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Linh vire k§ thuit dwoc dé cip

N6i chung, sang ché d& cap dén linh vuc nong nghiép, nhin gidng cay trong va
sinh hoc phén tir. Cu thé hon, sang ché d& cap dén cac phuong phap va ché pham dé diéu
hoa chon loc sy biéu hién protein trong mé sinh san duc cua cac cdy chuyén gen va su
dung chung.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Hat lai duoc tao ra bang cach lai hodc thu phén chéo cac cdy c¢6 quan hé gin va ¢
thé duoc phat trién thanh cay lai con mang t Hop cac tinh trang mong mubn khéng c6 &
cdy bb me. Cy lai c6 thé thé hién cac dic diém néng hoc tot hon nhw cai thién vé kich
thude cdy, sin lrong, thanh phin dinh dudng, kha ning khéng bénh, khang thudc diét co,
kha ndng chiu duge dp luc, kha nang thich nghi véi khi hau, va céc tinh trang mong mudn
khéac. Dé dat dugc san luong hat lai cao doi hoi phén hoa ctia mét cdy khong duge phép
tur thu phén véi chinh cay d6. Han ché 16n nhit dbi v6i qué trinh san xudt hat lai & nhiéu
loai cdy trong la thiéu cac phuong phap don gian, dang tin cdy va kinh té dé tao ra cac
cy bét thu duc va khéng c6 kha ning ty thu phan.

Trong qua trinh san xudt hat lai, su tao thanh phin hoa va su phat tan phan hoa c6
thé duoc ngan chin & cay duc dé tao diéu kién cho su thu phén chéo cua cdy duc cht
khéng phai 12 sy ty thu phan. C6 thé tién hanh ngin chin bang cach loai bo bang tay céc
t6 chirc chira phan hoa chang han (vi duy, bang cich loai bo cum hoa bang tay hodc bang
may & cdy ngd), stt dung bién phéap di truyén kiém soat qué trinh thu phéan (vi du, béng
cach str dung cong nghé bat thu duc t& bao chat hodc bat thu duc nhén), st dung tdc nhan
hoa hoc, hodc t& hop bit ky céc bién phap nay. Py c6 thé 1a mdt quy trinh can nhiéu
nhén cong va do do chi phi sé dat. O cdy ngo, vi du, viéc loai bé cum hoa thudng dugc
tién hanh bing hai budc: loai bd cum hoa bing may sau d6 loai bé cum hoa bang tay.
Viéc san xuét thuwrong mai hat lai chi st dung céac chét diét giao tr hoa hoc chu yéu bi han
ché boi tinh trang thidu chung sy chon loc giao tir va tic dng cua ching dén céc bo phan
khéc cta cdy trong. Do d6, cac phuong phép cai thién ning sut ctia qua trinh san xuat

hat lai van ¢6 nhu cau cao.
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Ban chit k§ thuit cia sang ché

N6i chung, sang ché d& cap dén viéc cai tién phuong phap diéu hoa chon loc su
biéu hién protein trong mo sinh san dyc cla cac cay chuyén gen, cac phan tir ADN tai t6
hop hitu dung trong cac phuong phap nay, cling nhu 1a cac cay chuyén gen, céac té bao va
hat chira cac phan tod ADN tai t6 hop nay. Sang ché dé cap dén sy cai tién so véi giai
phap k¥ thudt da biét bing cich tao ra cc yéu t6 dich siARN dic hiéu mé duc (mts-
siARN) c6 kha nang tao ra su didu hoa chon loc t6t hon su biéu hién cta protein dugc ma
hoa boi phan tir polynucleotit co6 kha ndng phién méi va sang ché ciing dé cap dén cac
phan tir ADN tai t6 hop va ché phim chua cac yéu t6 dich mts-siARN nay va phuong
phéap st dung cac yéu t6 dich mts-siARN nay d8 tao ra tinh bat thu duc & cic cay chuyén
gen dé san xuét hat lai.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén phan tor ADN tai td hop chua yéu t6 dich
mts-siARN dugc lién két chire ning véi phan tir polynucleotit ¢6 kha nang phién ma khac
ngudn gbc. Theo mdt phuong 4n, yéu t6 dich mts-siARN dugc bao gdm trong ving
khong duoc dich mi 3’ duoc lién két chirc ndng véi phan tir polynucleotit c6 kha ning
phién ma khic ngudn gbc. Theo mét phuwong an khac, yéu t6 dich mts-siARN dugc dat
vao vi tri gifta phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma khac ngudn gdc va trinh tur
polyadenyl héa duoc lién két chuc ning ma 1a mot phan cua ving khong duoc dich ma
3°. Theo mot phuong an, yéu td dich mts-siARN bao gdm trinh tu duge chon tir nhém
gém SEQ ID NO: 1-16, 23-92, va céc trinh ty bd sung cua chung. Theo mot phuong an
khac, phan tit polynucleotit c6 kha ning phién méi khac ngudn goc tao ra tinh khang
thude diét co, vi du tinh khang thudc diét ¢é sinh dudng, cho cay trong. Theo mot phuong
an khdc, phin t polynucleotit c6 kha ning phién mé khéc ngudn gdc khong tao ra tinh
khang thudc diét cé sinh san duc cho céy trdng. Theo mdt phuong an khéc, phan tir
polynucleotit ¢c6 kha nang phién ma khac ngudn gbc 1a S-enolypyruvyl shikimat 3-
phosphat syntaza (EPSPS) khing glyphosat.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén ciu tric ADN tai t6 hop chua yéu t6
dich mts-siARN theo sang ché duoc lién két chirc ning v6i phan tir polynucleotit c6 kha
nang phién ma khac ngudn gc.

Theo khia canh khéc, sang ché dé cap dén phuong phép téng hop phan tir ADN tdi
t6 hop bao gdm lién két chtic ning it nhit mot yéu t6 dich mts-siARN véi phan tir

polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn gbc. Theo mot phuong 4n, yéu to dich
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mts-siARN bao g6m trinh tu dugc chon tir nhém gém SEQ ID NO: 1-16, 23-92, va cac
trinh tu bd sung ctia ching.

Theo khia canh khac, sang ché d& cap dén cy chuyén gen chira yéu t6 dich mts-
siARN theo sang ché. Theo mot phwrong 4n, ciy chuyén gen chtra yéu t6 dich mts-siARN
dugc lién két chirc nang voi phan tir polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn gc.
Theo mot phuong 4n khéc, yéu té dich mts-siARN bao gdm trinh tw dugc chon tir nhém
gdm SEQ ID NO: 1-16, 23-92, va céc trinh tu bd sung cta chung. Theo mot phuong an
khac nita, ciy chuyén gen duoc tao ra bang cach bién nap phan tir ADN tai t6 hop hodc
chu tric ADN chira it nhit mot yéu té dich mts-siARN dugc lién két chirc niang véi phan
ta polynucleotit ¢ kha nang phién ma khac ngudn gbc vao cdy. Theo mot khia canh
khéc, sang ché dé cap dén hat, té bao hodc by phén cua cly chuyén gen nay. Theo mot
phuong an, cay nay la cay mot 14 mam. Theo mdt phuong 4n khac, cdy nay 1a cdy ngd
(Zea mays).

Theo mdt khia canh khac, sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu hoa chon
loc su biéu hién protein trong md sinh san dyc cua cay chuyén gen bang cach biéu hién
phan tir ADN téi t6 hop chita yéu t6 dich mts-siARN dugc lién két chtrc ning v6i phan tir
polynucleotit ¢c6 kha nang phién ma khac ngudn gdc trong ciy chuyén gen. Theo mot
phuong 4n, yéu t6 dich mts-siARN bao gbm trinh tuw duoc chon tir nhém gém SEQ ID
NO: 1-16, 23-92, va céc trinh ty bd sung cia chiing. Theo mdt phuong an khéc, phén ti
polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn gbc tao ra tinh khang thude diét co, vi du
tinh khang thubc diét co sinh dudng, cho cay trong. Theo mot phuong an khac, phan tir
polynucleotit c6 kha ning phién ma khac ngudn gdc khong tao ra tinh khéng thude diét
c6 sinh san duc cho ciy tréng. Theo mot phuong an khac, phan tr polynucleotit c6 kha
ning phién ma khac ngudn gbc 1a EPSPS khang glyphosat.

Theo mdt khia canh khac nira, sang ché dé cap dén phuong phép tao ra tinh bat thu
duc & cay chuyén gen, bao gdm budc phun thude diét cd 1én cay chuyén gen ma c6 phan
tir ADN t4i t& hop chta yéu t& dich mts-siARN duge lién két chirc ndng voi phan tur
polynucleotit ¢6 kha nang phién ma khédc ngudn gbc trong bd gen ctia nd ma tao ra tinh
khang it nhat mot thudc diét co thir nhét cho cdy chuyén gen, trong d6 thudc diét co duoc
phun trude hodc dong thoi véi su phat trién mo sinh san duc cla cdy chuyén gen, nhd d6
tao ra tinh bat thu duc & cdy chuyén gen. Theo mdt phuong 4n, phén tir polynucleotit c6

kha nang phién ma khac ngudn gbc tao ra tinh khéng thudc diét ¢ sinh dudng, nhung
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khéng tao ra tinh khang thudc diét co sinh san duc cho cay chuyén gen. Theo mot
phuong an khac, cdy chuyén gen 1a ciy ngd. Theo mot phuong an khac, viéc phun thude
diét co it nhat ngdn chan su phat trién phén hoa, sy phét tan phén hoa, hodc su nhod ra ctua
bao phén & ciy chuyén gen dugc xir Iy. Theo mot phuong an khac, giai doan phat trién
cua mo sinh san duc khi phun thudc diét co 1a giai doan dugc chon tir nhém gém giai
doan V4, V5, V6, V7, V8, V9, V10, V11, V12, V13 va V14 cua su phat trién cay ngo.
Theo mot phwong 4n khac, thude diét co nay dugce chon tir nhém gdm cac chét trc ché
axetyl coenzym A carboxylaza (ACCaza), chat trc ché axetolactat synthaza (ALS), chat
trc ché hé théng quang II (PSII), chét trc ché protoporphyrinogen oxidaza (PPO), chat trc
ché 4-hydroxyphenyl dioxygenaza (HPPD), chit tc ché S-enolypyruvyl shikimat 3-
phosphat synthaza (EPSPS), chét e ché glutamin synthetaza (GS), va auxin téng hop.
Theo mét phuong an khac, thude diét co 1a glyphosat va polynucleotit ¢6 kha ndng phién
ma khac ngudn gdc ma héa EPSPS khang glyphosat.

Theo mot khia canh, sang ché ciing dé cap dén phuong phap san xuét hat lai bao
gdm phun mdt lugng hitu hidu thudc diét co 1én cay chuyén gen chita phan tr ADN téi t6
hop chtra yéu t6 dich mts-siARN duoc lién két chiic ndng v6i phan tir polynucleotit ¢6
kha nang phién ma khac ngudn gdc trong bd gen clia né, trong do thudc diét co duoc
phun trude hodc dong thoi voi giai doan phat trién mo sinh san duc ctia cay chuyén gen,
nho d6 tao ra tinh bat thu duc & cdy chuyén gen; thu phén. cdy chuyén gen v6i phan hoa
cua mot cay thir hai; va dé cay chuyén gen tao hat lai. Theo mdt phuong 4n, cay chuyén
gen 1a cdy ngd. Theo mdt phuong an khac, thudc diét co 1a glyphosat va phan tir
polynucleotit c6 kha nang phién ma khdc ngudn gbc 1a EPSPS khang glyphosat. Theo
mot phuong an khac, glyphosat dugc phun ddng thoi voi sy phat trién cdy véi lugng hitu
hiéu niam trong khoang tr 0,125 pao (0,06kg) duong lugng axit trén mdi miu Anh
(0,4ha) (ae/acre) dén 8 pao (3,63kg) duong luong axit trén mdi mau Anh (0,4ha). Theo
khia canh khéac, sang ché dé cap dén hat lai dugc san xuét bang phuong phap nay. Theo
mot phuong 4n, hat lai chira phan tr ADN tai t6 hop.

Cac phuong 4n cu thé khéc theo sang ché dugc boc 16 trong phdn mo ta chi tiét
dudi day. Trong phan md ta va yéu cau bao hg, trir khi dugc quy dinh theo cach khac,
thuat ngtt “chira” va céc thuit ngl bién thé cta nd, nhu “chira” va “viéc chia”, s& duoc

hiéu 12 bao gom s6 nguyén, yéu t0, hodc budc hodc nhom so6 nguyén, yeu to hodc bude
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duoc néu, nhung khong loai trir s6 nguyén, yéu t6, hogc budc hoic nhém s6 nguyén, yéu
t6 hodc budc khac bat ky.
MBS ta vin tit hinh vé

Fig.1. Thé hién cac giai doan phat trién cum hoa V7 & T2, V8/V9 & T4, V10/V11
& T5, V12 & T6, va VT & T7 thé hién kich thudc va hinh thai cum hoa trong d6 cac anh
pand phia dudi thé hién mit cit ngang cua bao phan thé hién giai doan phét trién phén
hoa. Cac giai doan trudc d6 (V10/V11 va V12) dugce sir dung trong giai phap da biét dé
phén 14p c4c phan tir ARN nho dé xé4c dinh cac phan tir mts-siARN dugc thé hién bang 6
nét lién; céc giai doan (V7, V8/V9, V10/V11 va V12) dugc mé ta & ddy dé phan 1ap cac
phan tir ARN nho dugc thé hién bang 6 nét dtt.

Fig.2. Thé hién bing so d6 sy sip thing hang cac trinh tw mts-siARN trén trinh tu
cADN dugc dé cap ¢ dang SEQ ID NO: 17. Trinh tw cADN dugc thé hién tir nucleotit 1
dén 1826, va cac dudong ngin thé hién sy sip thang hang cta mach bd sung cta timg trinh
tw mts-siARN, hodc céc trinh tu dudi cta céc trinh tu mts-siARN 1ién ké hodc cac trinh tu
mts-siARN chong lop (cac dudng dai hon tuong tmg) so véi trinh tw cADN. Céc trinh tu
mts-siARN ma mach giéng cADN khong duge thé hién. Mirc biéu hién tuong ddi dugce
chuén héa cia mts-siARN duoc thé hién & bén trai. Ving duoc dong khung 1a ving ctia
trinh ty cADN giau cac phan tir dich mts-siARN.

Fig.3. Biéu d6 thé hién mts-siARN mach kép, mts-siARN mach don, trinh tu dich
mts-siARN trong mARN, va mot vung cia mARN co sb trinh tu dich mts-siARN cao
hiru dung 1am yéu t6 dich mts-siARN.

Fig.4. Thé hién anh ctia cum hoa ngé RO va phin hoa tir cic cdy chuyén gen mang
hai ban sao chira phan tir ADN tai t6 hop chira gen chuyén ma héa protein EPSPS khéng
glyphosat duoc lién két chirc ning véi yéu t6 dich mts-siARN (SEQ ID NO: 2) dugc
nhudém béng thudc nhudm Alexandar. Céac su kién 1 dén 4 duoc phun 0,751b ae/acre
thudc diét co glyphosat & giai doan V5 sau d6 1a giai doan V8 va thé hién cac cum hoa c6
tinh bat thu duc hoan toan nhu duoc xéac dinh bdi su khong né hoa va cac hat phan hoa
khong ¢6 stc séng hoic khong thdy c6 hat phin trong bao phan. Céc cay d6i ching
khéng dugc phun glyphosat va cé thoi ki ra hoa va sy phat tan phan hoa binh thuong va
quan st dudi kinh hién vi phat hién thdy céc hat phin hoa binh thuong.

MO ta van tit cac trinh tu
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SEQ ID NO: 1 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN c6 95% trinh tu ddng nhat voi
cac vi tri nucleotit 1429 dén 1628 cua trinh tw cADN duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ
ID NO: 17.

SEQ ID NO: 2 - Trinh tu yéu t§ dich mts-siARN ¢6 95% trinh tw dong nhit voi
céc vi tri nucleotit 1429 dén 1628 cua trinh tu cADN dugc thé hién & day dudi dang SEQ
ID NO: 17 va ¢6 thay d6i mét nucleotit (T69A) so v6i SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 3 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuong tng v6i cdc vi tri nucleotit
239 dén 433 cta trinh tu cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 18.

SEQ ID NO: 4 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuong tng v6i cdc vi tri nucleotit
477 d@n 697 cua trinh tu cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 18.

SEQ ID NO: 5 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuwong tmg véi cac vi tri nucleotit
239 dén 433 cta trinh tu cADN duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 19.

SEQ ID NO: 6 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuong ng v&i cac vi tri nucleotit
370 dén 477 cua trinh tu cADN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 19.

SEQ ID NO: 7 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuong (mg véi cac vi tri nucleotit
1357 dén 1562 ctia trinh tw cADN duoc thé hién & day duéi dang SEQ ID NO: 20.

SEQ ID NO: 8 - Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN tuong tng v&i cdc vi tri nucleotit
247 dén 441 cta trinh tu cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 21.

SEQ ID NO: 9 - Mach bd sung ngugc cia trinh tu yéu t6 dich mts-siARN ¢6 99%
trinh tu déng nhét véi cac vi tri nucleotit 191 dén 490 cuia trinh tu cADN duge thé hién &
day duédi dang SEQ ID NO: 22 véi ba nucleotit bat cap nhiam (C314A, A350G, va
G408A).

SEQ ID NO: 10-16 - Cac trinh tyr yéu t6 dich mts-siARN t4i t6 hop.

SEQ ID NO: 17 - trinh ty cADN chua it nhat mot ving giau trinh tu dich mts-
siARN. Chtra céc trinh tu yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién bdi SEQ ID NO: 1 va
SEQ ID NO: 2 va sép thing hang v6i cac trinh ty mts-siARN SEQ ID NO: 23-31.

SEQ ID NO: 18 - trinh tw cADN chua it nhit mot ving giau trinh ty dich mts-
siARN. Chira céc trinh tu yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ ID NO: 3 va
SEQ ID NO: 4 va sip thang hang v6i cac trinh ty mts-siARN SEQ ID NO: 32-42.

SEQ ID NO: 19 - trinh tw cADN chua it nhét mot vung giau trinh tu dich mts-
siARN. Chira céc trinh tu yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ ID NO: 5 va
SEQ ID NO: 6 va sép thing hang v&i céc trinh tu mts-siARN SEQ ID NO: 43-52.
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SEQ ID NO: 20 - trinh tu cADN chua it nhét mot vung giau trinh ty dich mts-
siARN. Chua trinh tu yéu té dich mts-siARN duoc thé hién boi SEQ ID NO: 7 va sép
thing hang voi cac trinh tw mts-siARN SEQ ID NO: 53-60.

SEQ ID NO: 21 - trinh tu cADN chua it nhét mot vung giau trinh tu dich mts-
SiARN. Chtra trinh tu yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8 va sip
thing hang véi cac trinh ty mts-siARN SEQ ID NO: 61-69.

SEQ ID NO: 22 - trinh ty cADN chta it nhat mot vung giau trinh ty dich mts-
siARN. Chtra trinh tu yéu té dich mts-siARN duoc thé hién béi SEQ ID NO: 9 va sap
thing hang vdi cac trinh tr mts-siARN SEQ ID NO: 70-87.

SEQ ID NO: 23-92 — céc trinh ty ADN tuwong Ung véi céc trinh ty mts-siARN
theo sang ché, ma sap thing hang v&i céc trinh tw cADN dugce thé hién & day dudi dang
SEQ ID NO: 17-22.

MG ta chi tiét sing ché

Sang ché d& cap dén cac phan tir ADN tdi t6 hop, ché phdm va phuong phap diéu
hoa chon loc su biéu hién protein, vi du biéu hién phin tir polynucleotit ¢6 kha ning
phién ma khac ngudn gdc, trong md sinh san dyc cua ciy chuyén gen va sir dung chung.
Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén phan tir ADN tai t6 hop ma chia yéu t6 dich
ARN can thiép nho dic hiéu mé dyc (male tissue-specific small interfering RNA-mts-
siARN) duoc lién két chirc nang véi polynucleotit ¢ kha nang phién ma khac ngudn goc.
Céc phan tr ADN tai td hop nhu vy 1a hitu dung dé didu hoa chon loc su biéu hién
polynucleotit c¢6 kha nang phién ma khac ngudn gbc trong mo sinh san duc cia ciy
chuyén gen. Céc trinh ty axit nucleic c6 thé dugc dé cap 0 dang ADN hodac ¢ dang ARN,
nhu duoc chi r3; viéc md td mot phan tir tat yéu cling md ta phan tr con lai, la da biét ddi
v&i nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Hon nita, viéc md ta trinh tu
axit nucleic nhit dinh nhét thiét phai x4c dinh va bao gém trinh tu bd sung cua trinh tuw
d6, nhu d4 biét dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay.

ARN can thiép nho (Small interfering RNA-siARN) la mot 16p cac phan tr ARN
c6 chidu dai gdm 18-26 nucleotit (nt) (vi du, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, hodc 26 nt).
Trinh tu siARN co thé duoc thé hién béng trinh tu nucleotit ARN gém guanin (QG),
xytosin (C), adenin (A), va uraxil (U) hodc bang trinh tu nucleotit ADN tuong duong
gdm guanin (G), xytosin (C), adenin (A), va thymin (T). Céc chiic nang cua siARN trong
phtic hop lam cam dugc cam Ung boi ARN (RNA-induced silencing complexe-RISC) 1a
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oy ra su thoai bién ARN thong tin (mARN) dic hiéu trinh tw, ma din dén 1am gidn doan
su biéu hién gen va diéu hoa giam su biéu hién protein dugc ma hoa boi gen.

