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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Séang ché d& cép dén cac phan tir ADN tai t hop 14 don nhit v& sy kién ngd chuyén
gen MON 87419. Sang ché ciing d8 cap dén cay ngd, bd phan, hat, té bao ngd chuyén gen va
cac san phim ndng nghiép chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419 ciing nhu cdc phuong
phép ung dung su kién nay. Céc cdy ngd chuyén gen chtra su kién ngd chuyén gen MON 87419
thé hién kha ning dung nap véi cac thube diét cé dicamba va glufosinat.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Cay ngb (Zea mays) la cay trdng quan trong & nhidu ving trén thé gioi. Nhiéu phuong
phap céng nghé sinh hoc duge ap dung cho cdy trdng nay dé tao ra ngd c6 céc dic diém mong
mudn. Mot trong céac dic didm mong mudn nay 13 kha nang dung nap thudc diét co. Su biéu
hién ctia gen khac loai, con dugc biét 1a gen chuyén, d6i voi kha nang dung nap thudc diét c6
O thuc vat co thé gdy ra su dung nap thudc diét c6 trén thuc vat nay. Tuy nhién, su biéu hién
ctia gen chuyén, va do d6 hiéu qua cla né, c6 thé bi anh huéng boi nhidu yéu t6 khac nhau
bao gdm su dinh huéng va thanh phén ciia casset didu khién sw bidu hién cua timg gen chuyén
da duoc chuyén vao nhiém sic thé cua thuc vat va vi tri trén nhiém séc thé va két qua hé gen
clia su gin xen gen chuyén nay. Diéu nay cang phiic tap hon & cac thyc vat chuyén gen c6
nhidu gen chuyén duoc lién két phan tir, mdi gen nay gy ra mot dic diém riéng. Trong trudng
hop ndy, su biéu hién chinh xé4c ciia m3i gen chuyén dugc lién két phan tir & thuc vét phai do
cung mdt dot bién gén xen gen chuyén (con dugc goi la su kién da gen). Trong céc trudng hop
nay, can phai thiét ké va thir nghiém nhiu casset biéu hién, mdi casset nay c6 c4u hinh cac
gen chuyén va yéu t6 bidu hién khac nhau, va sau d6 tao ra va phan tich mot s6 luong 16n céc
su kién bién nap thuc vt don 1€ qua nhiéu thé hé thuc vat d8 lwa chon su kién chuyén gen c6
cac dic dibm t5t hon dbi v6i mdi dic diém mong mudn va mdi dic diém nong hoc va kiéu
hinh t8i wu cAn thiét d& phit hop véi cac muc dich thuong mai. Viée chon loc nay dodi hoi phai
md ta dic diém phan tir rong cling nhu cac thir nghiém trong nha kinh va trén canh ddng trong
nhidu nam, & nhiéu dia diém, va trong nhidu didu kién khac nhau nhd d6 cé thé thu dugc mot
s6 luong dang ké cac sb lidu nong hoc, kiéu hinh va phan tir. Sau dé, s6 lidu thu duoc va cac
quan sat phai dugc phén tich boi ddi ngii cac nha khoa hoc va ndng hoc véi muc dich lya chon
mdt su kién thich hop cho tmg dung thuong mai ndng nghiép trong mét luong 1én té bao mam
va nhiéu diéu kién d(“)ng rudng khac nhau. Khi dugc chon, sy kién thuong mai tao ra cac dic
diém mong mudn c6 thé duogc lai nhap vao cdc moi truong di truyén khac bing cach st dung

céc phuong phép tao gidng cay trdng, nhd d6 tao ra nhidu gidng cay trong khéc nhau c¢6 dic
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diém mong muén nay va duoc diéu chinh thich hop véi cac didu kién nudi trdng & ting dia
phuong cu thé.

