
gccctctcectg
ccgatctccg
ggtgctgctg
aatgagtatg

caaaaatgta
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tcaaaccaca
ctacacatgt
gaagagagga
gtctgtgaac
tgacggactc
ccagccagcc
cttagcggtt
caaaagccaa
agccaaaagc
tcacagtgca
gtgaaaacat
ctttttaacg
ttttcacagc
ttctaaaagc
ggcttttgga
tccaccaaac
tcacagccca
cgagcgagcg
ctctggeccegt
cgacgacgac
gcccaaaaca
gtcgctgcat
taatctggta
cgtccgtcceg
gcagctacct
gcgttccctg
cctcccacac
tccectgetge
cacggaaacc
ctactactat
atggtcaata

gatgtccgca

catccttacg
aaccactacc
cgcggggtygg
ctgtgaggtg
gaacggggcec
acacatcagc
aagggtgtgt
ccaagggtgt
caaacaaagg
aatctgaaag
atatcgaaga
gcttacagcc
cacagcccaa
cgactttctc
tggaactgtg
gatttctégc
caacaacttt
caaagcgtcg
cgtcagccac
gacgacacct
cacacacacg
tattgtacgc
ctggctagct
ctggagcgga
agcacgctca
ccgcctgecg
gggctacgac
tactccagcc
catgcacggc
caagccaata
tggagaaaaa

gcgttattat

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



aaaatgaaag
gcaataaaca
aaatgggggc
gctagctttc
cctacaaatg
gtggtcccaa
ccacgtcttc
aatcccacta
ggacacgctg
cacactattg
ccgccggtaa
ctcgatcttt
ggtgcgcggg
atctcgcggg
gatggggggt
tatggtttat
ctttcttctt
tttcatgatt
accatggaca
gaggtcgagg
ctctccctca
ctcgtggaca
atcgagcagc
ctggagggcc
gaccccacta
gccctgacca
gtgtacgtcc
cagaggtggg
atcggcaact
gtccctcette
ccgcgaaatc

ccagggcatc

tacattttga
aattattcta
ttagatgaga
cgatcctacc
ccatcattgc
agatggaccc
aaagcaagtg
tccttcgceaa
acaagctgac
gagaacacac
ccaccccgcece
ggccttggta
aggggcggga

gaatggggct

ttaaaatttc
atttttatat
tttgtgggta
tgtgacaaat
acaacccaaa
tgctcggegg
cgcagttcct
tcatctgggg
tcatcaacca
tcagcaacct
acccagctct
ccgccatcce
aggccgccaa
gcttcgacge
acaccgacca
ccgaactacg
tacaccaacc

gagggctcca
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taaaacgaca
attcggaaat
aacttcacga
tgtcacttca
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
gacccttcct
tctagcagat
agggacaaca
cctctcctcet
gtttgggtgg
tctcgegget
ctcggatgta
cgccgtgcta
atttctgctg
gaatttgaat
gcagcctegt
catcaacgag
tgagcgcatc
gctcagcgag
catctttggc
gaggatcgag
ctaccaaatc
ccgcgaggag
actcttcgcc
cctgcacctc
cgccaccatc
cgctgtccgce
actcccgcecac
ccgtcctgga

tcaggagccc

aattacgatc
ctttatttcg
tttggcgcgce
tcaaaaggac
aggccatcgt
ggagcatcgt
atatctccac
ctatataagg
cctctagaac
caccataaga
ttctttctce
gcgagaggcg
ggggctctcg
gatctgcgat
aacaagatca
cttcgtcagg
ccctcagcat
gcggagcttt
tgcatcccegt
gagaccggtt
ttcgtgccag
ccctcccagt
gagttcgcca
tacgctgaga
atgcgcatcc
gtccagaact
agcgtgctga
aacagccgct
tggtacaaca
ctacccgatc
gaacttcgac