“siARN dic hiéu mo duc” hay “mts-siARN” 1a mot siARN dugce lam giau hodc
duoc biéu hién dic hiéu trong (cac) mo sinh san duc (vi du, cum hoa duc) cta ciy trff)ng
do d6 ¢6 kiéu biéu hién dic hiéu mo6 duc. SiIARN dic hiéu mo duc di duge xac dinh &
cac cdy trong va co thé duge phat hién bang cach sir dung cac k¥ thuat da biét trong linh
vuc k¥ thuat nay, nhu phan tich béc trong luong phan tir thép. “Trinh tu mts-siARN” la
trinh tu axit nucleic cua mts-siARN. Céac trinh ty mts-siARN duogc liy lam vi du & dang
trinh tw ADN tuong Ung cua phan t&r mts-siARN mach kép dugc thé hién o day dudi
dang SEQ ID NO: 23-92.

Trinh tu ADN ma Ia trinh tu bd sung voi trinh tur mts-siARN dugc dung dé chi ¢
day la “dich mts-siARN”. Dich mts-siARN dugc chura trong trinh tw ADN cta mot gen
va duoc phién ma thanh trinh ty ARN cua phan tr mARN tuong ung. Mot mach cua
phan t&r mts-siARN mach kép sau do cé thé gin két hoic lai v6i dich mts-siARN trong
phan tr mARN trong céc diéu kién sinh 1y dién hinh. Xem Fig.3. Trinh ty axit nucleic bo
sung véi trinh ty mts-siARN néu sép théng hang hai trinh ty axit nucleic thu dugc su bét
cdp chinh x4c (khong cé bét ciap nhdm tic 13, bd sung hoan toan), mot goc bét cap nham,
hai géc bét cap nham, hoic ba géc bét cip nham trén chiéu dai cta trinh tu mts-siARN.
Céc trinh ty bd sung c6 thé bét cip bazo v6i nhau theo cdc quy tdc bd sung chudn cia
Watson-Crick (tirc 13, guanin bat cip véi xytosin (G:C) va adenin bét cap voi thymin
(A:T) hodc uraxil (A:U). “Trinh tu dich mts-siARN” 1a trinh tu axit nucleic ctua dich mts-
siARN. Céc trinh tu dich mts-siARN duogc léy lam vi du duoc thé hién & day dudi dang
SEQ ID NO: 23-92.

Nhiéu hon mét dich mts-siARN c6 thé duoc tao cum v&i nhau hodc tham chi
chéng lop 1én nhau trong mdt phan tit ADN. Phan tit ADN chtra nhiéu hon mdt dich mts-
siARN duoc dung dé chi ¢ ddy 1a “yéu t6 dich mts-siARN”. Yéu t6 dich mts-siARN chtra
it nhét hai hodc nhiéu hon hai dich mts-siARN trong ctra s trinh tu 500 nucleotit. Yéu t
dich mts-siARN ¢6 thé ¢ chiéu dai bét ky, nhu khoang 30 nucleotit (nt), khoang 40 nt,
khoang 50 nt, khoang 60 nt, khoang 70 nt, khoang 80 nt, khoang 90 nt, khoang 100 nt,
khoang 150 nt, khoang 200 nt, khoang 250 nt, khoang 300 nt, khoang 350 nt, khoang 400
nt, khoang 450 nt, hoac khoang 500 nt. “Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN” 1a trinh ty axit
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nucleic cua yéu té dich mts-siARN. Céc trinh tu yéu t6 dich mts-siARN dugc 1y 1am vi
du duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 1-16.

Nhu duoc st dung & day, phan tit ADN, polypeptit, protein, t& bao, hogc vi sinh
vat “tai tb hop" ¢o thé khong cé ngudn gdc trong tu nhién hodc dugce tao ra bdi con nguoi
béng cach st dung cac cong cu k¥ thuat di truyén va vi thé 13 san phém hoat dong cua
con ngudi va néi cach khac thuong s& khong c6 ngudn gde trong tu nhién. "Phan tir ADN
tai t6 hop” dugc ding dé chi phan tir ADN chita mét t6- hop céc phén tir hodc céc trinh tur
ADN ma khong c6 ngudn gdc trong tu nhién trlr phi ¢é su can thiép cta con ngudi. Vi
du, phan tir ADN tai to hop c6 thé 1a phan tir ADN ma bao gdm it nhat hai phan tir ADN
khac ngudn gdc véi nhau, mot phan tr ADN chira trinh tt ADN ma c6 ngudn gbc tir cac
trinh tu ADN ton tai trong tu nhién, hodc mot phan tt ADN duogc két hop vao ADN cua
té bao chii bang cac bién nap di truyén. Theo mét phuong 4n, phan tir ADN tai t6 hop
theo sang ché 1a phan tr ADN chita yéu t6 dich mts-siARN duoc lién két chirc nang véi
it nhdt mot phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma, vi du, trong d6 phan ti
polynucleotit c6 kha ning phién ma nay 1a khac ngudn géc voi yéu to dich mts-siARN.
Nhu dugce st dung ¢ day phan tir hodc té bao hodc vi sinh vat “tai to hop” c6 thé duoc coi
1a duogc tao ra boi con nguoi.

Nhu duoe st dung & dy, thuat ngit “khac ngudn gbc” duoc dung dé chi to hop
gdm hai hodc nhiéu phan tir ADN hoic protein néu t6 hop nay thudng khong dugc tim
thay trong ty nhién hodc néu to hop nay duogc tao ra theo hudng hodc thtr tu khic véi
hudng va tht tu duge tim théy trong tu nhién. Vi dy, hai phan trt ADN ¢6 thé duoc thu tur
cac loai khac nhau hodc duogc tao ra béng cach téng hop va/hoéc hai phan tt ADN cé thé
duoc thu tir cac gen khac nhau, vi du, cac gen khécvnhau tr cung mot loai hodc cac gen
gidng nhau tlr cac loai khac nhau. Theo mdt vi du, yéu td diéu hoa hodc yéu té dich mts-
sIARN c¢6 thé khac ngudn gdc v6i phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma duoc lién
két chirc ning néu t6 hop nay thuong khong duoc tim thay trong tw nhién, tic 1a, phan tir
polynucleotit ¢ kha niang phién ma khong c6 trong tu nhién dugc lién két chirc nang voi
yéu t& didu hoa hodc yéu t6 dich mts-siARN. Theo mét phuong 4n, t6 hop khac ngudn
géc nhu vay co thé chua yéu td dich mts-siARN ma c6 thé thu dugc tir thuc vat hoic
duoc tdng hop héa hoc va c¢6 thé duge lién két chiic ning véi phan tir polynucleotit ¢6
khé ning phién ma, nhu gen chuyén cta vi khuan mi héa protein c¢6 tinh khang thuée diét

¢d, nhu cp4-EPSPS (vi du nhu dugc thé hién ¢ day duéi dang SEQ ID NO: 93). Ngoai ra,
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mdt trinh tw cu thé c6 thé “khac ngudn géc” voi té bao hodc vi sinh vat ma n6 duoc dua
vao (vi duy, trinh ty ma khoéng cé nguén géc trong tu nhién trong té bao hodc vi sinh vat
do).

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngt “phan 14p” cé nghia 1a dugc tach ra khoi cac
phan tir khac thuong c¢6 lién quan dén n6 trong trang thai ty nhién cua nd. Vi du, phén tir
ADN phén 14p la phén tir ma c6 mit mét minh hodc cung véi cac thanh phan khéac, nhung
khong c6 mit trong trang thai hodc vi tri trong bd gen tu nhién cta né. Theo mot phuwong
an, thut ngit “phan l4p” duoc dung dé chi phan t& ADN dugc tach ra khoi cac axit
nucleic ma thuong nam canh phan tir ADN ndy & trang thai ty nhién cua n6. Vi du, phan
tr ADN phan l4p c6 thé 1a phan tt ADN ma bao gom it nhit hai phan tr ADN khéc
ngudn gdc voi nhau. Theo mot vi du khac, phan tir ADN phén 1ap c6 thé 1a phan tir ADN
ma duoc két hop vao mot vi tri bo gen méi trong t& bao chu bing céch bién nap di truyén.
Do do, phan tir ADN dugc dung hop véi hodc dugc lién két chirc nang v6i mot hodc
nhiéu phan tir ADN khac ma khong duge két hop trong tu nhién, vi du bang cach st dung
cac k¥ thuat ADN tai t6 hop hoic bién nap thuc vét, ¢ day dugc coi 1a phan 1ap. Cac phan
tlr nhu vay duoc coi 1a phan 1ap ngay ca khi duoc két hop vao nhidm sic thé cia té bao
cht hodc ¢6 mat trong dung dich axit nucleic véi cac phan tir ADN khac.

Thut ngit “duoc lién két chirc nang” dugc ding dé chi it nhat hai phan t
nucleotit dugc sép xép hodc duoc lién két theo cach sao cho mdt phan tir c6 thé tac dong
dén chirc nang ctia phan tir con lai. Hai phan tir nucleotit c6 thé 13 mot phan ctia mot phan
ttr nucleotit ké tiép va ¢6 thé ndm canh hodc cach nhau. Vi du, yéu t6 dich mts-siARN ¢4
thé duoc lién két chirc ning v6i phan tir polynucleotit ¢6 kha ning phién ma. Theo mot
phuong an, phan tir mts-siARN dugc lién két chiic ning c6 thé tac dong dén qué trinh
phién m3, dich m hodc biéu hién ctia phan ti polynucleotit c6 kha ning phién ma. Vi du,
yéu t§ dich mts-siARN duoc lién két chirc nang véi phan tir polynucleotit ¢6 kha ning
phién ma néu, sau khi phién mé trong té bao mo sinh san duc, su co6 mit cia yéu t6 dich
mts-siARN trong phan tit mMARN dan dén diéu hoa sy biéu hién clia phan tir polynucleotit
¢6 kha nang phién ma trong t& bao dugc cam g boi mts-siARN ndi bao va con duong
RISC. Viéc lién két chtrc ning cta yéu t6 dich mts-siARN va phéan tir polynucleotit ¢6
kha ndng phién mi c6 thé duoc thuc hién, vi du, bing cach két hop yéu té dich mts-
siIARN sat canh phén tir polynucleotit c6 kha nang phién ma (nhu duoc dit vao vi tri 5°
hodc 3” so voi phan tir polynucleotit ¢6 kha nang phién ma, nhung khong nhit thiét phai
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1a lién két k& tiép), hodc sat canh ving khéng dugc dich ma (untranslated region-UTR)
cua phén tir polynucleotit (nhu dugc dat vao vi tri hodc sat canh 5° UTR hoac 3 UTR),
va/hodc 3° so véi phan tir polynucleotit ¢ kha ning phién md va 5° so véi tin higu
polyadenyl héa. Theo mot phuong 4n, yéu t6 dich mts-siARN dugc dat vao vi tri giita
phan tir polynucleotit c6 kha nang phién mé va trinh tu polyadenyl hoa, ma la 3° so voi
va sat canh phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma. Theo mot phuong 4n khac, yéu
t6 dich mts-siARN duoc dit vao vi tri gitra codon két thiic ctia phan tir polynucleotit ¢6
kha ning phién ma va trinh tu polyadenyl héa. Theo mot phuong an khac, yéu t6 dich
mts-siARN duoc dit vao vi tri trong trinh tu 3> UTR sat canh phan tir polynucleotit ¢6
kha nang phién ma.

Vi du v& viée xac dinh mts-siARN, cac dich mts-siARN, va yéu t6 dich mts-
siARN duoc d& cap & ddy va c¢6 thé dugc xac dinh bang cac phuong phap da biét d6i voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay, vi du bang cach phan tich tin sinh
hoc cac thu vién SARN va cADN cay tréng. Cu thé 13, mts-siARN c¢6 thé duge x4c dinh
tlr cac thu vién SARN va duoc giai trinh ty. Cac trinh ty mts-siARN x4c dinh dugc ¢ thé
dugc so sanh v6i cADN va/hodc cac bd suu tap trinh tu bo gen dé xac dinh cac dich mts-
sIARN va yéu t6 dich mts-siARN hitu dung dé tao ra cac phan tir ADN tai t6 hop va cac
cAu triic nhu dugc mo ta & day.

Theo mét vai phuong an, yéu td dich mts-siARN duoc tao ra, duoc téng hop, hodc
dugc ci bién in vitro. Vi du, yéu td dich mts-siARN c6 thé dugc cai bién dé chira nhicu
hon, it hon, hodc cac trinh tu dich mts-siARN khac nhau hodc dé sap xép lai vi tri twong
dbi cua mot hodc nhiéu trinh tu dich mts-siARN. Theo mot vai phuong 4n, cai bién nhu
vay c6 thé 6 loi trong viée lam ting hodc lam gidm tac dong cta yéu t6 dich mts-siARN.
Cac phuong phép tao ra, téng hop hodc cai bién in vitro yéu to dich mts-siARN va x4c
dinh su bién dbi t8i wu dé dat duogc muc diéu hoa mong mudn 14 di biét dbi véi nguoi c6
hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Céc yéu t6 dich mts-siARN tai t6 hop duoc
léy lam vi du c6 thé duoc tao ra bang cach két hop céc trinh tw ADN, hodc cac doan cua
no, ctia hai hogc nhidu dich mts-siARN, hai hodc nhiéu yéu t6 dich mts-siARN, hai hodc
nhiéu ving cADN giau dich mts-siARN, hodc mot hodc nhiéu dich mts-siARN va cac
doan cta hai hoic nhiéu ving cADN giau dich mts-siARN, nhu bang cach két hop tit ca
hoiic cac doan clia hai hogc nhidu yéu t§ dich mts-siARN duoc thé hién & day dudi dang

SEQ ID NO: 1-9, bing c4ch két hop hai hodc nhiéu trinh tu mts-siARN duoc thé hién &
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day dudi dang SEQ ID NO: 23-92, hoac bing cach két hop tt ca hodc cc doan cla hai
hodc nhiéu yéu t6 dich mts-siARN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 1-9 véi
mot hodc nhiéu trinh tu mts-siARN duoc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 23-92.
Yéu t§ dich mts-siARN téi t6 hop duoc ldy lam vi du nhu vay dugc thé hién & ddy dudi
dang SEQ ID NO: 10-16.

Trinh tu ADN cua yéu t6 dich mts-siARN ciing c6 thé duoc bién dbi bang cach
tao ra 1-3 nucleotit bat cip ﬁhﬁm trong trinh ty dich mts-siARN (so véi trinh ty mts-
siARN nhét dinh). Theo mot phuong an khéc, sang ché dé cap dén cac phan tr ADN tdi
t6 hop hoidc yéu té dich mts-siARN ¢ it nhit khoang 80% (phan trim) tinh dong nhét
trinh tu, khoang 85% tinh ddng nhét trinh tu, khoang 90% tinh dong nhét trinh tu, khoang
91% tinh ddng nhat trinh tw, khoang 92% tinh ddng nhat trinh tw, khoang 93% tinh dong
nhét trinh tu, khodng 94% tinh ddng nhat trinh tu, khoang 95% tinh dong nhat trinh tu,
khoang 96% tinh ddng nhét trinh tu, khoang 97% tinh déng nht trinh ty, khoang 98%
tinh ddng nhét trinh tu, va khoang 99% tinh ddng nhit trinh tu so v&i phan tir bat ky
trong s6 cac phan tir ADN, yéu t6 dich mts-siARN (nhu SEQ ID NO: 1-9), yéu 6 dich
mts-siARN téi t6 hop (nhu SEQ ID NO: 10-16), hodc trinh ty cADN (nhu SEQ ID NO:
17-22) theo sang ché.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé cap dén cac doan ctia phan tr ADN dugc
mo ta & diy. Cac doan nay co thé 1a hiru dung lam yéu t6 dich mts-siARN hodc c6 thé
duoc két hop voi cac yéu td dich mts-siARN khéc, céc trinh ty mt-siARN, hodc cac doan
clia chung dé tao ra cac yéu to dich mts-siARN tai t6 hop, nhu dugc moé ta trén day. Theo
cac phuong 4n cu thé, cac doan nay c6 thé chua it nhat khoang 20, it nhat khoang 30, it
nhat khoang 40, it nhét khoang 50, it nhét khoang 60, it nhit khoang 70, it nhat khoang
80, it nhét khoang 90, it nhat khoang 100, it nht khoang 110, it nh4t khoang 120, it nhat
khoang 130, it nht khoang 140, it nhit khoang 150, it nhat khoang 160, it nhat khoang
170, it nhat khoang 180, it nhat khoang 190, it nhat khoang 200, it nhat khoang 210, it
nhit khoang 220, it nhit khoang 230, it nhit khoang 240, it nhat khoang 250, it nhat
khoang 260, it nhat khoang 270, it nhit khoang 280, it nhat khoang 290, it nhat khoang
300, it nhit khoang 350, it nhit khoang 400, it nhat khoang 450, it nhat khoang 500
nucleotit ké tiép, hotic nhiéu hon, cta phan tir ADN dugc mé ti & day, nhu yéu 6 dich
mts-siARN hodc trinh tv cADN nhu duge mé ta & day. Cac phuong phéap dé tao ra cac
doan nay tir phan tir ADN ban dau la d4 biét 1o trong linh vuc k¥ thuét nay.
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Hiéu qua cua céc cai bién, 1ap doan, mét doan hoic sép xép lai dugc mo ta & day
trén céc khia canh biéu hién mong mudn ctia mot phan tir polynucleotit cu thé c6 kha
nang phién mi co thé duoc thir nghiém theo kinh nghiém trong céc thr nghiém thuc vat
6n dinh va tam thoi, nhu cac thir nghiém duoc mé ta trong cac vi du thuc hién & day, dé
danh gia cac két qua, ma c6 thé khac nhau tuy thudce vao cac thay doi duge tao ra va muc
dich cua su thay dbi nay trong phan tir ADN ban dau.

Dich mts-siARN va yéu té dich mts-siARN c6 thé thuc hién chiic ning theo mot
trong hai hudng, nghia 1a khong dinh hudng, va vi thé c6 thé dugce str dung theo huéng 5°
dén 3’ hodc theo hudéng 3°dén 5’ trong phan tir ADN téi t& hop hodc ciu tric ADN.

Nhu dugc st dung ¢ day, “su biéu hién cta phéan tu polynucleotit cé kha ndng
phién ma” hodc "sy biéu hién cta protein" duge ding dé chi viéc tong hop protein tir mot
phan tir polynucleotit ¢6 kha ning phién mi va san pham phién ma thu dugc (mARN)
trong té bao. Do do, thuét ngit “su biéu hién protein” dugc dung dé chi kiéu dich ma bét
ky cta phan tr ARN dugc phién mé thanh phan tir protein. Su biéu hién protein cé thé
duogc dac trung boi chét luong thoi gian, khong gian, phét trién hodc hinh thai hoc clia né,
cling nhu 1a boi cac chi s6 dinh tinh hodc dinh luong. Theo mdt phuong an, cac phan tir
ADN tai tb hop theo sang ché c6 thé duoc str dung dé diéu hoa chon loc su biéu hién cua
protein hodc phan tir polynucleotit cé kha nang phién ma trong md sinh san duc cta cay
chuyén gen. Theo phuong 4n nay, viéc biéu hién phan tir ADN tii t& hop trong ciy
chuyén gen c6 thé din dén sy biéu hién cua phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma
duoc lién két chuc nang it nhét & cac mo thuc vat nhung khong biéu hién trong cac mo
sinh san duc. Theo cac phuong éan nhét dinh, viéc diéu hoa su biéu hién protein nhu vady
duoc dung dé chi viéc trc ché hodc lam giam; vi du, tc ché hoic lam giam lugng protein
duoc tdng hop trong té bao, vi du thong qua sy diéu hoa gen sau phién ma qua trung gian
ARNI.

Piéu hoa chon loc sy biéu hién protein nhu dugc s dung ¢ ddy dwoc dung dé chi
viéc 1am giam su tdng hop protein trong té bao hoic md so véi té bao hodc mo do6i chimg
it nhat khoang 75%, it nhit khoang 80%, it nhit khoang 85%, it nhat khoang 90%, it nhat
khoang 95%, it nhit khoang 99%, hodc 100% (tirc 1a giam hoan toan). Té bao hodc md
ddi ching co thé 13, vi du, té bao hoic m6 thuc vat tir cing mdt ciy chuyén gen hodc tur
ciy chuyén gen twong tu biéu hién protein hodc t€ bao hodc mo tir cay chuyén gen c6 gen

chuyén tuong tu mi hoa protein ndy nhung khong cé yéu t6 dich mts-siARN dugc lién
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két chirc nang. Diéu hoa su biéu hién protein co thé dugc xac dinh béng cach st dung k¥
thuat bat ky da biét ddi voi nguoi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay, nhu
bing cach do truc tiép murc két tu protein trong miu mé hodc té bao bang str dung k¥
thuat nhu ELISA hoic phan tich thidm tach tdy, bang cach do hoat tinh enzym cta
protein, hodc bé”mg cach xac dinh su biéu hién protein vé kiéu hinh. Theo mot phuong 4n,
didu hoa chon loc su biéu hién protein dugc dung dé chi viéc 1am giam déng ké su biéu
hién protein c6 kha nang tao ra tinh khang thude diét co trong md duc cla ciy chuyén
gen dé tao ra kiéu hinh d& phat hién cta tinh bt thu duc da thay dbi & cay chuyén gen ma
thude diét co dugc phun Ia thube phun gay ra tinh bét thu. Do do, viéc phat hién tinh bat
thu duc da thay ddi & cay chuyén gen nhu vay ching to viéc didu hoa chon loc su biéu
hién protein.

Nhu duge sit dung & day, thut ngit “gen chuyén mi héa protein tai t6 hop™ hodc
"phén tr polynucleotit c6 kha ndng phién ma" dugc dung d& chi phén tir nucleotit bit ky
¢6 kha nang duoc phién ma thanh phan tir ARN, bao gdm nhung khong chi gi6i han 6,
céac phén tir ¢o trinh ty nucleotit ma hoa trinh tu polypeptit. Tuy thudc vao cac diéu kién,
trinh tu nucleotit c6 thé duoc hodc khong duoc dich ma thue su thanh phén tir polypeptit
trong té bao. Ranh gii ctia gen chuyén hoic phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma
thuong duoc xéc dinh boi codon khéi dau dich md & ddu 5' va codon két thuc dich ma &
dau 3.