D8 tao ra cay trdong chuyén gen chira mét su kién bién nap duy nhét, phan cdu tric
ADN téi t8 hop dugc chuyén vao bd gen ciia té bao ngé bing cach sir dung cac k¥ thuat bién
nap & thuc vat. T bao ngd nay dugc sir dung tiép dé tao ra ciy Ro don nhit, sau d6 ciy nay
¢6 thé dugce sir dung dé tao ra cac cdy con chuyén gen. Bo gen ciia céc cdy con niy chira mot
su kién don nhét, va céc cdy nay cd thé duoc kiém tra cac dic didm mong mudn cling nhu
nang sudt ndng hoc. Hidu qué cia mot su kién c6 thé bi anh huong bai cac yéu t6 cis va/hoidc
trans d6i vé6i vi tri tich hop trong su kién bién nap nay. Kiéu hinh duoc tao ra béi sy kién nay
ciing c6 thé bi anh hudng béi ¢ va thiét ké ctia cu trac ADN ma c6 thé thay dbi boi su két
hop céc yéu t6 di truyén trong casset biéu hién, sé luong gen chuyén, sé luong casset bidu
hién, va c4u hinh cua cac yéu t6 va casset nay. Hiéu qua cla sy kién nay c6 thé cang phc tap
hon béi cac yéu t6 nhu mo hinh phét trién thuc vat, kiéu ngay ngay-dém, thoi gian hoic khong
gian cua su biéu hién gen; hoic do cac yéu tb ngoai lai, vi du, céc diéu kién mai trudong anh
hudng dén su sinh trudng thuc vat, sy s&n c6 ciia ngudn nudc, sy sn cb ciia ngudn nito, nhiét
hoic cac yéu tb bét loi. Do d6, kha ning tao ra sy kién sinh ra tap hop cac dic diém kiéu hinh
mong mudn khong d& dang du doan dugc.
Ban chét k§y thuit ciia sang ché

Sang ché d& xuét phan tir ADN tai t6 hop chira trinh tu dugc chon tir nhém chira SEQ
ID NO:1-10. Sang ché cfing d& xuit ADN tai t8 hop thu dugc tir hat hodc ciy ngd chuyén gen
chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419, miu hat dién hinh chira sw kién ngd chuyén gen
MON 87419 dang dugc luu trit véi sé truy cdp ATCC 12 PTA-120860. Sang ché ciing d& xuét
phén tr ADN tai td hop 13 phan tir sidu sao chép phat hién su c6 mit cia ADN thu dugc tir s
kién ngd chuyén gen MON 87419. Sang ché cling & xuét phén tir ADN nim trong cdy ngd,
té bao ngd, hat ngd, cdy con hoic mot bd phan clia cdy thu dugce tir ngd chuyén gen chira sy
kién MON 87419.

Sang ché d& xuét phan tir ADN c6 chiéu dai thich hop chira trinh tw ADN ké tiép cta
SEQ ID NO:10 d& 1am doan dd ADN lai trong c4c diéu kién lai nghiém ngit v&i phan tt ADN
chira trinh tw ADN duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO:1-10 va khéong lai trong cac diéu
kién lai nghiém ngit v&i phén tir ADN khéng chira trinh tw ADN duoc chon tir nhém bao gbm
SEQ ID NO:1-10. Sang ché ciing d& xuét cip phan tir ADN chtra phan tir ADN th& nhit va
phan t&r ADN thi hai, trong d6 phéan tir ADN thu nhét 1 mot doan ctia SEQ ID NO:9 va phan
tir ADN thtt hai 1a mot doan ctia ADN ngd chuyén gen chira sy kién ngé chuyén gen MON
87419, va trong d6 mdi phan tir ADN thr nht va thi hai chira trinh tw ADN c6 chiéu dai thich

hop bao gdm céc nucleotit ké tiép @& 1am cac doan mdi ADN khi duge st dung ciing nhau
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trong phéan tng khuéch dai véi ADN chtia su kién ngd chuyén gen MON 87419 d& tao ra phan
tir siéu sao chép phat hién sy kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mau.

Sang ché dé xuét phuong phéap phat hién sy c6 mit cla sy kién ngd chuyén gen MON
87419 trong mAu ADN bang c4ch cho mu nay tiép xtc véi doan do ADN, dwa miu ndy va
doan do ADN vao cac diéu kién lai nghiém ngit, va phat hién su lai ciia doan do ADN nay
v&i mot phén tir ADN trong mau, tai d6 su lai ciia doan do ADN véi phén tit ADN thé hién su
c6 mit cta su kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mau ADN.