acacctgatg
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cgtcgtattt
acgtgtctac
caaagcttgg
agtagaaaag
tgaagatgcc
ggaaaaagaa
tgacgtaagg
aagttcattt
catcttccac
tccaagggag
gttttttttt
gcttcgtgeg
ccggcegtgga
ccgecegttgt
ggaagagggg
cttagatgtg
tgttcatcgg
tttgtaggta
acaactgcct
acacccccat
gcgctggett
gggacgcctt
ggaaccaggc
gcttcecgega
agttcaacga
accaagtccc
gggacgtcag
acaacgacct
ctggcecgtcec
cgcaccgtgt
ggtagcttca

gacatcctca

ataggcgaaa
attcacgtcc
tcgagtggaa
gaaggtggct
tctgccgaca
gacgttccaa
gatgacgcac
catttggaga
acactcaagc
gcctccgecg
ccgtctcggt
cgcccagatce
tccggceccgg
tgggggagat
aaaagggcac
ctagatcttt
tagtttttct
gaagtgatca
cagcaaccct
cgacatcfcc
cgtcctgggce
cctggtgcaa
catcagccgce
gtgggaggcc
catgaacagc
gctcctgtcc
cgtgtttggc
caccaggctg
tggacattgt
cccaactgac
ggggcagcge

acagcatcac

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
4020

4080



tatctacacc
cccggteggce
cgctccacaa
caccctgtac
tggcactgag
cggcacggtg
gggtttttcc
cgtgagcatc
catcattgca
aggtactact
tggaggaccc
tgcaagaatc
aaggatcttt
atcttttagc
cacagtaggt
gattccagtt
gaacgccctce
cattgaccaa
gcgtgaactc
gcaagactcc
cgggatcacc
aactttcgac
agccttcacc
ctcgatcagg
gccactttct
ccttgagtgg
ttctcatcac
agtctgggtc
gtttctcgaa
gaagtggagg
caaagagtcc

caacatcgcc

gatgcccacc
ttcagcggcc
caacgcatcg
cgcaggccct
ttcgcctacg
gattccctgg
cacaggctca
atcagagctc
tccgacagceca
gttgtcagag
tttgcttaca
cgctatgcct
gctggtcagt
tacgcaacta
gctgacactt
actgcaaccc
tttacctcca
gtgtccaact
tccgagaaag
aacttcaaag
atccaaggag
gagtgctacc
aggtatcaac
tacaatgcca
gcccaatctc
aatcctgact
ttctccttgg
atcttcaaga
gagaaaccat
gacaaacgtg
gtggatgctt

atgatccacg

29088

gcggcgagta
ccgagtttac
tcgctcagcet
tcaacatcgg
gcacctcctce
acgagatccc
gccacgtgtc
ctatgttctc
ttactcaaat
gtccagggtt
ctattgttaa
ctactacaaa
tcaacaagac
tcaacacagc
tcagctcagg
tcgaggctga
ccaatcagct
tggtcaccta
ttaaacacgc
acatcaacag
gcgacgatgt
ctacctactt
ttagaggcta
agcacgagac
ccattgggaa
tggactgctc
acatcgatgt
tcaagaccca
tggtcggtga
agaaactcga
tgttcgtgaa

ccgcagacaa

ctactggtcc
ctttcctctce
gggccagggce
tatcaacaac
caacctgccc
accacagaac
catgttccgce
ttggatacac
acccttggtg
tacaggagga
catcaatggc
tctcaggatc
tatggatacc
ttttacattc
gaatgaagtt
gtacaacctt
tggcttgaaa
ccttagcgat
caagcgtctc
gcagccagaa
gttcaaggag
gtaccagaag
catcgaagac
cgtgaatgtc
gtgtggagag
ctgcagggat
gggatgtact
agacggacac
agctctcgcet
atgggaaact
ctcccaatat