Thuat ngit “gen chuyén” duge ding dé chi phan titr ADN dugc két hop nhan tao
vao bd gen cua vi sinh vat hodc t& bao chu, & thé hé hién tai hodc thé hé trude bat ky cua
vi sinh vat hodc t bao nay, nhu 1 két qua ctia su can thi€p clia con nguoi, nhu bang cac
phuong phéap bién nap thuc vat. Nhu duge st dung & ddy, thuét ngi “chuyén gen” c6
nghia 14 bao gém gen chuyén, vi du “cdy chuyén gen” dugc dung dé chi cay chia gen
chuyén trong bo gen clia n6 va “tinh trang chuyén gen” dugc ding dé chi dic diém hodc
kiéu hinh duge boc 10 hodc duogce tao ra bdi su c6 mit ciia gen chuyén dugc két hop vao
bd gen cua ciy trong. Két qua cua viéc thay d6i bd gen nhu vay 1a cay chuyén gen c6 su
khac biét kha 1o rang so véi cy kiéu dai c6 lién quan va tinh trang chuyén gen 14 tinh
trang khong duoc tim thdy trong tw nhién & cay kiéu dai. C4c cdy chuyén gen theo séng
ché chita phan tr ADN téi t hop duoc d& xudt boi sang ché.

Gen chuyén hodc phan tir polynucleotit c6 kha nang phién ma theo séng ché bao

gbm, nhung khéng chi gi6i han & gen chuyén hodc phéan tir polynucleotit ¢6 kha ning
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phién ma ma tao ra dic diém mong mudn co lién quan dén hinh thai hoc, sinh 1y hoc, su
tang truong, sy phat trién, san luong, cac dic tinh dinh dudng, kha ning khang bénh,
khang con trung, khang thude diét co, kha nang chiu duge ap luc, kha nang chiu duoc ap
luc mdi truong, hodc khang hda chit cua cdy trdng. Theo mot phuong an, phén tir
polynucleotit ¢6 kha nang phién mi theo sang ché ma hoa protein ma néu dugc biéu hién
& cAy chuyén gen tao ra tinh khang thudc diét cd it nhét & t& bao va/hodic md noi ma xuét
hién protein dugc biéu hién; viéc diéu hoa chon loc protein khdng thudc diét c6 & mé sinh
san duc cua cdy chuyén gen két hop viéc phun thudc diét co ding ltc it nhét sé tao ra tinh
bét thu duc bi giam duoc cdm ung hodc tinh bét thu duc duge cam tng.

Tinh bt thu duc d& cam tng nhu vAy két hop vai tinh khang thudc diét ¢o sinh
dudng c6 thé duoc s dung dé 1am ting san lugng hat lai, vi du bang cach loai trir hodc
lam gidm nhu ciu 1am mAt kha ning sinh sidn mot cach ty nhién & ciy ngd duoc sir dung
lam cay cai trong qua trinh lai chéo nhét dinh khi san xuét hat lai. Cac hé bét thu duc
dugc cam Gng boi thude diét cé dd duge md ta, vi du trong patent My s6 6,762,344;
patent M§ s 8,618,358; va cong bb don yéu cau cip patent M s 2013/0007908. Vi du
v& c4c thudc diét co hitu dung dé thuc hién sang ché bao gdm, nhung khong chi gioi han
&, cac chat tre ché axetyl coenzym A carboxylaza (ACCaza) (vi du, fop va dim), chat wc
ché axetolactat synthaza (ALS) (vi du, sulfonylure (SU) va imidazolinon (IMI)), cac chét
(rc ché hé théng quang II (PSI) (vi du, traiazin va phenyl ete), chit uc ché
protoporphyrinogen oxidaza (PPO) (vi du, flumioxazsin va fomesafen), chét trc ché 4-
hydroxyphenyl pyruvat dioxygenaza (HPPD) (vi du, isoxaflutol va triketon nhu
mesotrion), chit e ché S-enolypyruvyl shikimat 3-phosphat synthaza (EPSPS) (vi du,
glyphosat), chét trc ché glutamin synthetaza (GS) (vi dy, glufosinat va phosphinothrixin),
auxin tong hop (vi dy, 2,4-D va dicamba). Vi du vé céc gen chuyén hodc phan tur
polynucleotit c6 kha nang phién ma dung dé thuc hién sang ché bao gébm nhung khong
chi gi6¢i han & cac gen md hoa protein tao ra tinh khang cac chét wc ché HPPD (nhu
HPPD nhay véi thube diét co), cic gen ma hoa protein tao ra tinh khang glufosinat (nhu
pat va bar), cic gen ma hoa protein tao ra tinh khang glyphosat (nhu EPSPS khang
glyphosat, nhu cp4-epsps, dugc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 93), va cac gen
mi héa protein tao ra tinh khang auxin tong hop nhu dicamba (nhu dicamba

monooxygenaza (DMO)) va 2,4-D (nhu gen (R)-dichlorprop dioxygenaza (rdpA)).

-16-



30865

Céc cAu tric ADN téi td hop theo sang ché co thé bao gdm cac phan tir ADN tai to
hop theo séng ché va duoc tao ra béng cac k¥ thuat da biét trong linh vuc k¥ thuit nay va
theo cac phuong an khac duoc bao gdm trong cic vecto bién nap thuc vat, plasmit, hogc
ADN plastit. Cac cAu tric ADN tai t6 hop nhu vdy 14 hiru dung dé tao ra cac té bao
va/hodc cac cAy chuyén gen va vi thé ciing ¢6 thé duge chira trong ADN bd gen clia ciy
chuyén gen, hat, t& bao, hodc bd phan ciy. Do do, sang ché dé cap dén cac phwong an,
trong dé chu trac ADN tai to hop duoc dit vao trong vecto bién nap thuc vat, hoic trén
hat ban phé sinh hoc dé bién nap vao té bao cay tréng, hodc trong nhiém sic thé hoac
plastit ciia té bao cdy chuyén gen, hodc trong té bao chuyén gen, mé ciy chuyén gen, hat
ciy chuyén gen, hat phin hoa chuyén gen, hodc ciy chuyén gen hodc dugc chuyén gen
mdt phin (vi dy, ciy dugc ghép). Vecto 1a phan tir ADN bat ky ma c6 thé duoc sir dung
nhdm muc dich bién nap thuc vat, tic 1a dua ADN vao té bao. Céac chu trac ADN tai to
hop theo sang ché co thé, vi du, duogc cai vao vecto bién nap thuc vat va dugc stir dung dé
bién nap thuc vat dé tao ra cac cay chuyén gen, hat, va té bao. Cac phuong phép tao ra
vecto bién nap thyc vat la da biét 13 trong linh vuc nay. Vecto bién nap thyc véat theo
sang ché thuong bao gém, nhung khong chi gi6i han &: trinh tu khéi dau thich hop dé
biéu hién ADN duoc lién két chuc nang, cAu trac ADN tai to hop duogc lién két chirc
ning, va trinh tu tin hidu polyadenyl héa (ma c6 thé dugc bao gdm trong trinh tw 3°UTR).
Céc trinh tu khéi du hitu dung dé thuc hién sang ché bao gém cac trinh ty ma thuc hién
chirc nang trong cay trong dé biéu hién polynucleotit duoc lién két chirc ning. Céc trinh
tir khoi dau nhu vay duge lam bién d6i va da biét 5 trong linh vuc k¥ thuat nay va bao
gf)m cac trinh tu ma dé& cam ung, cua virut, téng hop, co dinh, dugc diéu hoa vé mat thoi
gian, dugc diéu hoa vé mat khong gian, va/hoac dugc didu hoa ca vé khong gian va thoi
gian. C4c thanh phén tuy ¥ khac bao gdbm, nhung khong chi gi¢i han &, mot hodc nhiéu
dich sau: 5° UTR, trinh tu tang cuong, dich tac ddng cis, intron, trinh tu tin hi€u, trinh tu
peptit chuyén tiép, v mot hodc nhiéu gen chi thi chon loc. Theo mot phuong 4an, vecto
bién nap thuc vét chira cdu trac ADN tai t6 hop.

Céc cu trac ADN tai to hop va vecto bién nap thuc vat theo sdng ché dugc tao ra
bang phuong phap bét ky thich hop véi tmg dung du dinh, ¢6 tinh dén, vi dy, kiéu biéu
hién mong mudn, gen chuyén hodc phan tir polynucleotit ¢c6 khd ning phién ma mong
mudn, va su tién dung & cay tréng trong do cAu trac ADN tai to hop duoc biéu hién. Cac

phuong phép chung hitu dung dé thao tac cac phan tir ADN dé tao ra va sir dung cac cdu
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trac ADN tai t6 hop va vecto bién nap thuc vat 1 da biét 13 trong linh vuc k§y thuét nay
va dugc mo ta chi tiét trong, vi du, cac s6 tay huéng din va sach huéng dan thi nghiém
bao gdm Michael R. Green va Joseph Sambrook, “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual” (Fourth Edition) ISBN:978-1-936113-42-2, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY (2012).

Céc phan tir ADN tai t6 hop va cac cdu truc theo séng ché c6 thé duoc cai bién
bing cac phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuat ndy, hoan toan hoic mot phan, vi
du, dé lam ting su tién loi cua viéc thao tic ADN (nhu céc vi trf nhan dién enzym giGi
han hodc cac vi tri tach dong trén co s¢ tai td hop), hoac dé bao gém cac trinh tu duoc uu
tién cho thuc vat (nhu céc trinh tu st dung codon thyc vat hodc trinh tu lién tng Kozak),
hodc dé bao gém cac trinh ty hitu dung cho viéc thiét ké phan tr va cAu tric ADN tai to
hop (nhu céc trinh tr dém hodc lién két). Theo cac phuong 4n nhét dinh, trinh ty ADN
ctia phan tir va cAu trac ADN tai tb hop bao gdm trinh ty ADN ma duoc lam t6i uu hoa
codon cho cdy trdng trong d6 phan tir hodc cu tric ADN tdi to hop duge biéu hién. Vi
du, phén tir hodc cAu tric ADN téi t6 hop duoc biéu hién & cay tréng c6 thé c6 tat ca hodc
cac phﬁn ctia trinh tu cta né duoc lam tbi wu hoa codon dé biéu hién & cay tréng bing cac
phuong phép da biét 15 trong linh vure ky thuat nay. Céac phan ti hodc cAu tric ADN tai to
hop theo sang ché ¢6 thé duge xép chdng voi cac phan tir ADN tai t6 hop khac hodc cac
su kién chuyén gen dé tao ra céc tinh trang khdc (vi du, trong truong hop céac ciy duge
bién nap, cac tinh trang bao gdm tinh khang thudc diét cé, tinh khdng con trung, tinh chiu
lanh dé nay mam, tinh chiu han) vi du, béng cach biéu hién hodc diéu hoa cac gen khéc.

Mot khia canh theo sang ché d& cap dén cac té bao cay chuyén gen, cic mo cay
chuyén gen, va cic ciy chuyén gen hodc hat ma chira phan tr ADN tai t6 hop theo sang
ché. Mot khia canh khéc theo sang ché d& cap dén nhidm sic thé cay trong tai to hop hodc
nhan tao ma chira phin tir ADN téi t6 hop theo séng ché. Céac phuong phap thich hop dé
bién nap cac té bao cdy cha dé sir dung trong séng ché thuc ra bao gdm phuong phap bat
ky ma qua d6 ADN c¢6 thé duoc dua vao t& bao (vi du, trong d6 phan tir ADN tdi t6 hop
duoc két hop 6n dinh vao nhiém sic thé cta cay trong) va di biét rd trong linh vuc k¥
thuat nay. Mot phuong phéap duoc st dung rong rdi va duoc lay 1am vi du dé dua phan tir
ADN t4i td hop vao cay trong 1a hé bién nap Agrobacterium, ma di biét r& dbi v&i nguoi
c¢6 hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thut ndy. Mot phuong phap duoc lay lam vi du
khéc dé dua phan tir ADN tai t6 hop vao cdy trdng 14 cai phan tir ADN tai tb hop vao bd
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gen clia ciy trdng & mot vi tri tién dinh bing cac phuong phap hoa nhép truc tiép vi tri.
Hoa nhép truc tiép vi tri c6 thé duoc tién hanh bing phuong phéap bat ky da biét trong
linh vuc k¥ thuat nay, vi du, biang cach sir dung nucleaza ngén tay kém, meganucleaza
nguyén thé hodc dugce thao tac di truyén, TALE-endonucleaza, hoiac endonucleaza dinh
huéng ARN (vi du hé CRISPR/Cas9). Cac cdy chuyén gen c6 thé dugc tai sinh tir té bao
cAy trdng da bién nap bing cac phuong phap nudi ciy té bao thuc vat. Cay chuyén gen
ddng hop tir v6i gen chuyén ¢ thé dugc tao ra bing cach lai hitu tinh (tw phdi) ciy
chuyén gen phéan ly doc 1ap chita mét trinh tir gen ngoai sinh v6i chinh né, vi du cay RO
hoic FO, dé san xuét ra hat R1 hoidc F1. Mot phﬁn tu s6 hat R1 hodc F1 duoc san xuit ra
s& ddng hop tir v6i gen chuyén. Céc cdy duge tréng bang cach 1am niy mam hat R1 hogc
F1 c6 thé dugc thir nghiém tinh di hop tir, thuong bang cach sir dung thir nghiém SNP
hodc thtt nghiém khuéch dai béng nhi€t ma cho phép phan biét gilta thé di hop tir va thé
dong hop tir (tirc 13, thir nghiém hop tir).

Sang ché dé cap dén cay chuyén gen c6 phan tir ADN tai t6 hop theo sang ché
trong bd gen ctia nd, bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, c¢d linh ling, cay bong, cay
ngd, ciy cai diu, cdy lta, cdy ddu tuong, va ciy lua my, trong sé cac ciy khac. Sang ché
cling d& cap dén té bao, cac bd phén clia cay chuyén gen, va ciy con ciia ciy chuyén gen.
Nhu duge sit dung & ddy “cdy con” bao gdm cay bat ky, hat, té bao cy, va/hogdc bd phan
cta cdy dugc tao ra tur hoac dugc tai sinh tr cay, hat, té bao cay, va’hoac bd phan cay ma
chira phan tir ADN t4i t6 hop theo sang ché. Cac cay chuyén gen, t& bao, bd phan, cay
con, va hat dugc tao ra tr cac cdy nay co thé déng hop t&r hodc di hop tir voi phan twr
ADN tai t& hop theo sang ché. B phan cay theo sang ché ¢6 thé bao gdm, nhung khong
chi gidi han ¢, 14, than, ré, hat, noi nhil, nodn, va phén hoa. B§ phan cdy theo sang ché c6
thé ¢o stc sdng, khong c6 strc sdng, ¢ thé tai sinh, hodc khong téi sinh. Sang ché ciing
bao gbm va dé xuit t& bao cay trong duoc bién nap chira phan tir ADN theo séng ché. Té
bao cdy chuyén gen hodc duoc bién nap theo sang ché bao gdm cac té bao cay trdng c6
thé tai sinh va khong thé tai sinh.

Séang ché con bao gdm cic phuong an trong d6 phan tir ADN téi t6 hop nam trong
san pham hang héa thu duoc tir cAy chuyén gen, hat, hodc bo phén cy theo séng ché; san
phdm hang héa nhu vdy bao gdm, nhung khong chi gi¢i han & cac by phan ciy dugc thu
hoach, nguyén hat hodc hat da nghién hodc hat cta cdy, hodc thuc phim bit ky hodc san

phim khong phai thuc phdm chira phan tr ADN téi t6 hop theo séng ché.
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Sang ché dé cap dén phuong phép tao ra tinh bét thu duc & ciy chuyén gen bao
gdm (a) trong cay chuyén gen chtra phan ttr ADN tai t6 hop ma chira phan tr
polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn gbc tao ra tinh khang thudc diét co duogc
lién két chirc ning véi yéu t6 dich mts-siARN va (b) phun mt lugng hitu hiéu thude diét
c6 1én cdy chuyén gen dé tao ra tinh bat thu duc. Mot lugng hitu hiéu cua thude diét co 1a
luong du dé lam cho cay chuyén gen chita phan tir ADN tai t6 hop theo sdng ché bat thy
duc. Theo mot phuong an, mot luong hitu hiéu glyphosat la luong nam trong khoang tir
0,125 pao (0,06 kg) duong luong axit mdi mau Anh (0,4 ha) dén 8 pao (3,63 kg) duong
lugng axit moi mau Anh (0,4 ha). Viéc phun thudc diét co c6 thé duoc tién hanh trudc
hoac trong khi phat trién mo sinh san duc, nhu & giai doan dugc chon tir nhém gém giai
doan V4, V5, V6, V7, V8, V9, V10, V11, V12, V13 va V14 cua su phat trién cdy ngo va
¢6 thé ngan ngira it nhit sy phat trién cta phan hoa, su phat tan phin hoa, hozc su nhé ra
ctia bao phan.

Theo mot phuong an, viéc ngan nglra sy phat trién phan hoa, su phét tan phan hoa,
hodc su nho ra cua bao phén ¢6 thé do tinh bat thu duc va do d6 viéc khong c6 su phat
trién phin hoa, sy phat tin phén hoa hozc su nhé ra ctia bao phin c6 thé 1a dau hiéu cta
tinh bit thu duc. Tuy nhién, trong mdt vai trudng hgp, cac ciy bét thu duc c6 thé van
phat trién mot luong nho phén hoa. Do d6, theo cac phuong &n nhét dinh, su c6 mit cia
mdt lugng nhod phén hoa khong nhét thiét chung to cay bét thu duc hodc khong co tinh
bét thu duc.

Su phat trién cdy thuong duge xac dinh boi thang giai doan dua trén su phat trién
cay. Dbi voi cay ngo, thang phat trién cdy thong thuong duoc st dung trong linh vuc k¥
thuat nay dugc biét dén 1a cac giai doan V. Cac giai doan V dugc xac dinh theo 14 trén
cung trong d6 da tréng thay cb 14. VE tuong Gmg v6i giai doan nhi 14, V1 twong tmg v6i
14 thu nhét, V2 tuong ung véi 14 thit hai, V3 tuong (mg voi 14 tha ba, V(n) twong tng véi
14 thtr n. VT xay ra khi trong thay nhanh cudi cling cia cum hoa nhung trude khi phun
rau. Khi chuyén ra canh dong ngd, mdi giai doan V cu thé chi duoc xac dinh khi 50%
hoidc nhidu hon 50% s cdy trén canh dong dang trong giai doan d6 hodc vuot qua giai
doan dé. Cac thang phat trién khéc 1a da biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh
vue ndy va c6 thé duge sir dung voi cdc phuong phép theo sang ché.

Coéng cu phd bién khac dé du doan va xac dinh céac giai doan sinh truéng va phat

trién ctia cdy ngd 1a cdc don vi muc do tang truong (Growing Degree Unit-GDU). Mot
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nhan t6 trong qua trinh phat trién va ting truong cua cdy ngd 1a nhiét. Nhiét thuong duoc
do & mét thoi diém va duoc thé hién & dang nhiét do, nhung cling cé thé duoc do trong
mot khodng thoi gian va duogc thé hién & dang céc don vi nhiét. Cac don vi nhiét nay
thuong dugc dung dé chi 1a GDU. GDU c¢6 thé duoc xac dinh 1a su chénh léch nhiét do
gifta nhiét do hing ngay trung binh va nhiét do co s& dugc chon trong cic gidi han nhat
dinh. GDU duoc tinh toan béng cach st dung cong thire sau: don vi mac dg tang trudng
={(H+L)/2} B trong d6 H 1a nhiét dd cao hing ngay (nhung khong cao hon 86° F),
L 14 nhiét d6 thap hing ngay (nhung khong thip hon 50°F), va B 1a nhiét do co s& bang
50° F. B6i vi su tang trudng cua cay ngd la nho khi nhiét do 16n hon 86°F hodc nhd hon
50°F, céc gidi han dugc dat ra trén cdc nhiét do thép va cao héng ngay dugc st dung
trong cong thirc. Viéc gioi han nhiét do hing ngay thap hon cling ngin ngira viéc tinh
toan cac gia tri am. Do do, néu nhiét do cao héng ngay vuot qua 86°F, thi nhiét do cao
hang ngay duoc str dung trong cong thic GDU s& duge dit & 86°F. Nguoc lai, néu nhiét
d6 thap hing ngay ha xudng dudi 50°F, thi nhiét d6 thip hing ngay dugc st dung trong
cong thitrc GDU s& dugc ddt & nhiét do S0°F. Néu nhiét do cao héng ngay khong vuot qué
50°F, thi khéng ¢6 GDU duoc ghi nhan vao ngay d6. GDU tdi da clia ciy ngd c6 thé tich
litly trong mdt ngay bang 36, GDU tbi thiéu bang 0. Panh gia su trudng thanh cua ciy
ngd duoc xac dinh bang tong cac gia tri GDU hing ngay qua mot khoang thoi gian cu
thé. Khoang thoi gian ma hau hét cac nha san xuét hat ngd st dung 1a tir thoi diém trong
dén khi trudng thanh vé mit sinh Iy hodc thoi diém ma tai d6 hat dugc dién day di mot
cach thuc su. O hau hét cac bang cua My, vi du, GDU dugc tich liy dugc duy tri & hau
hét cac khu vuc dia 1y va sin c6 tir dich vu bdo cdo mua mang USDA hoic dich vu m&
rong bang. Ngoai ra, dung cu dé thu duoc thong tin GDU & mdt vi tri cu thé cling dugc
boc 16 trong Patent M s6 6,967,656, ma dugc dua vao day bang cach vién dan.

Phuong phép khac dé du doan su phat trién cum hoa dé xac dinh thoi diém phun
thube diét co dé gay ra tinh bat thu duc duge mé ta trong patent My sb 8,618,358, duoc
dua vao diy bang cach vién dn.

Cac thudc diét co st dung trong sang ché bao gdm thubc diét co bat ky bao gdbm
céc thube didt co co hoat tinh chdng lai axetyl coenzym A carboxylaza (ACCaza), cac
chét trc ché axetolactat synthaza (ALS), chit trc ché hé thong quang II (PSII), cac chét trc
ché protoporphyrinogen oxidaza (PPO), cic chat trc ché 4-hydroxyphenyl pyruvat
dioxygenaza (HPPD), chit tc ché S5-enolypyruvyl shikimat 3-phosphat synthaza
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(EPSPS), chét trc ché glutamin synthetaza (GS), va auxin téng hop. Cac thube diét co 1a
da biét rd trong linh vuc k¥ thuét nay va dugc md ta trong tai liéu, vi du, “Modern Crop
Protection Compounds, Volumes 1 (xuit ban lan tha hai), dugc bién soan bdi Wolfgang
Krimer, Ulrich Schirmer, Peter Jeschke, Matthias Witschel, ISBN: 9783527329656,
Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Germany (2012). Theo mot phuong éan, thude
diét co la glyphosat.

Hat lai c6 thé dugc san xuét bang cach st dung phuong phap bao gbm (a) phun
thudc diét co 1én cdy chuyén gen chtra phan tr ADN tai t6 hop bao gdm phan tir
polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn goc tao ra tinh khang thudc diét co dugc
lién két chuc ning vaoi yéu t6 dich mts-siARN, trong d6 viéc phun thudc diét co dugc tién
hanh trong qua trinh phat trién md sinh san duc cta cy chuyén gen nho d6 tao ra tinh bat
thu duc & cdy chuyén gen; (b) thu phén cay chuyén gen véi phén hoa thu duoc tir mot cdy
tha hai; va (c) thu hoach hat lai tir ciy chuyén gen. Theo mét phuong 4n, ciy chuyén gen
1a cay ngd. Theo mot phuong an, thubc diét co 1a glyphosat va protein dugc ma hoa boi
phén tr polynucleotit cé kha nang phién ma khac ngudn gbe 1a EPSPS khang glyphosat.
Theo mot phuong an, glyphosat dugc phun trong qué trinh phat trién v6i lugng hitu hiéu
ndm trong khoang tir 0,125 pao (0,06 kg) duong lugng axit trén mdi mau Anh (0,4 ha)
dén 8 pao (3,63 kg) duong lugng axit trén mdi mau Anh (0,4 ha). Theo mét phuong an
khac, budc thu phén ¢6 thé duogc tién hanh bé‘mg cach dé thu phén tu nhién, vi du thu phén
nhdr gi6, hodc ¢6 thé bao gdm thu phin bing tay hoic bang may.

Hat lai ¢6 thé duogc thu hoach tir cy chuyén gen bét thu duc ma dugc thu phén voi
phan hoa tir mot cay thit hai, trong d6 cay chuyén gen bét thu duc chira phan tr ADN téi
t6 hop bao gdm polynucleotit c6 kha ning phién ma khac ngudn gdc ma tao ra tinh khéang
thudc diét c¢o duoc lién két chirc niang voi yéu td dich mts-siARN, va trong d6 ciy chuyén
gen da dugc lam cho bat thu duc béng cach phun mdt luong hitu hiéu thudc diét co trong
qua trinh phat trién mo sinh san duc. Theo mot vi du, thubc diét co 1a glyphosat va dugc
phun trong qué trinh phat trién voi lwong hiru hiéu nim trong khoang tir 0,125 pao
(0,06kg) duong lugng axit trén mdi mdu Anh (0,4ha) dén 8 pao (3,63kg) duong luong
axit trén mdi miu Anh (0,4ha) va it nhit ngan chan su phét trién phén hoa, sy phat tan
phén hoa, hodc su nhé ra ctia bao phén.

Vi du thue hién sang ché
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Cac vi du dudi day mé ta cac yéu td cai tién san luong hat lai so v6i gii phap k¥
thuat da biét. Cac yéu t6 cai tién nhur vay bao gbm cac dich mts-siARN méi va céc yéu td
dich mts-siARN dé sir dung trong céc phan tir ADN tai t6 hop va céac cdy chuyén gen daé
kim ham su phat trién phén hoa & giai doan s6m, dan dén khong co cac hat phén hoa co
strc sdng & nhiéu chat mam, va cic phuong phép st dung c6 lién quan. Cac vi du dudi
day duoc dé xut dé chirmg minh cac phuong an theo sang ché.

Vidu 1: Xac dinh cac dich mts-siARN

ARN nho duge phén lap tir bdn giai doan ting truéng riéng biét cia cum hoa ngd
va ba giai doan tang trudng riéng bi€t cua bap ngd. Xem bang 1. ARN nho giau trong
cum hoa dugc phén lap & céc giai doan phat trién rat sém cua cum hoa (V7, V8/V9,
V10/V11, va V12) (xem Fig.1). ARN nho duogc tao ra tir cic m6 duc non hon so voi cac
mo6 duoc st dung trude d6 trong giai phap k¥ thuat da biét dé tao ra cac trinh tu ARN nho
duoc lam giau trong cum hoa.

Céc thu vién ARN nho duogc tao ra béng cach str dung ARN nh¢ duoc phan 1ap, va
giai trinh tw ARN nho cong suét cao duoc tién hanh trén cac thu vién. Phan tich tin sinh
hoc dugc str dung dé so sanh cac trinh tu trong cic thu vién cum hoa va bép ngo voi céac
trinh ty trong thu vién ARN nho dugce tao ra tir cac md ngd khac bao gém la duoc léy 4}
céc giai doan ting trudong khac nhau, nguyén hat, r& duoc ldy & cac giai doan ting trudng
khac nhau, noi nhii, va hat. Phan tich tin sinh hoc khac biét nay da xdc dinh dugc hang
nghin trinh ty ARN nhé duoc lam giau trong cum hoa véi sy biéu hién duge chuin hoa
nim trong khoang tir 10 dén 665 ban sao mdi mot phan tu tridu (transcripts per quarter -
tpq). Céc trinh ty ARN nho duoc lam giau trong cum hoa xéc dinh c6 thé 1a siARN do
chiéu dai ctia chung (18-26 nucleotit) va nguén goc ky vong ctia chung tir tién dsARN.
Do tinh dic hiéu mo duc, cac ARN nhé duge lam gidu trong cum hoa dugc dung dé chi &
day 1a siARN déc hi¢u mo6 duc (mts-siARN).

Bang 1. M6 ta thu vién ARN nho ctia cym hoa va bap ngd

Kich thudc

Giai doan cum hoa/bap cum hoa/bip

Cum hoa ¢ giai doan té bao me hat phan (cay & giai doan V7-V8) <lcm

Cum hoa ¢ giai doan té bao me hat phén—trudc giam phéan (cay ¢ giai
doan V8-V9) 1-3cm
Cum hoa & giai doan khong c6 hat phan — gidm phén som (ciy ¢ giai
doan V9-V10) 3-17cm
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Cum hoa ¢ giai doan sau — hat phin don nhén (ciy & giai doan V12-

VT) >17cm
Bip & giai doan thii phoi chua chin 4 nhén trude giam phén (cay & giai

doan VT) 2-3cm
Biap & giai doan tui phoi chua chin 8 nhan dén giai doan sau véi t6i da

10 t& bao ddi cuc (cay & giai doan VT) 4-5cm
Bip & giai doan thu phan (cdy & giai doan VT-R1) 9-10cm

Phuong phap PCR thoi gian thuc dugc st dung dé xac dinh va khang dinh rang
céc trinh tu mts-siARN duoc biéu hién dic hiéu trong cum hoa. ARN téng sd, ké ca ARN
nho dugc lam giau, dugc chiét tir cac md duge thé hién trong bang 1 va dugc st dung dé
téng hop cADN voi cac doan mdi phién mi ngugc gdm 8 nt bd sung véi cac trinh ty mts-
SIARN & diu 3’ va trinh tw phd bién ¢6 35 nt & ddu 5. Sau khi téng hop cADN, PCR thoi
gian thuc dugc tién hanh néu trinh tu (14 dén 18 nt) ctia mot trong s6 cac doan mdi xubi
gibng v6i dAu 5 clia trinh tw mts-siARN va doan mdi nguge 1a doan mdi phd bién. ARN
18S duoc khuéch dai va duoc sir dung lam d6i ching ndi dé chudn hoa luong mts-
siARN. S6 liéu thu dugc tir phuong phap PCR thoi gian thuc duge st dung dé thu hep sb
trinh ty mts-siARN ma dugc lam giau trong cum hoa.

Thit nghiém vi dan xac dinh dic diém siARN duogc tién hanh bing cach st dung
céc chip pParaflo® Microfluidics do LC Sciences LLC cung cip (Houston, Texas, USA)
v&i 1.200 trinh ty duoc chon tir hang nghin trinh ty mts-siARN dugc xé4c dinh tir phén
tich tin sinh hoc khac biét. Cac chip vi dan chira ba mau do c6 trinh tu bd sung v6i mdi
frinh tu trong s6 1.200 trinh ty mts-siARN. ARN tdng s6 dugc tinh ché tir 26 ngudn md
ngd (ngudn mé gép doi hodc gap ba) tlr cac ciy ndi phdi LH244 (s6 dang ky ATCC PTA-
1173) hodc 01DKD2 (1294213) (s6 ding ky ATCC PTA-7859). Xem bang 2. Mdi mau
trong s6 26 miu ARN duoc lai voi céc chip vi dan ma chtra cac mau do cho 1.200 mts-
siARN. Cac hinh 4nh lai duoc chup bang cach st dung mdy quét laze GenePix® 4000B
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) va dugc s6 hoa bang cach str dung phin mém phan
tich hinh anh Array-Pro® Analyzer (Media Cybernetics, Rockville, MD). Cac gia tri tin
hiéu twong d6i duoc it ra bing phép trir nén va tiéu chuin hoa. Cac tin hiéu duoc biéu
hién khac nhau dugc xac dinh béng kiém dinh 7 véi p<0,05. Tt phén tich vi dan, 500
mts-siARN tir 1.200 trinh tu dugc xac dinh 1a rit ddc hiéu cum hoa.

Bang 2. M6 ta cdc mau md duge st dung trong thir nghiém vi dan.
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S chip Kiéu gen Loai m6 Céc mau duogc lay tir 3 cdy | Giai doan
1 LH244 Bip non Duoc lay luc <Scm VT
2 LH244 | Bap gia Duoc lay luc >5cm VT-R1
3 LH244 Cum hoa non | Puogc léy luc 2-7cm V8-V9
4 LH244 | Cumhoagia |Puoc lay >7cm V10-V12
5 LH244 |14 Pugc ly ¢ giai doan V4 V4
6 LH244 la Puoc lay o giai doan V12 V12
7 LH244 |ré Puoc lay & giai doan V4 V4
8 LH244 | than Pugc lay ¢ giai doan V4 V4
9 LH244 Bip non Pugc lay luc <Scm VT
10 LH244 Bip gia Pugc lay lac >5cm VT-R1
11 LH244 Cum hoanon | Puoc lay lic 2-7cm V8-V9
12 LH244 Cum hoa gia | Puoc lay luc >7cm V10-V12
13 LH244 |14 Puoc lay & giai doan V4 V4
14 LH244 |14 Duoc ly ¢ giai doan V12 | V12
15 LH244  |ré Puoc lay ¢ giai doan V4 V4
16 LH244 |ré Duoc lay ¢ giai doan V4 V4
17 01DKD2 | Bap non Pugc lay luc <Scm VT
18 01DKD2 | Bap gia Pugc lay lic >5cm VT-R1
19 01DKD2 | Bip gia Puoc lay luc >5cm VT-R1
20 01DKD2 | Cum hoanon | BPuogc léy luc 2-7cm V8-V9
21 01DKD2 | Cum hoanon | Puoc ldy lic 2-7cm V8-V9
22 01DKD2 | Cum hoa gia | Dugc léy luc >7cm V10-V12
23 01DKD2 | Cuym hoa gia | Puogc 1§y luc >7cm V10-V12
24 0IDKD2 |La Puoc ldy ¢ giai doan V4 V4
25 LH244 |14 Puoc lay & giai doan V4 V4
26 LH244 |la Puoc ly ¢ giai doan V12 | V12

Sau dd, phan tich tin sinh hoc dugc tién hanh béng cach st dung céc cong cu sap
thing hang trinh tw nhu cong cu tim kiém sdp thang hang cuc bd co ban (Basic Local
Alignment Search Tool-BLAST) hodc goi lap ban dd doc rat gon (SHRiMP) (Rumble,
2009) dé so sanh 500 trinh tu mts-siARN dugc xac dinh 1a rt ddc hiéu cum hoa so vdi bd
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suru tAp unigen cua céc trinh tw cADN cua cdy ngd. Phan tich BLAST nay da cho thdy
céc trinh tw cADN clia ciy ngd ma nhiéu trinh tu mts-siARN sip thang hang tao ra cac
vung trinh tw ADN dé x4c dinh c6 cac doan sép théng hang tao cum, ché)ng lop cua nhiéu
trinh ty mts-siARN véi mire bat cap hoan toan hodc gén nhu hoan toan. Sau trinh tu
cADN dugc xac dinh tir phan tich nay 1a chira mot hodc nhidu ving gidu cac trinh ty dich
mts-siARN. Sau trinh tu cADN nay duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 17; SEQ
ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; va SEQ ID NO: 22. Nhu
mdt vi du, Fig.2 thé hién biéu db sip thing hang nhidu trinh tw mts-siARN trén cADN
duoc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 17. Cac dudng ngén thé hién vi tri twong ddi ctia
céc trinh ty dich mts-siARN (va nhd d6 dinh vi duoc vi tri gan két cia mts-siARN trong
phan tir mARN duoc phién mi) ma sip thing hang véi cADN. Truc Y thé hién mic biéu
hién dugc chuin hoa clia mts-siARN & cac mo6 duc nhu duge phat hién trong phén tich vi
dan. Khung thé hién ving cADN SEQ ID NO: 17 twong tmg véi céc trinh tw yéu t6 dich
mts-siARN SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2.

C4c trinh tu mts-siARN duogc chon sép théng hang v&1 mot trong sb sau trinh tu
cADN dugc str dung cho phén tich vi dan tiép theo dé xac dinh su biéu hién khac nhau
qua cac md ngd. Phan tich vi dan céc trinh tu mts-siARN c6 cac gid tri tin hiéu da duoc
chuén héa dbi voi cum hoa & giai doan V8-V9, cum hoa & giai doan V10-V12, hodc céac
tin hiéu két hop tir md khac cua chit mim ngdé LH244 va 01DKD2 dugc thé hién trong
cac bang 3-10. M&i bang thé hién tp con cac trinh ty mts-siARN duge x4c dinh 14 sdp
thdng hang véi mot trong s6 sau trinh tw cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID
NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; va SEQ ID
NO: 22. Céc két quéa cua gié tri tin hiéu dugc do 1a cac gia tri tin hi¢u tuong dbi va sai s6
chun (p<0,05) duoc thé hién bai (STDR). Cac két qua thu duoc tir phan tich vi dan da
cho théy cac trinh tu mts-siARN tiéu biéu c6 tin hiéu cao & cum hoa (V8-V9 va V10-
V12) va tin hiéu thdp & mé khéc diéu nay chimg t6 1a sy biéu hién noi sinh ctia cac mts-
siARN nay dugc lam giau trong cum hoa. Trinh tur mts-siARN tuong tmg v&i mach c6
nghia va d6i nghia cua trinh tu dich mts-siARN tuong ung trong trinh tu cADN. Trinh tu
mts-siARN ¢6 thé c6 mét nucleotit, hai nucleotit, hoic ba nucleotit bét cap nham véi
phin duge sép thing hang ciia trinh tw cADN, va trinh tu mts-siARN c6 thé sap thing
hang v6i mach c6 nghia hodc dbi nghia cta trinh tw cADN. Trinh tu mts-siARN duoc dé

cip & day duoc phat hién thiy ¢ cic chdt mam ngd khac nhau.
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Bang 3 thé hién céc két qua tin hidu vi dan tuong ddi cua céc trinh tu mts-siARN
tiéu biéu (duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 23 — 31) ma sip thing hang voi
trinh tw cADN duogc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 17, ma chira c4c trinh ty yéu
t6 dich mts-siARN duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2. Béi véi ca hai
chat mam LH244 va 01DKD?2, cac tin hiéu cua cac trinh ty mts-siARN nay trong cum
hoa & giai doan V8-V9 va cum hoa & giai doan V10-V12 la cao hon tin hi€u cua céc trinh
tur mts-siARN nay & cic miu mo khac. Cac két qua cta phan tich vi dan duoc thé hién
trong bang 3 cho thay rang trinh tw cADN duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 17
¢6 thé duge str dung 1am ngudn dé thiét ké cac yéu t6 dich mts-siARN cho cac phén tir
ADN tai t6 hop.

Bang 3. Céc két qua ctia phan tich vi dan dbi véi cADN néu trong SEQ ID NO: 17

LH244 01DKD2
Cumhoa ¢ | Cum hoa & Cl'qlm _hf)a Cum hoa ¢
SEQID | giai doan giai doan | Mo khéc o e giai doan | Mo khac
NO: V8-V9 V10-V12 (STDR) doa\r;g\/& V10-V12 | (STDR)
(STDR) (STDR) (STDR) (STDR)
23 183,5 514 (105,2) |2,6(0,6) |27 (2) 318 (46,5) |4.3(1.5)
(36,9)
24 104,5 322 (71.,5) 7,7 (3,5) |16 (1) 174 (32,3) |3 (0,7)
(40,9)
25 289 (99) 824,3 2,6 (0,7) [56(9,1) |440(14,1) |2,3(1.1)
(146,6)
26 55,5(4,5) |175,7(41,2) |3,8(1,1) | 10(7,1) | 104(26,3) |3,8(L8)
27 377,5 581,7 (76,8) | 1,1(0,3) |73 (10,1) |405,53.5) |1(0,4)
(60,1)
28 126,5 248 (46,1) 24(1,4) |29(1,1) | 1345 3,8(1)
(32,8) (31,8)
29 292,5 886,7 (99,7) |2,2(0,7) |86 (11,1) |535,5 4(1,2)
(25.8) (20,7)
30 173,5(52) |495,7(80,9) |4.2(1,1) |32(1) 282 (20,2) |6,5(1,9)
31 8(3) 49 (15,8) 1,2 (0,4) | 0(0) 26,5 (6,6) |2,8(0,6)
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Bang 4 thé hién cac két qua tin hiéu vi dan tuong ddi clia cac trinh tw mts-siARN
tiéu bidu (duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 32 — 38) ma sdp thing hang voi
trinh tu cADN dugc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 18, trinh tu nay chua trinh tu
yéu t6 dich mts-siARN duoc thé hién bdi SEQ ID NO: 3. Dbi v6i chit mam LH244, céc
tin hiéu cua céc trinh tu mts-siARN nay & cum hoa & giai doan V8-V9 va cum hoa ¢ giai
doan V10-V12 14 cao hon so v6i cac tin hiéu cta céc trinh tu mts-siARN ¢ cac mau mo
khac. D6i voi chat mam 01DKD?2, cac tin hidu cua cac trinh tu mts-siARN nay 1a cao hon
& cum hoa & giai doan V10-V12 so v6i céc tin hiéu cua céc trinh ty mts-siARN nay o
cum hoa ¢ giai doan V8-V9 hodc cac mau md khac.

Bang 4. Cac két qua ctia phan tich vi dan dbi v6i cADN néu trong SEQ ID NO: 18

LH244 01DKD2
Cum hoa
Cumhoa ¢ | Cum hoa & Cum hoa ¢
SEQ O giai
giai doan giai doan Mo khac giai doan Mo khac
ID doan V8-
V8-V9 V10-V12 | (STDR) V10-V12 | (STDR)
NO: V9
(STDR) (STDR) (STDR)
(STDR)
32 376> 118 (30,8) | 2(0,6) | 7,5(3,5) | 516(307,1) | 2,8 (0,9)
(320,7) 2 b b 2 b b b
33 | 111,5 (12,6) 10327 178 45(2,5) | 648,5(174,3)| 2.8(1)
9 5 (26,8) (13’1) 5 b 9 b V b
34 8485 o727 3(0,6) | 85(0,5) | 982(389,9) |3.,5(1.,3)
(675.3) (211,3) ’ T ’ T
35 | 437(370,7) | 117,7 (22,8) | 1,6 (0,6) 4 (3) 519 (319,2) | 2,8 (0.5)
906,5 606,7 1225.5
36 2,2(0,7) | 15,5 (1,5) 43 (1,5)
(668,2) (231,5) (480,3)
37 | 554 (370,7) | 553(48,5) | 1,5(0.4) | 9,5(1,5) | 1224,5(153) | 3,3 (1.4)
38 7683 14z 1,4 (0,5 | 8,5(2,5) |1305,5(10,6)| 3(1,5)
(480’3) (17’2) > b > > s > >

Béang 5 thé hién cac két qua tin hiéu vi dan tuong dbi cta cac trinh tu mts-siARN
tiéu biéu (duoc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 39 — 42) ma sép thang hang voi
trinh tu cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 18, trinh tw nay chua trinh tu
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yéu t dich mts-siARN duoc thé hién boi SEQ ID NO: 4. D6i véi chat mam LH244, cac
tin hiéu cua trinh tu mts-siARN & cum hoa & giai doan V8-V9 va cum hoa & giai doan
V10-V12 14 cao hon so véi tin hiéu cta cac trinh tu mts-siARN nay & cidc mau mo khac.
Ddi voi chdt mdm 01DKD2, céc tin hiéu cta trinh tu mts-siARN 13 cao hon & cum hoa &
giai doan V10-V12 so véi tin hi€u ctia céc trinh ty mts-siARN nay ¢ cum hoa ¢ giai doan
V8-V9 hoic cac miu mé khac. Cac két qua ctia phan tich vi dan duoc thé hién trong bang
4 va bang 5 cho thdy ring trinh tu cADN duoc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 18
c6 thé duoc st dung 1am ngudn dé thiét ké cac yéu td dich mts-siARN cho céc phan tir
ADN tai t6 hop.