acgtgtgcac
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ggccaccaga
tacggcacga
gtctaccgca
cagcagctgt
tccgetgtcet
aacaatgtgc
tccggcecttca
cgtagtgctg
aaagcacata
gacattctte
caattgcccc
tacgtgactg
ggtgaccctt
ccaatgagcc
tacatcgaca
gagagagccc
actaacgtta
gagttctgcc
agcgacgaga
cgtggttggg
aactacgtca
atcgatgagt
agccaagacc
ccaggtactg
cctaacagat
ggcgagaagt
gacctgaatg
gcaagacttg
cgtgtgaaga
aacatcgttt
gatcagttgc

agcattcgtg

tcatggcctc
tgggcaacgc
ccctgagcete
ccgtcctgga
accgcaagag
cccccaggcea
gcaactcgtc
agttcaacaa
cacttcagtc
gtcgcacaag
aaaggtatcg
ttgcaggtga
tgacattcca
agagtagctt
ggtttgaétt
agaaggctgt
ctgactatca
tcgacgagaa
ggaatctctt
gtggaagcac
ccctcteegg
ccaaactcaa
ttgaaatcta
gttcectctg
gcgctccaca
gtgcccacca
aggacctcgg
gcaaccttga
gégcagagaa
acaaggaggc
aagccgacac

aggcttactt

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



gcctgagttg
tatctttacc
caatggcctc
gcgttcegtce
tccaggtaga
cgtgaccatc
ggaagaaatc
gtacggaggt
tgactatgcc
cgagttcaac
gcttgagtac
cttcatcgtg
agaaggcctg
ttgatgtgtg
ccagtgtttt
gagaaataaa
tttggatccc
attgggttca
ccaagaagga
acaaggtcag
aatcttcaat
aaaagacatc
tcgagcagcet
cctaccaaaa
gggaacaaaa
aacgcagtga
aggatcatca
ccgccctcectg
gagagtggtt
acttgccgtc
cctacacagc

gttggtgtta

tccgtgatcce
gcattctcct
agctgctgga
ctggttgtgc
ggctacattc
cacgagatcg
tatcccaaca
gcctacacta
tccgtgtacg
agaggttaca
tttcctgaga
gacagcgtgg
aattctgcat
tgcgagttct
ctgtacttgt
ttgttctgat
cggggcggcece
atcaacaagg
actcccatcc
ggtacagagt
caaagtaaac
caccgaagac
ggcttgtggg
gcatctttgc
taacgtggaa
cgaccacaaa
gatactcaac
cctttgttac
tagctggatc
ctttgtagca
aatacgagaa

tagggcactt
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ctggtgtgaa
tgtacgatgc
atgtgaaagg
ctgagtggga
tccgtgtgac
agaacaacac
acaccgttac
gccgtaacag
aggagaaatc
gggactacac
ccgacaaagt
agcttctctt
gcgtttggac
tgcgagtctg
gtaatcggct
tttgagtgca
gcgttaacaa
tacgagccat
tcaaaggttt
ctccaaacca
tactgttcca
ttaaagttag
gaccagacaa
ctttattgca
aagagctgtc
agaattccct
caatccttct
tgccacgttt
tagaattaca
gcaaaatata
atgtgtaatt

ggattcagaa

cgctgccatc
cagaaacgtc
tcatgtggac
agctgaagtg
cgcttacaag
cgacgagctt
ttgcaacgac
aggttacaac
ctacacagat
accacttcca
gtggatcgag
gatggaggaa
gtatgctcat
atgagacatc
aatcgccaac
aaaaaaaagg
gcttgagctc
atcactttat
gtaaggaaga
ttagccaaaa
gcacatgcat
tgggcatctt
aaaaggaatg
aagataaagc
ctgacagccc
ctatataaga
aggatctacc
ctctgaatgc
ctctgaaatc
gggacatggt
tggtgcttag

gtttgctgtt
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ttcgaggaac
atcaagaacg
gtggaggaac
tcccaagagg
gagggatacg
aagttctcca
tacactgtga
gaagctcctt
ggcagacgtg
gttggctatg
atcggtgaaa
taatgagatc
tcaggttgga
tctgtattgt
agattcggcg
aattagatct
aggatttagc
tcaaattggt
attctcagtc
gctacaggag
catggtcagt
tgaaagtaat
gtgcagaatt
agattcctct
actcactaat
aggcattcat
gtcttcggta
tctcttgtgt
gtgttctgcecc
agtacgaaac
cggtatttat