Bang 5. Cac két qua ctia phan tich vi dan dbi véi cADN néu trong SEQ ID NO:18

LH244 01DKD2
Cum h
Cum hoa & , R um .Oa Cum hoa & R
.. Cum hoa ¢ Mo O giai .. Mo
SEQ ID giai doan . ) giai doan )
NO: V8.V9 giai doan V10- | khac | doan V8- V10-V12 khac
) (STDR) V12 (STDR) | (STDR) V9 (STDR) (STDR)
(STDR)
21573 0,6 1514,5 1,5
39 442.5 (242,9 ’ ’ 16 (12,1 ’ ’
( ) (1059,3) (0,2) (12.1) (525.8) (1,5)
40 119 (2) 448,7 (125,1) 1.5 7,5 (0,5) 452 (97) 2.8
> 2 (0,5) b b (039)
0,9
41 185,5(19,7) | 702,7 (195,2) 0.3) 5(1) 752 (225,3) | 3(1,5)
42 143,5(7,6) | 564,3 (154,3) 2,6 6 (1) 588 (163,6) 33
S 95 b b (0’8) b (1’5)

Bang 6 thé hién cac két qua tin hiéu vi dan twong dbi ctia cac trinh tu mts-siARN
tidu biéu (duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 43 — 46) ma sip thang hang véi
trinh tu cADN dugce thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 19, trinh ty nay chira trinh tu
yéu t6 dich mts-siARN duogc thé hién boi SEQ ID NO: 5. D6i véi chit mam LH244, cac
tin hi€u cua cac trinh tu mts-siARN & cum hoa & giai doan V8-V9 va cum hoa & giai
doan V10-V12 1a cao hon so véi tin hiéu cta cac trinh tw mts-siARN ndy & cidc mau md
khac. Dbi v6i chdt mdm 01DKD2, tin hiéu cta céc trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO: 43
— 44) 1a cao hon & cum hoa ¢ giai doan V10-V12 so v6i tin hi€u cta céc trinh twr mts-
siARN ndy & cum hoa & giai doan V8-V9 hoic cac mau md khéc; va cac tin hidu cta cac

trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO: 45 — 46) la cao hon so vdi tin hi¢u cua céc trinh tu mts-
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siARN nay & ca cum hoa & giai doan V&-V9 va cum hoa ¢ giai doan V10-V12 so voi
mau mo khac.

Bang 6. Cac két qua ctia phan tich vi dan doi v6i cADN néu trong SEQ ID NO: 19

LH244 [ 01DKD2
Cum hoa
_ Cum hoa &
SEQ Cumhoa & | Cum hoa ¢ giai Mo {r gial o Mo
giai doan
ID | giai doan V8- | doan V10-V12 | Kkhéc doan V8- V10.V12 khac
NO: | V9 (STDR) (STDR) (STDR) V9 (STDR)
(STDR)
(STDR)
4,3
43 52,5 (29.,8) 147,3 (13,2) 1(0,3) 4 (0) 190,5 (2,5) 2.4)
44 756 (548.5) 1340 (75) L8 15,5 (1,5) | 1443,5(85.4) &
9 (0’5) > 2 b b (1,7)
7901 8.2 253 7195,5 5.8
45 9982.3 (2999) |
(1803.1) i (5,4 (1L (759,1) 4.1)
4502,5 8663,3 8.4 6,8
46 B 252(9,1) | 6778 (124,2)
(424,8) (1595.4) - -(6,2) j E , : (3.8)

Bang 7 thé hién cac két qua tin hiéu vi dan tuorng&éri clia cAc trinh tu mts-siARN
fidu bidu (duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 47 — 52) ma sdp thing hang voi
trinh tu cADN dugc thé hién & day dudi dang SEQVID NO: 19, trinh tu nay chua trinh tu
yéu tb dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ ID NO: 6. D véi chat mam LH244, cac
tin hiéu cua cac trinh tyr mts-siARN & cum hoa & giai doan V8-V9 va cum hoa ¢ giai
doan V10-V12 1a cao hon so vdi tin hiéu cua céc trinh tu mts-siARN nay & cac mau mo
Ihic. P& vi chit mam 01DKD2, tin hiéu cua trinh ty mts-siARN la cao hon & cum hoa
& giai doan V10-V12 so vdi tin hidu cua céac trinh tu mts-siARN nay & cum hoa & gial
doan V8-V9 hodc cac mAu mo khac; tin hiéu cua céc trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO:
47 va SEQ ID NO: 438) la cao hon nhiéu & cum hoa ¢ giai doan V8-V9 so v4i tin hiéu cla
c4c trinh tu mts-siARN nay ¢ mAu mo khac; tin hiéu cta trinh tuw mts-siARN (SEQ ID
NO: 52) la cao hon dang ké & cum hoa ¢ giai doan V8-V9 so vdi tin hiéu cuta trinh tu
mts-siARN nay ¢ mau mo khac; va céc tin hiéu cta cac trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO:
49, SEQ ID NO: 50, va SEQ ID NO: 51) 1a khong khac déng ké so véi tin hiéu cta cac
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trinh tu mts-siARN nay & cdc miu md khac. Céc két qua cta phan tich vi dan dugc thé
hién trong bang 6 va bang 7 cho théy rang trinh tw cADN duge thé hién ¢ day dudi dang
SEQ ID NO: 19 ¢6 thé dugc str dung 1am ngudn dé thiét ké cac yéu td dich mts-siARN
cho céc phan tir ADN tai to hop.

Bang 7. Céc két qua ctia phan tich vi dan dbi v6i cADN néu trong SEQ ID NO: 19

LH244 01DKD2
Cum hoa
Cum hoa & Cum hoa &
SEQ o Cum hoa ¢ giai o gial o
giai doan M0 khéc giai doan Mo khéc
ID doan V10-V12 doan V8-
V8-V9 (STDR) V10-V12 (STDR)
NO: (STDR) V9
(STDR) (STDR)
(STDR)

47 |1575(56) |900,7(51,8) |155(7.4)|12,5(1.5) |1051,5(199.,5) |4 (0.7)

48 221 (106,1) | 7203 25L,7) |48(27) |95(66) |470,5(57,1) [1(0.4)

57,5 553

49 | 340 (239.4) |1241,7(105,7) | 16,3 (5.4) | (10,6) 867 (117,2) | (11,6)

50 1296 (228,3) |722(267,2) | 0(0) 55(56) |326(262,6) |1.8(L8)

51 | 158(78,8) | 287 (46) 343 (6,5) | 24,5 (0,5) |275,5(20,7) |40 (3,1)
4080 3629,7

52 | (1829,4) (1327,5) 5,5(3,5) |234(11,1) |3286,5(33,8) |3.5(2,1)

Bang 8 thé hién cic két qua tin hi¢u vi dan tuong dbi cta cac trinh tu mts-siARN
tiéu bidu (duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 53 — 60) ma sip thang hang véi
trinh tu cADN dugc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 20, trinh tw ndy chira trinh tu
yéu t6 dich mts-siARN duoc thd hién boi SEQ ID NO: 7. Ddi véi ca hai chat mdm
LH244 va 01DKD2, cac tin hiéu cua cdc trinh ty mts-siARN nay ¢ cum hoa ¢ giai doan
V8-V9 va cum hoa & giai doan V10-V12 14 cao hon tin hiéu cua céc trinh ty mts-siARN
nay & cac mau mo khac. Céc két qua ctia phan tich vi dan dugc thé hién trong bang 8 cho
thdy ring trinh tr cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 20 ¢6 thé dugc st
dung 1am ngudn dé thiét ké cac yéu té dich mts-siARN cho céc phan tir ADN tai td hop.
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Béang 8. Cac két qua cua phan tich vi dan dbi v6i cADN néu trong SEQ ID NO: 20

LH244 01DKD?2
Cum hoa & Cum hoa ¢ | Cym hoa &
SEQ Cum hoa &
giai doan Mo khac | giai doan giai doan Mo khéc
ID giai doan V10-
V8-V9 (STDR) V8-V9 V10-V12 (STDR)
NO: V12 (STDR)
(STDR) (STDR) (STDR)
53 176,5(1.5) 145 (19.,4) 2,2(0,8) | 16(2) 84 (1) 1,5 (0,5)
54 1100,5(3.,5) |172(21,6) 14,2 (6,2) | 56 (22,2) | 231(79.,8) 19,5 (4,7)
377,5
55 1(60,1) 581,7 (76,8) 1,1(0,3) |73 (10,1) |4055(3,5) |1(0.4)
49,5 138.,5
56 |261(1) 692 (59,7) (30,4) (29.8) 599,5 (41,9) | 19,3 (4,8)
126,5
57 1(32,8) 248 (46,1) 24(1,4) |29(11,1) 134,5(31,8) | 3,8 (1)
215,5
58 | (14,6) 349 (29,1) 0,7(0,3) |88,5(2,5) [327(31,3) |2(09
811,5
59 | 789 (97) 1262,7 (169,2) | 4,1 (2,6) |202(24,2) | (115,7) 0,3 (0,3)
60 | 141,5(9,6) |265,7 (30,1) 5,8(1,2) |755(56) [303(37.4) [9.3(1.8)

Bang 9 thé hién céc két qua tin hiéu vi dan twong dbi cua céc trinh tu mts-siARN

tiéu biéu (duoc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 61 — 69) ma sap thang hang voi
trinh tu cADN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 21, trinh ty nay chia trinh tu
véu t6 dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ ID NO: 8. Déi v6i ca hai chit mam
LH244 va 01DKD2, céac tin hiéu cua cac trinh ty mts-siARN ¢ cum hoa & giai doan V8-

V9 va cum hoa & giai doan V10-V12 14 cao hon tin hiéu ctia céc trinh tu mts-siARN nay

& cac miu mo khéc. Céc két qua ctia phén tich vi dan duge thé hién trong bang 9 cho thay

ré‘mg trinh tu cADN dugc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 21 ¢6 thé duoc str dung

1am ngudn dé thiét ké cac yéu t6 dich mts-siARN cho cac phén tir ADN tai t hop.
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Bang 9. Cac két qua ciia phan tich vi dan ddi véi cADN néu trong SEQ ID NO: 21

LH244 01DKD2
SEQ Cumhoa é | Cum hoa & Cum hoa & Cum hoa &
D giai doan giai doan Mo khac | giai doan giai doan | M6 khac
NO: V8-V9 V10-V12 (STDR) V8-V9 V10-V12 | (STDR)
(STDR) (STDR) (STDR) (STDR)
61 850,5 (8,6) I 9,4 (3,4) |461(154,6) |454(1) 8 (5)
(222,3)
62 445 (5,6) 11,3 (3,9) 1,8 (0,7) | 13,5(5.6) 15,5(6,6) | 1(1)
63 34,5 (4,5) 11,7 (2,2) 3,2(1) 14,5 (1,5) 18 (1) 1,5 (0,5)
64 23 (8,1) 13,7 (4,6) 1,8 (1) 13,5(13,6) | 9(8,1) 1,3 (0,9)
65 | 2603 58(2,7) |444,5(4,5) |454,5(45) [12(8.4)
(169,2) (103,2)
66 199,5 (54) |48 (20,6) 1,9(0,7) |61 (44.4) 55,5(34,9) | 2,8 (1,8)
67 216 (18,2) | 62 (16,6) 3,3(2) 123,5(0,5) | 107 (17,2) |4,3(2,6)
68 265 (86,9) |85,3(204) |5(2.3) 98 (62,6) 96 (56,6) |2,5(2,2)
69 516 (82,8) | 185(82,1) 11,2 (4,1) |309,5(19,7) |282,5(2,5) |9.8(5.5)

Bang 10 thé hién cac két qua tin hiéu vi dan twong ddi cta céc trinh tu mts-siARN
tiéu biéu (dugc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 70 — 87) ma sdp thang hang véi
trinh tu cADN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 22, trinh ty nay chira trinh tu
yéu 16 dich mts-siARN duoc thé hién boi SEQ ID NO: 9. Ddi v6i chat mam LH244, tin
hiéu cta cac trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO: 70, 71, 73, 75 — 81, 83-87) & cum hoa &
giai doan V8-V9 va cum hoa & giai doan V10-V12 1a cao hon tin hi¢u cua céc trinh tu
mts-siARN ndy & cic mau md khac; va tin hiéu cta cac trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO:
72, 74, 82) & md khac 13 cao hon so véi tin hiéu cta cic trinh tu mts-siARN nay ¢ cum
hoa & giai doan V8-V9 hodc cum hoa & giai doan V10-V12. Déi v6i chat mam 01DKD2,
tin hiéu cta cac trinh tu mts-siARN (SEQ ID NO: 70 — 87) la cao hon ¢ cum hoa ¢ giai
doan V10-V12 so véi tin hiéu cua céc trinh ty mts-siARN nay ¢ cum hoa & giai doan V8-
V9 hoic cdc miu md khac. Cac két qua cia phan tich vi dan duoc thé hién trong bang 10

cho thdy ring trinh tu cADN dugc thé hién & ddy dusi dang SEQ ID NO: 22 ¢6 thé dugc
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str dung 1am ngudn dé thiét ké cac yéu t6 dich mts-siARN cho cac phan tr ADN tai t6

hop.
Bang 10. Céc két qua ctia phan tich vi dan d6i voi cADN néu trong SEQ ID NO: 22
LH244 01DKD2
Cum hoa
Cum hoa & | Cum hoa & Cum hoa ¢
SEQ O giai
giai doan giai doan M0 khéc giai doan Mo khac
ID doan V8-
V8-V9 V10-V12 (STDR) V10-V12 (STDR)
NO: Vo9
(STDR) (STDR) (STDR)
(STDR)
70 | 56,5(23,7) | 694 (256.,9) 1.8 (0,4) 303) 873 (308,1) 4 (1,5)
71 123 2380 1,6 (0,5) 46 (0) 1943,5 (447) | 2,3 (1.3)
(383,4) (696,9) T ’ T
1324,8 332,5 2333
72 | 323,5(54) | 325,7 (55,9) 530 (89,9)
(1083,3) (83.3) (16,5)
1058,5 2395,7 1695,5
73 4,5(1,8) |37,5(2.5) 2(1,4)
(370,2) (634.,9) (380,3)
74 | 83,5(20,7) | 129 (11,2) 1642 43,5(0,5) | 171(19,2) | 45,8 (4,5)
b b > (106,5) > 2 > > b
75 53 (34,3) | 237,3(62,1) | 3,3(0.,5) 3(1) 257 (74,8) 5(1,8)
76 55(38,4) | 252,3 (66,5) 5,7 (1) 2,5(0,5) | 276,5(81,3) 4(1,4)
77 180> 2027 4,1(2,3) 0,5(0,5) | 225(30,3) 2,5 (0,6)
(64,1) (111,2) S T ’ T
78 | 47,5 (15,7) | 642,7 (242) 1(0,4) 3(2) 715,5(211,6) | 4,5(1)
79 197> 2093 1,9 (0,6) 5(1) 290,5 (28,8) 2(0,4)
(62,1) (106,8) T T ’
80 | 138(83.,8) | 383,3(44,6) | 0,7(0,3) 2,5(1,5) | 230(43.4) 0,5(0,3)
81 207 470,3 (55,2) 1,6 (1,1) 1(1) 320 (69,7) 0 (0)
(1 13’1) » ] s > °
2174
82 1955(29,8)| 137(17.7) 71,5(7,6) | 211 (14,1) | 54,8 (5.1)
(158.6)
83 173 (63,6) 303 (82) 2,5(1,2) 2(1) 253,5(24,7) | 1,5(0,6)
84 13 (5,1) 35,7 (7,1) 4.4 (1,5) 0 (0) 20 (10,1) 1(0,4)
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85 | 184 (71,7) | 310(109,1) | 2.8(13) | 25(0,5) | 246(14.1) | 2,5(1)

(62’1) (101,2) 5 5 5 5 5

87 | 56(354) | 104 (12,7) 4702) | 2505 | 915(6.,6) 2,5 (1)

Cac phén tich nay khing dinh ring s4u trinh tw cADN (SEQ ID NO: 17 - 22) 14 rat
giau cac trinh ty dich mts-siARN va mts-siARN tuong tng thé hién tinh dic hiéu cao &
cum hoa. Do d6, cdc trinh tu cADN nay chira céc trinh ty hitu dung v6i cadc phuong phap
sinh hoc phén tir dé tao ra céc phan tr ADN tai to hop chira céc yéu té dich mts-siARN
ma c6 thé 1am cAm gen chuyén qua trung gian mts-siARN.

Phén tich trinh ty bd gen tuong Umg chira cac yéu t6 dich mts-siARN dugc tién
hanh d6i voi ba muoi hai chit mam ngd khac nhau (v6i thoi gian trudng thanh twong dbi
(relative maturity-RM) nim trong khoang tir 80 dén 120 ngay) thuong duge st dung lam
chit mam c4i dé lai chéo dé khang dinh su c6 mit va su bién ddi trinh tu bat ky cua céc
yéu t§ dich mts-siARN. Péi véi cac yéu t6 dich mts-siARN duoc dé céap trong SEQ ID
NO: 1 va SEQ ID NO: 2, ba bd cip mdi khuéch dai nhiét dugc thiét ké dé khuéch dai
trinh tu tuong Gng trong trinh tu cADN duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 17.
Céc doan mdi nay duogc st dung dé tao ra don vi siéu sao chép PCR trong ADN bd gen
duoc chiét tir md cua mdi chit mam. Cac don vi siéu sao chép duge tao ra tir tAt ca cac
chit mam dugc th nghiém. Trinh tu cta don vi siéu sao chép qua ba muoi hai chit mam
1a 100% ddng nhat véi trinh tu yéu t6 dich mts-siARN hodc c6 sb vi tri da hinh nucleotit
don t6i thiéu (1&n t6i 95% ddng nhét). S6 liéu nay cho thiy ring cac ciy chuyén gen ducyé
tao ra bang cau trac ADN tdi t6 hop chira gen chuyén ma hoa protein tai t6 hop duoc lién
két chirc ning voi yéu td dich mts-siARN dugc thé hién duéi dang SEQ ID NO: 1 hodc
SEQ ID NO: 2 s€ ¢6 su didu hoa biéu hién protein tai t6 hop dic hiéu mé & hau hét cac
chit midm cua ngd. Néu gen chuyén mi hoa protein tai t6 hop tao ra tinh khang
glyphosat, thi cdc cum hoa & hau hét chit mam cia ngd sé& c6 tinh bét thu duc duoc cam
ung boi glyphosat.

Vi du 2: Cac cAu tric ADN tai to hop va vecto bién nap thuc vat

Céc cau trac ADN tai tb hop va vecto bién nap thuc vat duoc tao ra béng cach su
dung cac trinh tw ADN tuong tng voi cac ving cua sau trinh tw cADN duoc xdc dinh 1a
giau cac trinh tu dich mts-siARN. Cac cAu tric ADN tai to hop va vecto bién nap thuc
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vat duge thiét ké 14 hitu dung dé tao ra cac ciy chuyén gen trong d6 viéc lam cam dic
hiéu cum hoa gen chuyén dugc lién két chtic nang véi yéu t6 dich mts-siARN s& xdy ra
nho lam cdm qua trung gian mts-siARN.

Chin yéu t6 dich mts-siARN dugc thiét ké bang cach sir dung cac két qua cua
phéan tich sau trinh tu cADN. M&di yéu t§ dich mts-siARN duoc thiét ké dé c6 trinh tu
ADN chira nhidu trinh tu dich mts-siARN chdng lop ma c6 thé gin két v6i cac mits-
siARN khac. Trinh tu yéu t& dich mts-siARN dugc thé hién & day duéi dang SEQ ID
NO: 1 ¢6 95% tinh déng nhét trinh tu véi vi tri nucleotit 1429 dén 1628 cta trinh tu
cADN duoc thé hién ¢ diy dudi dang SEQ ID NO: 17. Trinh tu yéu t§ dich mts-siARN
duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 2 c6 mdt nt thay d6i (T69A) so véi SEQ ID
NO: 1. Trinh tu yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 3
twong tmg v6i vi tri nucleotit 239 dén 433 cta trinh tw cADN dugc thé hién ¢ day dudi
dang SEQ ID NO: 18. Trinh ty yéu t§ dich mts-siARN duoc thé hién ¢ ddy du6i dang
SEQ ID NO: 4 tuong tng v6i vi tri nucleotit 477 dén 697 ciia trinh tw cADN dugc thé
hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 18. Trinh tu yéu t6 dich mts-siARN dugc thé hién &
day duéi dang SEQ ID NO: 5 tuong Ung véi vi tri nucleotit 239 dén 433 ctia trinh tu
cADN duoc thé hién & day duéi dang SEQ ID NO: 19. Trinh ty yéu t§ dich mts-siARN
duoc thé hién & day dusi dang SEQ ID NO: 6 tuong tmg véi vi tri nucleotit 370 dén 477
cta trinh tu cADN duge thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 19. Trinh ty yéu t dich
mts-siARN duoc thé hién ¢ day dudi dang SEQ ID NO: 7 twong ung véi vi tri nucleotit
1357 dén 1562 cta trinh tu cADN dugc thé hién & ddy dudi dang SEQ ID NO: 20. Trinh
tu yéu té dich mts-siARN dugc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 8 tuong tmg véi vi
tri nucleotit 247 dén 441 cta trinh tu cADN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO:
21. Trinh tu bd sung nguoc cua trinh ty yéu t§ dich mts-siARN dugc thé hién boi SEQ
ID NO: 9 ¢6 99% tinh déng nhét trinh tu so véi vi tri nucleotit 191 dén 490 cua trinh tu
cADN dugc thé hién & day dusi dang SEQ ID NO: 22 v6i ba nt bt cip nham (C314A,
A350G, va G408A) néu trong SEQ ID NO: 22 so véi trinh ty bd sung nguoc néu trong
SEQ ID NO: 9. Yéu t6 dich mts-siARN khac c6 thé duoc tao ra bang cach két hop cac
trinh tr ADN cuta cac yéu td dich mts-siARN khac hodc cac doan cua hai hodc nhiéu
vung cADN giau dich mts-siARN, nhu bang cach két hop toan bd hodc cac doan clia hai
hodc nhidu yéu td dich mts-siARN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO: 1-9
va/hodc mot hodc nhiéu trinh tu mts-siARN duoc thé hién & day dudi dang SEQ ID NO:
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23 - 92. Cac doan khac nhau cua cac yéu té dich mts-siARN nay c6 chiéu dai nim trong
khoang tir 21 dén 170 nucleotit dugc két hop va cac yéu té dich mts-siARN méi duoc tao
ra bang céch st dung cac phuong phap tong hop ADN di biét trong linh vuc k¥ thuat nay
va duoc dé cap & dang SEQ ID NO: 10 - 16.