aatttaggca

ttgagggacg
gtgacttcaa
agaacaatca
ttagagtctg
gtgagggttg
actgcgtcga
atcaggaaga
ccgttcctge
agaacccttg
ttaccaagga
ccgagggaac
tatcgattct
gccaatttgg
gtttctttcc
atgaataaat
gtgtgtgttt
agcattccag
atcgccaaaa
caaagccfca
atcaatgaag
aagtttcaga
cttgtcaaca
gttaggcgca
agtacaagtg
gcgtatgacg
tcccatttga
cgcgctcact
ggtgattgct
tgtgctgatt
gaagatagaa
ttaagcacat

caggcttcat

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920



actacatggg
tctgcagagc
gttaaattgt
gctcctttat
aagaaataag
taaaaataaa
ccaactgaca
tgttgaccag
gcctctagag
ctccgttcca
gcctcggcaa
agctagtagt
tgatgatcca
cgaaccaaaa
gacgctgtcg
ggacaactcc
gcatgatcca
gtggaagaag
ccttctcaag
gatctttcca
tctcaaccag
gcaagcaaac
tgcggtgect
cttgcctcag
tgccaacctg
ctctgcagcce
caactattgc
catgctggag
gctcttcaag
tggtccccaa
ccaagtcaac

ccccaacatt

tcaatagtat
ttattatttg
taacgcctga
tgtgaccata
tactgacagt
gagtttcctt
ctatattgct
tgttactcac
gatcagcatg
ggggctcaag
cgtcagcaac
tctttgcatt
tgcatggact
cacacgtact
tacctgccge
gtcctgaact
ttcagcttcc
aacaaccaca
aaggtcggct
tctggctcca
cgcctcaaca
gtggaggagt
ctgtccatca
ttccagatgce
cacctctcct
acgctgagga
atcaacacct
ttcaggacct
taccagagcc
caaactcaga
tccaactacg

gttggcctcce
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agggattcat
ccaaaattag
aggaataaat
agtcaagatc
attttgatgc
tttgttgctc
tctctttaca
atagtctttg
gcgcccaccg
tccaccgceca
ggcggaagga
gcagcagctg
gatgtgtgtt
acgtgcaggt
cgctgtcgac
ctggtcgcac
agcacaagag
gcctgtacct
ctctcgtcgg
ccaacctcat
ctgataccct
tcaaccgcca
cttcttcegt
aaggctacca
tcattcgtga
cctaccgcga
accagtcggc
acatgttecct
tgctggtgtc
gcttcaccag
tcctcaacgg

ccggctccac

attataggcg
atattcctat
ataaatgacg
agatgcactt
attgatctgc
tccttacctce
tacgtatctt
ctcatttcat
tgatgatggc
gcctcceegt
tccggtgceat
cagctagcga
gcccatccca
gtggccggece
cggcgggcegce
caccatctgc
cctcgacact
ggaccccatc
gaagcgcatc
gcaagacatc
tgctcgegtce
agtggacaac
gaacaccatg
gctgctcctg
cgtgatcctc
ctacctgaag
cttcaagggc
gaacgtgttc
cagcggcgcec
ccaggactgg
cttctctggt

cacaactcat
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atactataat
tctgtttttg
aaattttgat
gttttaaata
ttgtttgttg
ctgatggtat
gctcgatgcc
tgtaatgcag
ctcgtecggcece
cgcccgecge
gcaggtaaca
gttagtaata
tcccatttce
tacggcaaca
atccgctgca
gacgcctaca
gttcagaagg
gtcggcacgg
ctctcggaac
ctcagggaga
aacgctgagc
ttcctcaacc
caacaactgt
ctgccactct
aacgctgacg
aactacacca
ctcaatacga
gagtacgtca
aacctctacg
ccattcctgt
gctcgcecctct