Céc yéu td dich mts-siARN dugc tach dong phu trong cac cau triic ADN tai to hop
¢6 yéu tb dich mts-siARN duoc lién két chirc nang v6i dau 3°ctia khung doc md clia gen
cp4-epsps (SEQ ID NO: 93), ma héa protein CP4-EPSPS tao ra tinh khéng glyphosat, va
5’ so voi ving khéng duoc dich ma 3’ dugce lién két chiie nang (3°-UTR). Céc cAu tric
ADN t4i t6 hop ciing chira cac t6 hop duogc lién két chirc ning ctia mot trong ba t6 hop
trinh tw khoi dau/intron/trinh tu ting cudng khac nhau va trinh tu peptit chuyén tiép ctia
luc lap. Cac cdu truc catxet biéu hién chira trong céc vecto bién nap dé thir nghiém tinh
hiéu qué cua dich mts-siARN.

Vi du 3: Bién nap thuc vat va thir nghiém vé hiéu qua

Cac vecto bién nap chita cac cau tric ADN tai t6 hop dugc sir dung v6i phuwong
phap bién nap trén co s& Agrobacterium va cic phdi ngd chua truéng thanh va cac k¥
thudt da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Cac mau 14 cua cac cdy RO duoc thu gom va
phan tich phan tir dugc tién hanh dé chon loc cac cay chuyén gen chtra mét ban sao (mot
trinh tw cai) hodc hai ban sao (hai doan cai doc lap) cua cdu tric ADN tai t6 hop va
khong c6 mat khung vecto. Cac su kién mang mdt ban sao khong duoc phun glyphosat
va duoc tu thu phén va duge dé xuit léy hat R1, trong khi d6 cac su kién mang hai ban
sao duoc st dung dé phun glyphosat RO dé d4anh gia tinh khang sinh dudng va tinh bat
thu duc dugc tao ra. Cac cdy chuyén gen ma khong duoce phun glyphosat c6 thoi ki ra hoa
binh thudng, phét tan phan hoa binh thuong, va phét trién phén hoa binh thuong nhu
duoc danh gia br?mg cach nhudm bing thudc nhudém Alexandar va quan sat dudi kinh hién
Vi.

Cac su kién RO mang hai ban sao dugc st dung trong thir nghiém dé udc luong su
kién déng hop tir mang mot ban sao. Céc cdy duge phun glyphosat & hai giai doan phat
trién khac nhau dé xac dinh liéu c6 mat yéu t6 dich mts-siARN trong cAu tric ADN tai td
hop tao ra tinh khang glyphoéat sinh dudng va tinh bat thu cum hoa do glyphosat hay
khong. Céc cdy trong nha kinh dugc phun 1X glyphosat (0,751b ae/acre) dugc phun & giai
doan V5 sau d6 phun 1X glyphosat (0,75 Ib ae/acre) dugc phun ¢ giai doan V8. Bay ngay

sau khi phun glyphosat & giai doan V5, cac ciy dugc danh gia vé mirc do t6n thuong sinh
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dudng trong d6 cac diém <10% tén thuong duoc coi 1a c6 tinh khang glyphosat sinh
dudng (% khang sinh dudng). Tinh bit thu dyuc dugc danh gia bang hai cach. Cac cay ma
thé hién tinh khéng glyphosat sinh dudng duogc danh gia sau khi phun glyphosat & giai
doan V8 vé tinh bat thu duc do glyphosat giy ra hoan toan dugc danh gid 1a khong c6 su
nhd ra ctia bao phin 1én dén giai doan S90 +12 (% bét thu duc hoan toan). Sau d6, cic
bao phin dugc thu gom va duoc cit lat dé quan sat sy phat trién phan hoa duéi kinh hién
vi. Cac bao phin ciia mdi su kién duge thir nghiém céc hat phén hoa khong co surc séng
duogc tao ra nhu dugc phét hién béng cach nhudém béng thuc nhuém Alexandar va quan
sat dudi kinh hién vi va danh gi4 1a khong tao ra phin hoa c6 sirc séng bét ky (% khong
c¢6 phin hoa). O cac cdy khong duge phun glyphosat, s phét trién cum hoa, su nho ra
clia bao phin, va su phat trién phan hoa 1a binh thuong.

Cac yéu t§ dich mts-siARN dugc thir nghiém trong nhiéu cdu tric vecto bién nap.
MBOi vecto bién nap dugc str dung dé tao ra nhiéu cay RO trong d6 mdi cay RO thé hién su
kién chuyén gen duy nhat dugc tao ra bing cach sir dung vecto bién nap nay. S6 lidu cia
ba cdu truc vecto bién nap khac nhau duoc thé hién trong cac bang 11 va 12.

Mudi hai yéu t6 dich mts-siARN duoc thir nghiém trong cAu tric vecto thir nhat
(A) voi cac két qua duoc thé hién trong bang 11. Ngac nhién 1a, ty 1é ciy c6 tinh khang
glyphosat sinh dudng nidm trong khoang tir 80 dén 100%, nhung ty 1¢ thé hién tinh bét
thu duc hoan toan do glyphosat gay ra (tinh bat thu duc duoc gy ra bao gém ca dang tao
ra phin hoa khong c6 stic song va khong sinh phén hoa) nim trong khoang tir 0 dén
100%. Xem bang 11. Vi du, cic ciy duoc tao ra bing cich sir dung vecto bién nap chtra
yéu t6 dich mts-siARN dugc mi héa boi SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, hodc SEQ ID
NO: 15 ¢6 ty 16 tinh khang glyphosat sinh dudng cao (ndm trong khoang tir 90 dén 100%
cdy duge thir nghiém), tuy nhién khong c¢6 su kién chuyén gen nao thé hién tinh bat thu
duc hoan toan do glyphosat gdy ra; cac cdy duoc tao ra bing cach sir dung vecto bién nap
chira yéu t6 dich mts-siARN duoc ma héa bdi SEQ ID NO: 5 hoic SEQ ID NO: 9 ¢6 ty
16 khang glyphosat sinh dudng cao (nim trong khoang tir 90 dén 100% s6 cay duogc thir
nghiém) va ty 1é tinh bat thu duc do glyphosat gy ra trung binh (ndm trong khoang tir 50
dén 40% sb cay dugc thtr nghiém); va cac cdy dugc tao ra béng cach str dung vecto bién
nap chira yéu té dich mts-siARN dugc ma héa béi SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 7, hodc
SEQ ID NO: 8 ¢6 ty 1& khang glyphosat sinh dudng cao (ndm trong khoang tir 88 dén
100% sb cay duoc thir nghiém) va ty 1é tinh bat thu duc do glyphosat gay ra cao (82-
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100% sd cay dugc thtr nghiém). Sy phat trién phén hoa dugc danh gia béng cach nhuém
béng thu6c nhuém Alexandar. Céc cdy chira bdn su kién duoc tao ra béng vecto bién nap
chtra yéu t§ dich mts-siARN duoc thé hién dudi dang SEQ ID NO: 2 va dugc phun
glyphosat dé tao ra tinh bat thu duc thé hién cac hat phén hoa bi thui rat it hoic khong
phat hién thdy hat phén hoa. Cac cdy khong dugc phun glyphosat ¢6 phén hoa binh
thuong. Xem Fig.4.

Bang 11. Panh gia cac cay RO.

SEQ ID Céu trac S6 cay duoc | % tinh khdng | % Bat thu duc | % khong °
NO: vecto phun sinh dudng hoan toan phan hoa
2 A 11 100 82 82
3 A 10 90 10 0
4 A 7 86 7 0
5 A 10 90 50 0
6 A 9 90 82 0
7 A 9 88 100 44
8 A 10 90 100 50
9 A 10 100 40 0
13 A 7 100 0 0
14 A 10 90 0 0
15 A 10 90 0 0
16 A 10 80 50 0

Bén yéu t6 dich mts-siARN khéc dugc thir nghiém trong cAu tric vecto thir hai va
thi ba (B va C, twong tmg) vdi cac két qua dugc thé hién trong bang 12. Su khic biét ca
vé ty 18 cdy c6 tinh khéng glyphosat sinh dudng va ty 1& ciy c6 tinh bat thu duc hoan toan
do glyphosat dugc quan sat gifta hai céu triic vecto nay. Cau tric vecto B tao ra ty 1€ cac
cdy c6 tinh khang glyphosat sinh dudng cao déi voi tAt ca cac yéu t6 dich mts-siARN
duoc thir nghiém. Déi v6i ty 18 thé hién tinh bét thu duc hoan toan do glyphosat, hai yéu
td dich mts-siARN (SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11) dugc thir nghiém thé hién dic
tinh t6t hon & ciu trac vecto C, mot trong s6 céc yéu t§ dich mts-siARN (SEQ ID NO:

12) thé hién dac tinh 8t hon & cAu tric vecto B, va mdt trong sb cac yéu td dich mts-
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siARN (SEQ ID NO: 1) thé hién 100% tinh bét thu duc hoan toan do glyphosat & ca hai
cu tric B va C.

Béang 12. Danh gia cac cay RO

SEQ | CAu tric vecto Céc cdy | % tinh khang sinh | % tinh bat thu | % Khong
ID NO: dugc phun dudng duc hoan toan | phén hoa
1 B 9 67 100 100
10 B 10 90 55 22
11 B 2 100 50 0
12 B 10 100 50 20
1 C 13 38 100 60
10 C 6 83 100 0
11 C 9 55 80 0
12 C 15 87 23 0

Trong sb cac cdy thé hién tinh khang glyphosat sinh dudng, ty 18 ciy c6 tinh bat
thu duc do glyphosat ¢6 phin hoa khéng c6 sitc sdng nim trong khoang tir 0 dén 100%.
D6i véi cac cay duogc tao ra bing cach sir dung vecto bién nap, ma cé hon 60% ciy duoc
thir nghiém c6 tinh khang glyphosat sinh dudng va tinh bat thu duc hoan toan do
glyphosat, ty 18 cac cdy c6 phin hoa khong c6 stc sdng nim trong khoang tir 0 dén
100%. Hai yéu t6 dich mts-siARN (SEQ ID NO: 1 trong cau tric vecto B va SEQ ID
NO: 2 trong céu tric vecto A) c¢6 100% va 82% c6 phan hoa khong c6 stic song, tuong
tmg. Hai yéu t6 dich mts-siARN nay (SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO: 2) khac nhau mdt
nucleotit va dugc 14y tir cling mot trinh tu cADN (SEQ ID NO: 17).
Vi du 4. Pinh vi mién dich protein CP4-EPSPS trong cum hoa

Dinh vi mién dich protein CP4-EPSPS trong cum hoa cla céac ciy chuyén gen
dugc st dung dé phan tich su biéu hién protein & cap do té bao va mo dé khang dinh su
mAt biéu hién protein CP4-EPSPS & pha‘in hoa do su c6 mat cua yéu td dich mts-siARN
duoc lién két chirc ning. Céc cdy chuyén gen thé hé R3 chira gen chuyén cp4-epsps duoc
lién két chuc ning voi SEQ ID NO: 1 hodc gen chuyén cp4-epsps khong c¢6 yéu tb dich
mts-siARN duoc lién két chirc ning lam d6i chimg duoc tréng trong nha kinh. Cac cay
duoc phun 1X glyphosat (0,75 Ib ae/acre) & giai doan V2 dé khang dinh tinh khéng sinh

dudng. Cac cum hoa cé chiéu cao lem dén 17cm dugc thu hoach & giai doan tir V8 dén
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V12 khi mé bao phén & cac giai doan t& bao me hat phén va giai doan khong c6 hat phén.
Bao phin dugc loai khoi cum hoa bong bing cach sir dung kep gidi phiu va c¢d dinh ngay
trong 3,7% formaldehyt trong dung dich nuéc mudi dugc dém phosphat (phosphate
buffered saline-PBS) trong chan khong nhe. Sau khi rira trong PBS, cdc m6 dugc dat
trong moi trudng ¢ dinh md va duoc dong lanh ngay. Céc khéi mé dong lanh dugc bao
quéan & nhiét d6 -80°C cho dén khi duoc cat l4t trong thiét bi vi phdu & nhiét do -20°C va
dat vao cac lam kinh.

Céc 1at cét md duoc phong bé bang cach sir dung chat phong bé (10% huyét thanh
dé binh thuong, 5% albumin huyét thanh bo, 0,1% Triton X-100 trong PBS) trong hai
gidr. Cac lat cit duoc U v6i khang thé khang CP4-EPSPS (1/500 trong PBS). Sau khi rta
céc 1at cét nay ba lan trong PBS, cic lat cit mo duoc G voi khang thé tha cap, TgG dé
khang chudt duoc tiép hop véi Alexa Flour® 488 (Invitrogen, Eugene, Oregon). Déi
chimg am duoc chudn bi bing cach bo qua budc 1 véi khang thé CP4-EPSPS. Ca khang
thé so cip va thtr cAp dugc U & nhiét do trong phong trong hai dén bdn gio va sau d6
tiép qua dém & nhiét d6 4°C. Sau khi rira, cic mé duoc hién anh bang kinh hién vi dong
tiéu cu Zeiss Lazar Scanning Microscope (LSM) 510 META st dung mdy phat luong tir
anh sang & budc song 488nm dé kich thich va bude séng 500-550nm (kénh xanh 14) cho
b6 loc phat xa. Thong s hién anh nay duoc ap dung cho toan bo cac miu ké ca cac miu
d6i chimg. Céac hinh anh huynh quang va & ving séng dugc sang loc tur mdi lat cit, va
hop nhét bing cach sir dung phan mém LSM sau d6 thé hién thong tin cau trac. S6 liéu
clia cac mau dbi chimg 4m da cho thay khong c6 tin hiéu nhu ky vong. S liéu ctia cac
ciy chuyén gen chira gen chuyén cp4-epsps duge lién két chirc nang v6i SEQ ID NO: 1
da cho thdy tin hiéu huynh quang yéu chimg té su biéu hién protein CP4-EPSPS yéu &
thanh bao phén, tng nuéi, va tiéu bao tir phan hoa dang phat trién ctia bao phin. S6 liéu
cla cac ciy chuyén gen dbi chung (céc cdy chira gen chuyén cp4-epsps nhung khong
chtra yéu t6 dich mts-siARN duoc lién két chiic ning) da cho thdy tin hiéu huynh quang
cao chimg to sy biéu hién protein CP4-EPSPS cao & thanh bao phin, ting nudi va ticu
bao ti phén hoa dang phét trién ctia bao phén.

Viéc mét su biéu hién protein CP4-EPSPS & phan hoa & cac ciy chita gen chuyén
cpd-epsps duoc lién két chirc nang véi yéu t6 dich mts-siARN duoc thé hién dudi dang
SEQ ID NO: 1 ¢6 lién quan dén tinh bét thu duc hoan toan do glyphosat dugc quan sat
théy ¢ cac cay nay. Sé lidu nay da khéng dinh réng tinh bat thu duc hoan toan do
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glyphosat quan sat duoc 13 két qua cua viéc mat su biéu hién protein CP4-EPSPS & phin
hoa do su ¢6 mit ciia yéu t6 dich mts-siARN dugc lién két chirc ning duoc thé hién dudi
dang SEQ ID NO: 1.
Vi du 5. Céc thir nghiém trén canh dong

Dé st dung t6i wu trong qué trinh tao ra ciy lai mong mudn cé mic nhé ra ciia bao
phén rat thip trong cac didu kién trén canh dong sau khi phun thudc diét co két hop véi
tinh khang thudc diét co sinh dudng (nhu dugce danh gia boi mic ton thuong ciy trong
thip). Céc khia canh khac vé& qua trinh tao ra cdy ngd lai ciing ¢6 thé 1a mong mudn, nhu
chidu cao cay va san luong. Dé danh gia diém nay, céc cdy chuyén gen chira gen chuyén
cpd-epsps dugce lién két chire nang véi yéu td dich mts-siARN dugc thir nghiém & cac thé
hé trudc trong cac diéu kién trén canh dong va nhiéu thong sé duoc danh gia.

Céc thir nghiém trén canh dong clia cac cdy thé hé R3 chira gen chuyén cp4-epsps
duoc lién két chirc ning voi yéu t6 dich mts-siARN duoc thé hién duéi dang SEQ ID
NO: 1 duoc tién hanh & nhiéu vi tri dé danh gi4 tinh khang glyphosat sinh dudng va tinh
nhay glyphosphat dic hiéu cum hoa. Cac thir nghiém trén cdnh ddng di thir nghiém céc
cay thé hé R3 chira cung mot trinh ty cai chuyén gen & cac vi tri khac nhau trong bo gen.
Céc cay thir nghiém chira mot ban sao ctia mot trong s bdn su kién chuyén gen duy nhat
dugc tao ra bang cach stir dung cling mot vecto bién nap thuc vat chira gen chuyén cp4-
epsps duoc lién két chirc nang voi yéu td dich mts-siARN duoc thé hién dudi dang SEQ
ID NO: 1. Céc thir nghiém dugc tién hanh bang cach sir dung thiét ké khdi ddy da ngiu
nhién. Hiu qua da tinh trang va cac thong sd nong hoc duge danh gia sudt mua thir
nghiém trén canh déng, va cubi mua san lugng dugc danh gid. Céac thir nghiém trén canh
dong vé hiéu qua tinh trang dugc tién hanh bang cach phun thubc diét co glyphosat voi
luong 0,75 1b ae/acre ¢ giai doan V7 sau d6 phun 0,75 Ib ae/acre & giai doan V9 va danh
gi4 ty 1¢ ton thuong cdy trong & giai doan VT (CIPVT), ty 1& nho ra ctia bao phén trung
binh & giai doan S90+8 (AES9E), va san luong (dugc dénh gid bang don vi bushel (1
bushel = 25,4012kg) mbi miu Anh (0,4 ha) (bu/acre)) vao cubi mua. Cac thir nghiém trén
canh ddng bao gdm su kién chuyén gen khang glyphosat NK603 (s6 ding ky ATCC
PTA-24780) lam ddi chimg 4m dé danh gi4 tinh bt thu duc do glyphosat va lam dbi
ching duong dé dénh gi4 tinh khang glyphosat sinh dudng. Cac ciy chira su kién NK603

thé hién tinh khang glyphosat sinh dudng & murc thuong mai va tao ra cum hoa khéng
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glyphosat hoan toan. Toan bd céc sb liéu duge dua vao phan tich phuong sai va (LSD)
trung binh dugc tach ¢ p< 0,05.

Bang 13. Cac két qua vé hidu qua tinh trang ctia cac thir nghiém trén canh ddng véi cac
cay chua SEQ ID NO: 1

Sy kién CIPVT AES9E

Déi ching NK603 1,25 95,00
Su kién 1 1,25 0
Su kién 2 3,75 3,25
Su kién 3 0 4,00
Su kién 4 0 1,75

Mirc ton thuong cy trong trung binh & giai doan VT ddi voi cac cay doi chimg
chra su kién NK603 1a 1,25. Mtc ton thuong cdy trong trung binh déi véi cac cy chira
su kién 1, su kién 2, su kién 3, va su kién 4 lan luot 1a 1,25, 3,75, 0, va 0. Mirc chénh
léch nho nhit (LSD) dbi véi sy ton thuong cdy trong & 0,05 1a 10,25 dbi véi tat ca céc su
kién duoc thir nghiém. Céc két qua nay chi ra ring cac cdy chira bon su kién chuyén gen
chira yéu & dich mts-siARN SEQ ID NO: 1 ¢6 muc tén thuong sinh dudng tir khong dén
rat thap khi phun glyphosat v6i lwong 0,75 Ib ae/acre & giai doan V7 sau do la giai doan
V9, tuong tu voi cac cdy dbi chimg chira su kién NK603.

Mt nhd ra clia bao phin trung binh & giai doan S90+8 ddi vai cac cay d6i ching
chtta su kién NK603 1 95. Murc nhé ra ciia bao phin trung binh & giai doan S90+8 doi
véi cac cdy chtra sy kién 1, su kién 2, su kién 3, va su kién 4 1a 0, 3,25, 4, va 1,75, tuong
{mg. Mtrc nhé ra cua bao phén trung binh & giai doan S90+8 LSD ¢ 0,05 14 42,71 dbi véi
tat ca cac sy kién duoc thir nghiém. Cac két qua nay chi ra réng cac cay chtra bdn su kién
chuyén gen chtra yéu t6 dich mts-siARN SEQ ID NO: 1 ¢6 mtc nh6 ra ctia bao phén tir 0
dén rat thap khi phun glyphosat v&i lugng 0,75 b ae/acre & giai doan V7 sau d6 ¢ giai
doan V9 trai ngugc vai cac cay dbi chimg chira sy kién NK603, ma c6 tinh bét thu duc
hoan toan sau khi phun glyphosat.