gctctgcttg

aatttgttcg
tttgtgtgcect
gtttatctct
ttgttgtctg
taacaaaatt
ctagtatcta
ttctcecctag
ataccaagcg
accgccgtceg
tcctccagaa
aatgcatcct
ggaagggaac
caaccccaaa
agaagttcga
tgcaggccat
acgtcgcggce
agtggacgga
tggccagcectt
tccgcaacct
ccgagaagtt
tgacgggtct
ccaaccgcaa
tcctcaadcg
ttgctcaggce
agtggggcat
gggactactc
ggcttcacga
gcatctggtc
ccagcggctc
attcgttgtt
ccaacacctt

ctgccagagt

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840



gaactactcc
caactgctcc
cggctccgac
cacccttggce
ctacttcatc
tccactgcac
aagggcgtac
cggctccatg
cgccacccaa
cgactccctg
caacagctac
catcaacggg
caacgacaac
ctccgacgtce
gaacatcatg
atgggaattc
gccggtcttg
aacatgtaat
tacatttaat
gcggtgtcat
accaagcttt
tgtagacacg
taaatacgac
ctgcggacat
atattgacca
tatagatacc
tggcacatct
atattaaagc
gtccatctat
tcagttgcat
tcactggtca

actatcgcca

ggcggcatct
accttcctgce
cgcgagggcg
ctccggagceg
aggaacatct
tacaacgaga
atggtgagcg
atccacctgg
gtgaacaacc
aggttcgagc
aacctgtacc
agggtgtaca
ggcgccecgcet
ccgctggaca
ctggtgccaa
ccgatcgttc
cgatgattat
gcatgacgtt
acgcgataga
ctatgttact
ggcgcgccaa
tcgaaataaa
ggatcgtaat
ctacattttt
tcatactcat
gtgttatttt
agcttttgcece
tgcaggggta
atccatcaaa
acttgcagca
gattcatcct

cacctcaccg
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cgagcggcga
cgccgctgcet
tggccaccgt
gcgccttcac
ctggtgttcc
tcaggaacat
tccataacag
cgcccaatga
agacacgcac
agaacaacac
tgcgcgtcag
cagccaccaa
tcagcgacat
tcaacgtgac
ctaacatctc
aaacatttgg
catataattt
atttatgaga
aaacaaaata
agatcgggga
atcgtgaagt
gatttccgaa
ttgtcgtttt
gaattgaaaa
tgcatcccceg
ttgagtattg
taataccatg
gcctgtctcece
tcagcaccgt
ggttctccct

gcctctceccg

cggggagacg

cattggtgca
caccccgtte
caccaactgg
ggcgcgtgga
tctcgtegte
cgcctctceg
gaagaacaac
ttacaccggce
cttcatctcc
caccgccagg
ctccattggce
tgtgaacacg
caacattggc
cctgaactct
gccgctgtac
caataaagtt
ctgttgaatt
tgggttttta
tagcgcgcaa
tatcccecggg
ttctcatcta
ttagaataat
atcaaaatgt
aaaattggta
gaaattatgt
gaaatttcat
tagggctaca
acctggttct
ccggtcegtg
cctcaccatt

catgcgctcc

aagacggtgg
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tcgccgttca
gtgaggtcct
caaaccgagt
aattctaact
cgcaacgagg
tccgggacgce
atccacgctg
ttcaccatct
gagaagttcg
tacaccctgc
aactccacca
acgaccaaca
aacgtggtgg
ggcacccagt
tgataggagc
tcttaagatt
acgttaagca
tgattagagt
actaggataa
gcggccgcegg
agcccccatt
ttgtttattg
actttcattt
attactcttt
ttttttaaaa
ttcaacccaa
tcttaaaaat
gcctcgagcece
cgcacctcct
tcctctgect
ctcccecatgce