Cubi mua cdy ngd duoc thu hoach tir cac thir nghiém trén canh dong nay va san
lugng duoc danh gid. San luong trung binh cta cic cdy déi chimg chira sy kién NK603 1a
96,74 bu/acre. San luong trung binh ctia cac cdy chua su kién 1, su kién 2, su kién 3, va

su kién 4 1an luot 1a 102,17 bu/acre, 96,48 bu/acre, 97,59 bu/acre, va 95,8 bu/acre. LSD
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san luong & 0,05 13 26,25 bu/acre dbi voi tat ca cac su kién duge thir nghiém. Xem bang
14. Céc két qua nay chi ra ring cac cdy chira bon su kién chuyén gen chira yéu t6 dich
mts-siARN SEQ ID NO: 1 ¢6 san lugng twong duong véi NK603.

Bang 14. Cac két qua vé san luong cua céc thir nghiém trén cdnh dong vai cac cay chua

SEQID NO: 1

Su kién San lugng trung binh (bu/acre)
Péi chimg NK603 96,74
Su kién 1 102,17
Su kién 2 96,48
Su kién 3 97,59
Su kién 4 95,8

Cac thtr nghiém trén canh ddng cia cac ciy ndi phdi thé hé R2 hodc thé hé cao
hon chutra gen chuyén cp4-epsps dugce lién két chirc ning v6i cac yéu t6 dich mts-siARN
khéc nhau duoc tién hanh & nhiéu vi tri dé dénh gid tinh khéng glyphosat sinh dudng va
tinh nhay glyphosphat ddc hiéu cum hoa. Céc thir nghiém trén canh dong thir nghiém céc
ciy ndi phdi thé hé R2 hodc thé hé cao hon chira mét ban sao clia gen chuyén cp4-epsps
duoc lién két chire ning vai yéu té dich mts-siARN SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, hoic SEQ ID NO: 8, mdi yéu t6 trong cau tric
vecto bién nap A. Cac thir nghiém duoc tién hanh bing cach sir dung thiét ké phong bé
nhém véi yéu t6 tao nhom 14 vecto bién nap, hoic mét nhom vecto bién nap néu s su
kién dung cho vecto bién nap cu thé 1a thdp. Hidu qua da tinh trang va cac thong s6 nong
hoc dugc danh gia qua mua thir nghiém trén cénh ddng, va cudi mua san lugng dugc
danh gid. Cac thir nghiém hidu qua tinh trang trén canh dong dugc tién hanh bang cach
phun glyphosat v6i Iugng 1,5 Ibs ae/acre duge phun cho cdy ngd ¢ giai doan V2 sau do
phun glyphosat voi lugng 0,75 Ibs ae/acre cho cdy ngd ¢ giai doan V8 (dd sinh trudng
ngay biang 875) sau d6 phun glyphosat véi lugng 0,75 Ibs ae/acre cho ciy ngd ¢ giai doan
V10 (d6 sinh trudng ngay bang 1025). Danh gi4 ty 1& t6n thuong cay tréng & giai doan
VT (CIPVT), ty 1& nhé ra cta bao phin trung binh & giai doan S90+8 (AES90+8), chiéu
cao cdy trung binh (tinh theo inso), va san luong (dugc tinh theo s& bushel m&i mau Anh
(0,4 ha) (bu/acre)) & cudi mua. Cac thir nghiém trén canh dong bao gém sy kién chuyén

gen NK603 khang glyphosat lam déi ching am dé danh gia tinh bét thu duc do glyphosat
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va 1am ddi chimg duong dé danh gia tinh khang glyphosat sinh dudng. T hop céc cay
thu phén duc khang glyphosat chira ba nén chit mdm lai dugc trong cach nhau ba manh
d4t mot va bao quanh toan bo khu thir nghiém dé lam ngudn phan hoa cho cic lan tién
hanh thit nghiém. Xt ly thude diét c6 duoc tién hanh béng cach sur dung balé6 CO, hodc
binh phun ¢6 gén bo phan kéo dugc hidu chinh d& phan phdi 15 galong mdi miu Anh
(0,4 ha) (gallons per acre-GPA) bing cach st dung dau phun Teejet® TTI dé phun vao
khong khi (TeeJet Technologies, Springfield, IL) trong d6 nudc 14 chat mang thude diét
c6. Tét ca s6 liéu duge phan tich phuong sai va (LSD) trung binh dugc tich & p< 0,05.
Cac két qua dugc dé cap trong bang 15.

Khong thdy c6 su chénh léch déng ké vé ty 1¢ ton thuong cay trong & giai doan VT
(CIPVT) hoic v& chiéu cao cdy trung binh so véi ddi chimg NK603 & céc cay dugc thir
nghiém chira yéu t6 dich mts-siARN SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, hogc SEQ ID NO: 8. C4c cy chita yéu t6 dich mis-
siARN SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, hoac SEQ ID NO: 7 ciing khéng
bi giam dang ké v& san luong hat so v6i dbi chimg NK603. Cac cdy chira yéu té dich
mts-siARN SEQ ID NO: 1 hoac SEQ ID NO: 7 ¢c6 muc nhé ra cua bao phén tir khong
dén rat thip voi cac gid tri AES90+8 nam trong khoang tir 0 dén 2,75% va nam trong
khoang tir 0 dén 1,5%, twong tng. Cac ciy chira yéu t6 dich mts-siARN SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, hodac SEQ ID NO: 8 ¢6 mitic nho ra cia bao phén giam
déng ké so voi cdy doi ching, voi cac gia tri AES90+8 nam trong khoang tir 10% dén
25%.

Béang 15. mts-siARN khéc trong cling mét ciu tric vecto bién nap A

# su kién San luong hat Chiéu cao cay
SEQ ID CIPVT AES90+8 .
duogc thr bu/acre trung binh (inso)
NO: . (LSD=8,1) | (LSD=10)
nghiém (LSD=24,7) (LSD=6,9)
Khong
) NK603 0-6,25% 90% 110 83,2
co
1 8 2,5-6,25% 0-2,75% 97-99 84,75
4 4 1,25-3,75% | 16,25-18,75% 70-80 85,1
5 4 5% 10%-20% 90-100 84,31
6 7 3,75% 25% 120 82,1
7 2 3,75-5% 0-1,5% 100-110 79,8
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8 2 2,5-2,7% | 15,75-17,85% 80-90 80,1

Vi du 6. San xuit hat lai

Céc cay chuyén gen va hat theo sang ché c6 thé duoc st dung nhim muc dich
nhan giéng ké ca dé san xuét hat lai. Cac cdy ngd chuyén gen chira cdu tric ADN tai t6
hop chira gen chuyén mi héa protein EPSPS khéng glyphosat duoc lién két chirc ning
voi yéu té dich mts-siARN dugce trdng trong mét khu vuc, nhu canh dong mo. (Cac) cay
ngo bb me khac co thé co hodc khdng cé trong khu vuc nay. Pé kiém soat co dai trong
qué trinh tao hat, glyphosat c6 thé dugc phun 1én ciy ngd chuyén gen & cac giai doan
sinh dudng nhu duoc chi ra trén cic nhan san phim nong nghiép Roundup®.

San xuét hat lai c6 thé dugc tién hanh bang cach phun glyphosat 1én ciy ngd
chuyén gen (cay cai) bat dau ngay trudc hoic khi phét trién cum hoa & céc giai doan ting
truong sinh dudng clia ngd nam trong khoang tir V7 dén V13. Viéc phun glyphosat s& tao
ra kidu hinh bt thu duc nho khang glyphosat chon loc md & cac cdy ngd chuyén gen. Cac
ciy ngd chuyén gen c6 tinh bat thu duc duge giy ra ¢ thé duoc thu phan nhe cac cay
cho phin hoa khéc (cdy duc), tao ra hat ngé lai c6 stic séng mang chu trac ADN téi t6
hop dé tao ra tinh khéng glyphosat ddc hiéu mo. Cac cdy cho phin hoa c6 thé ¢6 hodc
khong c6 trong khu vuc nay va c6 thé 1a hodc khong phai 1 cdy ngd chuyén gen. Qua
trinh thu phin c6 thé duoc tién hanh bing phuong phap bat ky di biét trong linh vuc k¥
thuat ndy, bao gdbm dat cac ciy gan nhau hoic thu phén bang tay. Hat lai duoc thu hoach
tir cac cdy ngd chuyén gen.

Céc quy tic theo sang ché dugc minh hoa va dugc md ta, ngudi c6 hiéu biét trung
binh v& linh vuc nay hiéu réng sang ché ¢6 thé dugc thay do6i vé trat tu va chi tiét ma
khong ndm ngoai cac quy tic nay. Cac tac gia sing ché yéu cdu bao ho tit ca cac thay doi
ma thudc tinh than va pham vi ctia yéu ciu bao ho di kém.

Vién dan chéo dén cac don c6 lién quan

Pon nay yéu ciu huong quyén uu tién ctia don tam thoi M§ s 62/195,546, dugc
ndp ngay 22/07/2015, duoc dua vio day bang cich vién dan.
Két hop danh muc trinh tur

Danh muc trinh tu duoc bao gém trong tép cé tén “MONS392WO_ST25.txt”, ma
c6 dung lugng 26,3 kilobit (dugc danh gia trong hé diéu hanh MS-Windows), dugc tao ra

vao ngay 28/06/2016, dugc ndp keém va duge dua vao day béng cach vién dan.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phéan tir ADN téi t6 hop chira yéu té dich mts-siARN bao gém SEQ ID NO: 1 hozc
SEQ ID NO: 2 hoic cac trinh ty bd sung véi chiéu dai ddy dua cta ching, trong d6 yéu t6
dich mts-siARN duoc lién két chirc nang v6i phan tir polynucleotit c6 kha nang phién ma
khac nguén gdc.
2. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 1, trong d6 phéan tir polynucleotit c6 kha ning phién
ma khac ngudn gbc ma hoa protein tao ra tinh khang thube diét co & cy trong.
3. Phan tir ADN t4i t6 hop theo diém 2, trong d6 phén tir polynucleotit cé kha ning phién
mé khac ngudn gbc ndy ma hoa S-enolypyruvyl shikimat 3-phosphat synthaza (EPSPS)
khang glyphosat.
4. Phuong phép tao ra phan tir ADN tai to hop, trong dé phuong phép nay bao gém viéc
lién két chirc nang yéu t6 dich mts-siARN chira SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2 hoic
céc trinh tu bd sung voi chidu dai day du cia ching véi phan tir polynucleotit ¢6 kha
nang phién ma khac ngudn géc.
5. Cay chuyén gen hodc bd phan cta né chira phan tir ADN tdi t6 hop theo diém 1 trong
bd gen ctia nd.
6. Hat ctia ciy chuyén gen theo diém 5, trong d6 hat niy chtra phan tir ADN d néu.
7. Cay theo diém 5, trong d6 cay nay la cdy mot 14 mam.
8. Cay theo diém 7, trong d6 cdy nay la cay ngo.
9. Phuwong phép diéu hoa chon loc su biéu hién ctia protein trong mé sinh san duc cua cay
chuyén gen bao gdm biéu hién phan tir ADN tai to hop theo diém 1 & cdy chuyén gen
nay.
10. Phuong phép theo diém 9, trong do protein nay chira S-enolypyruvyl shikimat 3-
phosphat synthaza (EPSPS) khang glyphosat.
11. Phuong phép tao ra tinh bit thu duc ¢ cdy chuyén gen bao gom:
a) trdng cdy chuyén gen chira phan tir ADN tai t6 hop theo diém 1, trong d6 phan
t polynucleotit c6 kha nang phién ma khac ngudn gdc ma héa protein tao ra
tinh khang véi it nhat mot thude diét co thir nhat; va
b) dung mot luong hitu hiéu thude diét c6 nay cho cay chuyén gen nay, trong d6
viéc dung thubc diét co duoc tién hanh truée hoic ddng thoi véi sy phat trién
mo sinh san duc clia cdy chuyén gen nay, nhd dé tao ra tinh bét thu duc & cay

chuyén gen.
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12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma
khac ngudn gbc ndy mi héa S-enolypyruvyl shikimat 3-phosphat synthaza (EPSPS)
khang glyphosat.

13. Phuong phép theo diém 11, trong d6 thude diét co nay 1a glyphosat.

14. Phuong phap theo diém 13, trong d6 lugng hitu hidu cua thudc diét cé glyphosat nay
tir khoang 0,125 pao (0,06kg) duong lugng axit trén mdi mau Anh (0,4ha) dén khoang 8
pao (3,63kg) duong lugng axit trén mdi mau Anh (0,4ha).

15. Phuong phéap theo diém 11, trong d6 lugng hitu higu cta thudc diét co nay dugc ding
O giai doan phat trién dugc chon tir nhém gém giai doan V4, V5, V6, V7, V8, V9, V10,
V11, V12, V13 va V14.

16. Phuong phép san xuit hat lai bao gdm:

a) dung mot lugng hitu hiéu thude diét co cho cay chuyén gen chira phan tir ADN
tai t hop theo diém 1, trong dé phan tir polynucleotit c6 kha ning phién ma
khac ngudn gdc mi héa protein tao ra tinh khang it nhit mot thude diét co thir
nhét, trong d6 viéc dung thudc diét co nay dugc tién hanh trude hoic d@)ng thoi
v6i su phat trién ctia md sinh san duc cua cy chuyén gen, nho do tao ra tinh bat
thu duc & cdy chuyén gen nay;

b) thu phén cdy chuyén gen nay véi phan hoa tir mét cdy thir hai; va

¢) dé cay chuyén gen nay tao ra hat lai.

17. Phuong phép theo diém 16, trong d6 qua trinh thu phan nay 1& qué trinh thy phan nho
gid.

18. Phuong phap theo diém 16, trong dé phan tir polynucleotit c6 kha nang phién ma
khac ngudn gdc nay ma hoéa S-enolypyruvyl shikimat 3-phosphat synthaza (EPSPS)
khang glyphosat.

19. Phuong phép theo diém 16, trong d6 thudc diét ¢o ndy la glyphosat.

20. Phuong phap theo diém 19, trong d6 glyphosat nay dugc dung dong thdi véi su phét
trién cta cdy véi lwong hiru hiéu khoang 0,125 pao (0,06kg) duong luong axit trén mdi
miu Anh (0,4ha) dén khoang 8 pao (3,63 kg) duong lugng axit trén mdi miu Anh
(0,4ha).

21. Hat lai duoc tao ra bing phuong phap theo diém 16, trong d6 hat lai chira phan tr
ADN t4i to hop di néu.
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DANH MUC TRINH TU
<110> Monsanto Technology LLC
<120> Phan tw ADN t&i td hop chtia yéu td dich mts-siARN, phuong phép tao
ra phédn tt ADN ndy va& phuong phap diéu hoa chon loc su biéu hién cua
protein trong mé sinh san duc cua ciy chuyén gen chtta phan ti ADN nay

<130> MONS:392WO

<150> 62/195,546
<151> 22-07-2015

<160> 93

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 201
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu tdéng hop

<400> 1

agacgacgac cgtgcatggt gatgaatcac agacgacgaa cacgcatgtc gcatcgccgt 60
cctctttgta tcacacagca tcaccttctt cgctctacta ctcccccgag caatcaccga 120
ccaataacac caaccatcaa cctccccegt cgccgcecgcece ttcaccgtcec tcccectcaca 180
ccatagaact gcaaatgtcc g 201
<210> 2

<211> 201

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu tdng hop

<400> 2

agacgacgac cgtgcatggt gatgaatcac agacgacgaa cacgcatgtc gcatcgccgt 60
cctctttgaa tcacacagca tcaccttctt cgctctacta ctcccccgag caatcaccga 120
ccaataacac caaccatcaa cctccceccegt cgccgecgcec ttcaccgtcec tcccctcaca 180
ccatagaact gcaaatgtcc g 201
<210> 3

<211> 195

<212> ADN

<213> Zea mays

<400> 3
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tctagccaca
ccatcagcectt

cactcttcct

ggatgttgag

<210> 4

<211> 221
<212> ADN
<213> Zea

<400> 4
acgagggaat

ccatgtggag
aagcatgaag

ggagagcaac

<210> 5

<211> 108
<212> ADN
<213> Zea
<400> 5

tggctgcttc
acgacatcta
<210> 6

<211> 108
<212> ADN
<213> Zea
<400> 6

tcgccgagaa
ttagctactt
<210> 7

<211> 206
<212> ADN
<213> Zea
<400> 7

ggaaccggtg
tcgtcctcett
atctctgtcc
aactaacatc

30865

cggtcacgtt tggacgacca ataataggct tgcaaccctt caaattgtgt
cccaacgtgc atatcgccat cctctgecttcec gtgtcccatg tcaccacccc
ctttacatgc aatgcaaata aagcagatcc aacgtggatg agggtgaatc

gtggg

mays

gtcattggtc gatgagttgg aggcgtcaaa tgcagataaa gctacaactt
gatgactgcg acgttgtggc agactcatcc actacagtga gagtctagga
ccgattgtgg acatcgatgt cggtgtcaag gacttataga tgtcatgttg

catggcacga tagttaaggc gcaagggtat c

mays

tgttggcgtg aaagctcgag tgctcctaaa tggtcgtcgt attagctgat

cccgatgcaa tagataatat tgtttacacg cgtgagtc

mays

gggagtagta gtattacctg atatctatgc taattcaggt ggtgtggtcg

taattgagtg ggttcagaac attcaaggtt tcatgtgg

mays

accagctgca cgacgatgaa tcctacaaga cgaccatgta atacacagtg
cgttctacta ctcaacagag cagtcgccga ccaataacga atggagtatt
ttcaccttac accatattca caccatagaa ctgcaaatgt ccgaggtacc

ggtacctttg gcatga

60

120

180

195

60

120

180

221

60

108

60

108

60

120

180

206



<210> 8
<211> 195
<212> ADN
<213> Zea
<400> 8
agattggtca
aagagtgtcc
ataatcagtt
tcatcgaagc
<210> 9
<211> 300
<212> ADN
<213> Zea
<400> 9
ggacaacaag
gatgacttca
tctctggtgg
tggcaccgta
tattggtggt
<210> 10
<211> 90
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 10

mays

30865

tacactagat agggctagat cactcgggtc gccacaagtt gaagaatgca

acatgatttc atggtgatga acagtgattt tatgagcaaa ctagcaaagg

gcatatatgt gatgaagacc gatcagtttc cgagcaaagt agcaaatgag

tgtca

mays

caccttcttg
ccttaaagct
caacaatgag
ctcccatgga

gacgacatcc

ccttgcaagg
attgattccc
ccattttggt
gagtagaaga

ttggtgtgca

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu tdng hop

cctccecttcece
taagtgccag
tggtgtggta
caaactcttc

tgcactggtg

ctatggtagc
acataatagg
gtctattatt
accgttgtag

agtcactgtt

cacttgagtg

ctatacattc

gagttttttt

tcgttgatgg

gtactcggcg

agacgacgac cgtgcatggt gatgaatcac agacgacgaa cacgcatgtc gcatcgccgt

cctctcacac catagaactg caaatgtccg

<210> 11
<211> 165
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 11

Trinh ty nhédn tao

Trinh tu tdng hop

agacgacgac cgtgcatggt gatgaatcac agacgacgaa cacgcatgtc gcatcgccgt
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120

180

195

60

120

180
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cctctcacac catagaactg caaatgtccg acaacaagca ccttcttgcec ttgcagtatt

ggtggtgacg acatccttgg tgtgcatgca ctggtgagtc actgt

<210> 12
<211> 170
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhan tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 12
agacgacgac cgtgcatggt gatgaatcac agacgacgaa cacgcatgtc gcatcgccgt

cctctcacac catagaactg caaatgtccg ctcttcaccg ttgtagtcgt tgatggtatt

ggtggtgacg acatccttgg tgtgcatgca ctggtgagtc actgttgtac

<210> 13
<211> 82
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 13
acgtgataac ttctatgctg gctgtgattg ctagttgaag aaaagaatag atatggtgac

atcaagtttc cactgcgtga cg

<210> 14
<211> 106
<212> RADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Trinh tu tbéng hop

<400> 14
cccaacgtgc atatcgccat cctctgctac gagggaatgt cattggtcga tgagatgagg

gtgaatcgga tgttgaggtg gcacgatagt taaggcgcaa gggtat

<210> 15
<211> 80
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Trinh tu téng hop

<400> 15
tcgtccaaac gtgaccgtgt ggctagaagc agaggatggc gatatgcacg ttatgctttc
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120

165

60

120

170

60

82

60

106

60



ctagactctc

<210> 16

<211> 264
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 16
gacaacaagc

actggtgagt
aaagaataga
cctctgctac
gcacgatagt
<210> 17

<211>

<212>
<213>

ADN
Zea

<400> 17
atcgcttgcet

cgagcctcag
gtctctgcag
gttttgccag
ggccaacttg
gggcaacgcc
tagccatact
gttgaatgac
tgtaggttgt
aattgcgcag
tatcacacag
cttcgcaatc
aaagtttgcc
catcatgtgt

aattggtggg

1826

actgtagtgg

accttcttgce
cactgttgta
tatggtgaca
gagggaatgt

taaggcgcaa

mays

cgctcgttge
ttagcatctc
gtagccagca
ggtcccagcc
tctgcgtggce
cgctgtcacg
ttctgtatgt
cgcagaaatt
ttcttcttct
gttggagcag
ctgaattaca
tctgttactg
gagtgttggce
gtagtctcac

tacgctactt

30865

Trinh tu nhan tao

Trinh tu tdng hop

cttgcagtat
cgtgataact
tcaagtttcc
cattggtcga

gggt

ttttggcagg
tagctagctc
gacaccactt
ctatgaaagc
tcacgcgaga
gtgaccgggg
ttttcgtgge
catggcactg
ctcaggtggt
gggtatttct
aattatgcga
ccatcctcac
acaatatgga
taatgtccaa

tcatatgcct

tggtggtgac
tctatgctgg
actgcgtgac

tgagatgagg

tatagcaagc
ttctccacgt
cacaagcagg
gcgttacgtt
gaaccgtata
ctgtctcgcg
catgctaata
cgggtggtgg
tccatccggt
tgtacttcag
gaccaatttt
atttttggga
gctcattgtc
ggctaacaaa

gctagcgatt

-57-

gacatccttg
ctgtgattgc
gccaacgtgce

gtgaatcgga

acaccccggce
ttagctttca
atggcaatga
tacgcagtgc
tcatattact
gctcagatgg
tccaccgtga
ccggtgaagg
tggatcgaaa
cttatgtcta
gaagaaaggt
ttgatagtat
atcacaatgg
tttttcatgg

acaagtgaac

gtgtgcatgc
tagttgaaga
atatcgccat

tgttgaggtg

cttcacccat
ataatccatc
actggttgtt
tctttctgct
tagcgcagcg
tgctgacaat
ccacgtccaa
ttgccctttt
cctacgggaa
ccataagatt
acatccgtgt
tcttgagcct
tgctattttt
agcctgcatt

ctgagtcagg

80

60

120

180

240

264

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



atgcgacatg
ttctggactc
acgaaacacg
cttcatgtcg
catggaagat
tcgcagagat
tgcatggtga
tgcatgttga
tgcatggtga
tgcatggtga
acacagcgtc
ccatcaacct
aatgtccgag
ctatattaga
gacatccact
gtcagtggaa
<210> 18

<211> 757
<212> RADN
<213> Zea

<400> 18
atctagtagt

tgtcattatt
cttagttatg
ttaatgcaga
tagccacacg
atcagcttcc
ctcttcecctet
atgttgaggt
gggaatgtca

gtggaggatg

aaacgcaaag
ctcggcactg
ttggagtcgg
ggctgcatgt
aacgatactg
ctttggaaca
tgaagccgag
tgaagccgag
tgaatccgag
tgaatcacag
gccctcetteg
cctccgtege
ataccaaata
gaatgggaga
agtagaaaag

aaaaaaaaaa

mays

tgataactat
gtttgtcgeg
tgtgagatac
gcatggagca
gtcacgtttg
caacgtgcat
ttacatgcaa
ggggtctgcet
ttggtcgatg

actgcgacgt

30865

caggtccagg
tttattctgce
aagacaatgt
actttggaat
ctggccagaa
gatgaccagc
acgacgaccg
acgacgaccg
actacgaccg
acgacgaaca
ctctactact
cgccgegtte
tcggtacatc
gtgaatatat
agctctaagg

aaaaaa

gaggtttgat
agtacctttg
tggaggccac
aagctgatct
gacgaccaat
atcgccatcc
tgcaaataaa
aaatctccca
agttggaggce

tgtggcagac

tgctggttgg
ttttactatg
accatatggg
gatgtttgtt
ttttgggagt
tgcacggcga
tgcatggtga
tgcatggtga
tgcatggtga
cgcatgtcac
cccccgagca
accgtcecctcc
tggcatgaat
ggtcgctccg

cggggcactg

aactaggagg
taaatttaga
caaagctaga
tttaaaatat
aataggcttg
tctgcttegt
gcagatccaa
aataatcaaa
gtcaaatgca

tcatccacta

-58-

ttaaccattt
ggcatcggct
tacggttttt
gcctgggaca
aggctggctc
tgaatcccat
tcaagccgag
tcaagccgag
tgaatccgag
atcgccgtcce
tcaccgacca
cctcacacca
gaagaggagg
taattaacaa

gcggttcact

ttcggcatgg
aatgagtcta
aatacgttga
acatgttacc
caacccttca
gtcccatgtc
cgtggatgag
tggcggctge
gataaagcta

cagtgagagt

ccttttttgt
acaaatgtac
ttcatttcat
cacatcatac
caacacttcc
acgacgaccg
acgacgaccg
acgacgactg
acgacgaccg
tctttgtatc
ataacattga
tagaactgca
acgatgatga
cttgtatttc

taactgaacc

gtacatgtat
accatatttt
ttactatata
tcecttattte
aattgtgtcc
accaccccca
ggtgaatcgg
aacaacacga
caacttccat

ctaggaaagc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1826

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



atgaagccga
agcaaccatg
aggaatatat
<210> 19
<211> 820
<212> ADN

<213> Zea

<400> 19
atgcgctacg

cttgtctcaa
ctagaagtta
aatggtcgtc
cgcgtgagtc
tcacttctga
tgtagattct
gtgtggtcgt
gaggagaaag
gccatgtgca
aaaaacaagc
tttaagattt
aagttgaaaa
atttcggtaa
<210> 20

<211> 1814
<212> ADN
<213> Zea

<400> 20
gcctcagatg

gactgcaggt
aaatctacaa

gaacaggggt

aactacaaat

30865

ttgtggacat cgatgtcggt gtcaaggact tatagatgtc atgttgggag

gcacgatagt taaggcgcaa gg&tatctgt aatactcaaa attgtataca

3 .

agaggtcttc tcaaaaaaaa aaaéaaal

mays

gcagtttgta
tgagactttg
gagcctagat
gtattagctg
caaaattgtt
gtgcaacctt
cgccgagaag
tagctacttt
tggacgatga
aatctttggt
tcattagatt
aaaattttat
gatgctctaa

tatgttttta

mays

ctagctagct
gagcgccata
gtaatcgatc
atttcttgta

tgtgcgagac

gtttagtcta
gagtgaacca
gatggctgcect
atacgacatc
ggctttgggt
ttttttatta
ggagtagtag
aattgagtgg
actagaaaag
gctgccgaag
tctgaaaaaa
agaagtcatc
catccaacca

tgaaaaaaaa

cttctccacg
tctatctcaa
atcagttaac
gttcagctca

aaattaggta

atcaagccat
aatgagctta
tctgttggeg
tacccgatgce
cggagcagtt
tttttccgag
tattacctga
gttcagaaca
gaéatgagca
tgtgtcgtga
cattagaagt
attttcgttt
cgcaaactat

daaaaaaaaaa

tttagcttcc
tcaatctgaa
atatgatgtc
tgagtttcac

tgtatgttta

-5O-

ggtgttgaaa
tgttcttata
tgaaagctcg
aatagataat
aatgcgagaa
cttctgcctc
tatctatgct
ttcaaggttt
gtgcttttca
cattggaatt
tattagattg
attggaagaa

cttgcaacca

aatccgtcca
gctagtaatt
gatctgtgtt
aagacttcat

ccactgtttt

cttgaccata
tgactactag
agtgctccta
attgtttaca
gtgtatttta
ttgcatatgt
aattcaggtg
catgtgggcc
acacatgaag
gcgggtctag
gtagcatttt
atatttttgg

ctctaacacg

tctctctgceca
tgttttatac
gtatttgggt
cacacggtta

aatcgatcta

660

720

757

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

820

60

120

180

240

300



acttagaaaa
tgtgtgttcg
tatatgctag
aagcacgcag
tcatatctgc
cttagaacat
agttagtttt
gatcgaataa
tatggcggcc
gttttgagat
cgggaggtct
ttttactgat
tactgagtac
actgcgtggg
ctcttattca
ttttgtcttt
tgctggctta
ataaaccggc
gatgaatcct
acagagcagt
tattcacacc
gaatgatgaa
tcgatctgtc
acgttgtaat
tagtaagaca
tgctgatgga
<210> 21

<211> 679
<212> ADN
<213> Zea

<400> 21

cgtgtgttca
aaacctaatc
gacatctgag
attcagcagt
ggagttgcta
cccgagtaat
gatctttaga
attctagtgg
ttgtgactat
tttcacctaa
gatattcata
tcttctecte
atctccccac
attgaataaa
agttcttttg
acgctgcaaa
tattaatatt
tccaacacct
acaagacgac
cgccgaccaa
atagaactgc
tgaagaggac
actaacaatt
atagacgtgc
tgtttcatgt

tgaa

mays

30865

acgtacgagt
atgcatggca
gatcatatgt
tggatcaaac
gctagttgtt
ttatagtgtg
tcaattttta
tcccatatga
attgttcgta
aactcctcat
ccggaggatg
ctcaattctg
aaagttagcg
aaaatataag
atcgtctgcet
caaaaaccaa
tgcgtttaca
acttgcaaag
catgtaatac
taacgaatgg
aaatgtccga
ggcgatgact
tgtaattcaa
ctacggtggc

gtattctttt

gactgtcaag
tgccgaacaa
gccaaatagt
ttgagaaaca
cttggcattg
caaagtttga
aggtgctatt
agacctttga
gtttatgatt
gctgaaaact
aggtctattt
gcattttctg
tgtgtatagt
ccaaaatcac
tgctctaatc
ctatatgcat
gtagcgatac
atatttggaa
acagtgtcgt
agtattatct
ggtaccaact
atattagaga
catcagaggc
gtcacgtttg

atccatacta

-60-

ccgatggttg
attttggttg
ttagccaatt
ccattttgtt
gtagtttgag
gatccgctgg
cgtcaatatt
atttcgtcca
tttagacacc
gttgggttga
tactcagcct
ctgtgttttt
cattgtcttt
ctagagtgaa
catgcataca
tacatatgtt
tgttgaccag
ccggtgacca
cctcecttegtt
ctgtccttca
aacatcggta
atgggaaagt
atattaattt
atgtatggat

ctcttaaaga

gctttgattg
gatgcatata
aatttctcac
tgattcgttc
aacgaatgtc
gtttaatctg
ggatggtccg
gcagattcct
atttgatagg
tttgtcatac
tttgagagtc
ttaaaattat
tttatatgta
tatttgttgg
ccaaatttta
gtgtgtatta
aattttggaa
gctgcacgac
ctactactca
ccttacacca
cctttggcat
gaataactgc
cgtttatgaa
atgtttgaca

aatacatgta

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

1814



atgctgagcea
gcgtgtgcaa
atgtctgggc
agagttgtgg
aagtatagat
aatgcaaaga
caaaggataa
aatgagtcat
ggctaggaca
attaagataa
gattgtggtc
aaaaaaaaaa
<210> 22

<211> 631
<212> ADN

<213> Zea

<400> 22
aacttcatat

acaattagtc
aggttaactt
atgtcgttgc
accaccaata
tacggtgcca
ccaccagaga
tgaagtcatc
cttgttgtcc
cgtcgttggg
atacttttgt
<210> 23

<211> 22

<212> ADN
<213> Zea

acaaagtttt
atgtttatgg
ttctacatca
acataattta
tggtcataca
gtgtccacat
tcagttgcat
cgaagctgtc
tcatccttag
aaggaatagt
ctctaatata

aaaaaaaaa

mays

agaccatagt
acaatattgt
tatctatggg
cgccgagtac
ccatcaacga
aaacaaactc
gaatgtatag
cactcaagtg
gttgtgataa
taaaaacatt

ttgccaaaaa

mays

30865

acgaacatgt
ttcgatccat
cagggaatgg
tatatgtttg
ctagataggg
gatttcatgg
atatgtgatg
atctaggaca
tcgtcagatc
agatatataa

taaagagtgg

tagtgacagc
ttagataaaa
actaagcttc
aacagtgact
ctacaacggt
aataatagac
cctattatgt
gctaccatag
caccttttca
gctatatcta

aaaaaaaaaa

gaagaggaga
ataggattgg
gtggaatcaa
tgagctaaaa
ctagatcact
tgatgaacag
aagaccgatc
aactcgttgt
aagcgatgaa
tggtttggtt

atagtattat

attaaagttt
atttgagatg
aattcggcat
caccagtgca
gaagagtttg
taccacacca
ctggcactta
ggaagggagg
acaataatgt
tttattttta

a

-61-

taaaattggg
taggcattag
ttcgtgggtce
ataagtgttg
cgggtcgcca
tgattttatg
agtttccgag
tatcgtagat
caacaacatg
tgatattgga

cctagtagaa

gagatgttga
tcggaggaag
cctcccecattce
tgcacaccaa
tcttctactc
accaaaatga
gggaatcgat
ccttgcaagg
tcatacctac

ttatcatata

catcacaatt
gaactcagat
acgccagaaa
gctaccattg
caagttgaag
agcaaactag
caaagtagca
tagacaacaa
gaattggaag
ttactcaatt

aactttttca

atgctaaaaa
ctgctgaaaa
ttcagtctta
ggatgtcgtc
tccatgggag
ctcattgttg
agctttaagg
caagaaggtg
attgttcgtt

tatattatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

679

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

631



<400> 23
catcaccatg
<210> 24
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 24
atcaccatgc
<210> 25
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 25
acgaccgtgc
<210> 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 26
cgcatgtcac
<210> 27
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 27
cggacatttg
<210> 28
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 28
gacatttgca
<210> 29
<211> 20
<212> ADN
<213> Zea
<400> 29
ccgtgcatgg
<210> 30

cacggtcgtc gt

mays

acggtcgt

mays

atggtgat

mays

atcgcecgtcee tc

mays

cagttctatg gt

mays

gttctatggt gt

mays

tgatgaatcc

30865

-62-

22

18

18

22

22

22

20



<211> 19
<212> ADN
<213> Zea
<400> 30
caccatgcac
<210> 31
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 31
acacgcatgt
<210> 32
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 32
tagccacacg
<210> 33
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 33
agggtgaatc
<210> 34
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 34
acgtgcatat
<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 35
tagccacacg
<210> 36
<211> 23
<212> ADN
<213> ngd
<400> 36

mays

ggtcgtcgt

mays

cacatcgcecg tc

mays

gtcacgtttg gac

mays

ggatgttgag gtgg

mays

cgccatcctc tgcet

mays

gtcacgtttg gacg

30865

-63-

19

22

23

24

24

24



cgtgcatatc

<210> 37
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 37
cagaggatgg
<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 38
ctcaacatcc
<210> 39
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 39
catcgaccaa
<210> 40
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 40
ccttgcgect
<210> 41
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 41
acccttgcecge
<210> 42
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 42
actacagtga
<210> 43
<211> 24

gccatcctct gct

mays

cgatatgcac gttg

mays

gattcaccct ca

mays

tgacattccc tc

mays

taactatcgt gc

mays

cttaactatc gtgc

mays

gagtctagga aagc

30865

23

24

22

22

22

24

24



<212> ADN
<213> Zea
<400> 43
agcactcgag
<210> 44
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 44
ttggcgtgaa
<210> 45
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 45
taaatggtcg
<210> 46
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 46
cagctaatac
<210> 47
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 47
tggtgtggtc
<210> 48
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 48
aaagtagcta
<210> 49
<211> 20
<212> ADN
<213> Zea
<400> 49
tactactact

mays

ctttcacgcc aaca

mays

agctcgagtg ctcc

mays

tcgtattagc tgat

mays

gacgaccatt tagg

mays

gttagctact tta

mays

acgaccacac cacc

mays

cccttectegg

30865

-65-

24

24

24

24

23

24

20



<210> 50
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 50
ctgatatcta
<210> 51
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 51
tgccgaagtg
<210> 52
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 52
ctgatatcta
<210> 53
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 53
ccatgtaata
<210> 54
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 54
catcgtcgtg
<210> 55
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 55
cggacatttg
<210> 56
<211> 22
<212> ADN

mays

tgctaattca gg

mays

tgtcgtgaca ttgg

mays

tgctaattca gg

mays

cacagtgtcg tc

mays

cagctggt

mays

cagttctatg gt

30865

-66-

22

24

22

22

18

22



<213> Zea
<400> 56
tacacagtgt
<210> 57
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 57
gacatttgca
<210> 58
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 58
cgaggtacca
<210> 59
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 59
atgccaaagg
<210> 60
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 60
cgtcgtgcag
<210> 61
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 61
ctgtgatgta
<210> 62
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 62
caaatgagtc

mays

cgtcctcttce gt

mays

gttctatggt gt

mays

actaacatcg gt

mays

taccgatgtt ag

mays

ctggtcaccg gt

mays

gaagcccaga c

mays

atcgaagctg t

30865

-67-

22

22

22

22

22

21

21



<210> 63
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 63
tagatcactc
<210> 64
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 64
gcatatatgt
<210> 65
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 65
cgaattgatt
<210> 66
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 66
tggtcataca
<210> 67
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 67
cctatctagt
<210> 68
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 68
gaacagtgat
<210> 69
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea

mays

gggtcgccac a

mays

gatgaagacc g

mays

ccacccattc ¢

mays

ctagataggg c

mays

gtatgaccaa t

mays

tttatgagca a

mays

30865

-68-

21

21

21

21

21

21



<400> 69
gctcataaaa
<210> 70
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 70
catgcactgg
<210> 71
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 71
agctatcgat
<210> 72
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 72
ggcctccctt
<210> 73
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 73
aagctatcga
<210> 74
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 74
aggcctccct
<210> 75
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 75
acagtgactc

tcactgttca t

mays

tgagtcactg ttg

mays

tccctaagtg cca

mays

ccctatggta gcc

mays

ttccctaagt gcca

mays

tcecectatg

mays

accagtgcat gcac

30865

-69-

21

23

23

23

24

18

24



<210> 76
<211> 21
<212> ADN
<213> Zea
<400> 76
acagtgactc
<210> 77
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 77
aaggcaagaa
<210> 78
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 78
gcatgcactg
<210> 79
<211> 25
<212> ADN
<213> Zea
<400> 79
caaggcaaga
<210> 80
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 80
catcaacgac
<210> 81
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 81
accatcaacg
<210> 82
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea

mays

accagtgcat g

mays

ggtgcttgtt gtc

mays

gtgagtcact gttg

mays

aggtgcttgt tgtcc

mays

tacaacggtg aa

mays

actacaacgg tgaa

mays

30865

-70-

21

23

24

25

22

24



<400> 82
aggcctccct
<210> 83
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 83
caaggcaaga
<210> 84
<211> 18
<212> ADN
<213> Zea
<400> 84
aagaaggtgce
<210> 85
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 85
caaggcaaga
<210> 86
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 86
caaggcaaga
<210> 87
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 87
accaaggatg
<210> 88
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 88
tcacgcagtg
<210> 89

tccctatggt agcc

mays

aggtgctt

mays

ttgttgtc

mays

aggtgcttgt tgt

mays

aggtgcttgt tgtc

mays

tcgtcaccac caat

mays

gaaacttgat gtca

30865

-71-

24

18

18

23

24

24

24



<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 89
tcacgcagtg
<210> 90
<211> 22
<212> ADN
<213> Zea
<400> 90
cagccagcat
<210> 91
<211> 23
<212> ADN
<213> Zea
<400> 91
cacgcagtgg
<210> 92
<211> 24
<212> ADN
<213> Zea
<400> 92
atctattctt
<210> 93
<211> 1368
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 93
atgcttcatg
accgtgcgcea
gctagtggag
aaggcgatgc
ggtgttggta
acggggtgcecce
ggtgacgcga
ggtgtccagg

mays

gaaacttgat

mays

agaagttatc

mays

aaacttgatg

mays

ttcttcaact

gagcttcatc
tccectggega
agacgagaat
aagcaatggg
acggaggatt
gtcttactat
gcctcactaa

tgaaatctga

30865

gtc

ac

tca

agca

Trinh tu nhén tao

Trinh tu tdng hop

taggccagct
taaaagtatt
cactggtttg
tgccagaatc
gctcgctccc

gggactggta

gagaccaatg

ggatggtgat

actgccagga
tcacacagga
cttgagggcg
cgaaaagagg
gaagcgccac
ggcgtgtatg
ggacgagtgc

cgtcttccgg

-72-

agtctagcgg
gcttcatgtt
aagatgttat
gcgatacgtg
ttgactttgg
actttgactc
tgaatcccct

ttactctgcg

gctcagtggce
cggaggactt
caacaccggt
gatcatcgac
gaacgcagct
taccttcatc
gagggagatg

aggccccaag

23

22

23

24

60

120

180

240

300

360

420

480



acccccacgce
ctcctggecgg
gaccacacgg
gacggcgtga
gtgcctggag
tctgatgtga
ttgcaggaga
gtggccgatc
gctccatcca
gcaactgtaa
gtggcgaatg
gtccgtggte
caccttgatc
gtgaccgttg

gcaggcttgg

caatcacgta
gcctcaacac
agaagatgtt
ggacaatccg
atccctcgtce
cgatcctgaa
tgggtgctga
tgcgecgtgeg
tgatcgacga
tgaacggcct
gcctgaagcet
gcccagacgg
atagaatcgc
acgatgctac

gggccaagat

30865

cagggttccg
acctggaatc
gcagggtttc
cttggagggc
cacagcgttt
tgtcctcatg
catcgaggtt
ttctagtaca
gtaccccatt
tgaggagttyg
aaacggcgtg
gaaggggttg
catgtcattt
catgatcgcc

cgagctgtct

atggcgtcag
acaaccgtga
ggcgctaatc
agaggtaaac
cccctegtag
aatccaacta
atcaatccta
ctcaaaggcg
ctcgceecgttg
agggttaagg
gactgcgacg
gggaatgctt
ctggtgatgg
acctcctttc

gatactaagg

-73-

cacaggtcaa
ttgaacccat
taacggtcga
tgactggcca
ctgcgttgct
gaaccggcct
ggttggcagg
tgaccgtccc
ctgctgegtt
agagtgacag
aaggtgaaac
cgggagctge
gacttgtctc
ctgagttcat

ccgcttga

gtcagcggta
catgactaga
aaccgacgcc
agtcatcgat
cgtccctgga
catcctcaca
tggagaggat
tgaggatcgc
tgccgaggge
gctgtccgeg
gtcccttgta
tgtggcgacg
cgagaatccg

ggacctcatg

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368