acgcatcctc

accagaactt
ggctcgacag
ccttcgagac
acttccccga
acctccgceceg
ccggaggtge
tgcatgagaa
ctccaatcca
gcaaccaggg
gcggcaacgg
tcagggtcac
atgatggcgt
ccagcagcaa
tcgacctcat
tctgatcccc
gaatcctgtt
tgtaataatt
cccgcaatta
attatcgcgce
ggaattcggt
tggacgtgaa
ctttcgcecta
tataataacg
ctttttctcce
accacggtat
agtttcttca
ctatactact
aatctaaacc
ctcccgcetat
cctctctecge
cccgtctege

acctcctccg

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760



ctagttgtcg
cccgacgcecg
ggcgatgcct
aggcgggcca
atcgtgtgcc
cggacgccct
tctceetgtg
ccaaccacct
<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Nhén

<220>
<223>

<400> ©

ctcttccatc
ccgcttctcec
ccgctctgceca
agactaggca
gctaccgaac
caatgcactg
cctcectcetce

cccgcegeagg

tao

29088

ctcttcaaca
cctccccecatg
tagaggaggg
acaataggac
aacatctccg
atatctaccc
ttgccctctce

gtcaccaa

gccaataaaa ggatggtaat ga

<210> 7
<211> 23
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 7

tao

ctttttctcc atattgacca tca

<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Nhén

<220>
<223>

<400> 8
ggtatccctc
<210> 9
<211> 24
<212> ADN

<213> Nhéan

<220>
<223>

tao

cagaccagca

tao

Trinh tu tdng hop

Trinh tu tdng hop

acttctacat
gaggacgaga
ttgtagtggc
ggcacgcccg
gcgctggagt
ggtctccatc

ccttccaact

-48-

agggagaggce
acatcgacct
aagcagcaat
gttgtcagcg
cggtgagtta
gccgcececttce

gctcccgecce

Trinh tu téng hop; tuong Gng vdi SEQ ID NO:5 &

ggttcggegt
cggcggéggg
gccaacaccg
aggtggcggce
ctgcgccacc
ctcecttcce

cagccctagce

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12208

vi tri 2034-2055

22

Trinh tu téng hop; tuong Gng véi SEQ ID NO:5 & vi tri 11345-11367

23

20
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<400> 9

gtggactcct tctggatgtt gtaa 24
<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 10

gtcagggtgc tgctgctgcect a 21
<210> 11

<211> 23

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 11

ggtttaagaa ccattttgct ccc 23
<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop; tuong tng véi SEQ ID NO:5 & 2003-2026

<400> 12

tacgtcaggg tgctgctgct acta 24
<210> 13

<211> 24

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 13

atratttycg gggatgcaac caac 24
<210> 14

<211> 16

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop; tuong tng véi SEQ ID NO:5 & vi tri 2061-2076

-49-
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<400> 14

atggatcagc aatgag 16

<210> 15

<211> 26

<212> ADN
<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 15

ctgtcaagcc aataaaaggg ttgttt 26
<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 16

ctgtcaagcc aataaaaggg ttgttt 26
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 17

caactcgtcc gtgagcatca 20
<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220> ‘

<223> Trinh tu tdng hop; trinh tu bd tro nguoc cua trinh tu tuong tng véi
SEQ ID NO:5 & vi tri 4605-4628

<400> 18

aactcagcac tacggtgtat ccaa 24
<210> 19

<211> 16

<212> ADN
<213> Nhén tao

-50-
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<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 19

gcctgccgca gaccaa 16
<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Nhéan tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 20

caatgcagag ctcagcttca tc 22
<210> 21

<211> 17

<212> ADN

<213> Nhan tao

<220>
<223> Trinh tu tdéng hop; tuong Gng véi SEQ ID NO:5 & vi tri 4587-4603

<400> 21

cagagctcct atgttct 17
<210> 22

<211> 26

<212> ADN

<213> Nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdéng hop

<400> 22

tccagtacgt gcagtccctce ctccect 26

-51-