Sang ché dé xuét phuong phap phét hién su c6 mit ctia su kién ngd chuyén gen MON
87419 trong mAu ADN béng cach cho miu nay tiép xtc véi cip doan mdi ADN, thyc hién
phan Gng khuéch dai du dé tao ra phan tir sidu sao chép ADN chtta trinh ty duge chon tir nhém
bao gém SEQ ID NO:1-8 va SEQ ID NO:10, va phat hién sy c6 mét ctia phan tir siéu sao chép
ADN ndy trong phan tng, trong d6 su ¢6 mit ctia phén tir siéu sao chép ADN nay trong phén
g thé hién sy c6 mit ctia sy kién ngod chuyén gen MON 87419 trong mau ADN.

Sang ché d& xuét kit phat hién ADN chtra it nhat mot phan tr ADN c6 trinh tw ADN
¢6 chidu dai thich hop bao gdm cac nucleotit ké tiép ciia SEQ ID NO:10 d& lam doan mdi hogc
doan do dic hiéu dé phat hién sy c6 mit cia su kién ngb chuyén gen MON 87419 trong mau
ADN.

Sang ché d& xuit cdy ng6, hat ngd, té bao ngd, mdt bd phén ciia cidy ngd, hodc san
phim hang héa tir ngd chira mgt phan tit ADN c6 trinh tw ADN dugc chon tir nhém bao gbm
SEQ ID NO:1-10. Sang ché ciing d xuét cdy, hat hoic té bao ngd chuyén gen c6 kha ning
dung nap glufosinat hodc dicamba, hodc thudc diét co glufosinat va dicamba. Sang ché ciing
d& xuét cdy, hat, t bao, bd phan cla ciy ngd chuyén gen hoic san phim hang héa tir ngd
chuyén gen chira su kién MON 87419. Sang ché ciing d& xuét cay hoic hat ngd chuyén gen 1a
thé lai ¢6 it nhit mot cay bd me chira su kién ngd chuyén gen MON 87419,

Sang ché @& xuit phuong phap phong trilr co dai trong mot ving bao gbm trdng cay
ngd chuyén gen chia su kién MON 87419 va stt dung lidu hiru hiéu dicamba hoic glufosinat
hoic thubc diét c6 dicamba va glufosinat @& phong trir c¢o dai trong viing ndy ma khong lam
hai dén cdy ngd chuyén gen. Sang ché ciing dé xuét phuong phap phong trlr ¢ dai bang cach
sir dung lidu hitu hiéu ctia thudc diét ¢ glufosinat 1a khoang 0,1 pound (0,045kg) duong luong
axit trén mot mau Anh (0,405 hecta) dén khoang 16 pound (7,2kg) dwong lugng axit trén mbi
mAu Anh (0,405 hecta) thube diét co glufosinat dé&n hét moa sinh truéng. Sang ché ciing dé
xuit phuong phap phong trir co dai bng cach st dung liéu hitu hidu ciia thude dit co
glufosinat 1a khoang 0,4 pound (0,18kg) duong luong axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta)
dén khoang 1,59 pound (0,72kg) dwong lwong axit trén m&i mAu Anh (0,405 hecta) thude diét

¢6 glufosinat dén hét mua sinh truéng. Sang ché ciing @& xuét phuong phap phong trir co dai
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bang cach sir dung lidu hitu hiéu cua thude diét co dicamba 13 khoang 0,1 pound (0,045kg)
dwong luong axit trén mdi mau Anh (0,405 hecta) dén khoang 16 pound (7,2kg) duong luong
axit trén mi mAu Anh (0,405 hecta) thudc diét cé dicamba dén hét mia sinh trudng. Sang ché
cling d& xuit phuong phap phong trir ¢ dai bing cach st dung liéu hitu hiéu ctia thubc diét co
dicamba 12 khoang 0,5 pound (0,22kg) duwong lugng axit trén mdi mau Anh (0,405 hecta) dén
khoang 2 pound (0,9kg) dwong lwong axit trén mdi mAu Anh (0,405 hecta) thudc diét cd
dicamba dén hét mua sinh trudng.

Sang ché d& xuit phuong phép tao ra cdy ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap véi
thudc diét co dicamba va glufosinat bang cach lai hitu tinh mét ciy ngd chuyén gen chia sy
kién ngd chuyén gen MON 87419 véi cdy ngd thir hai, thu hoach hat duoc tao ra, tréng hat
nay dé tao ra cdy con, xtt Iy cdy con bang glufosinat hozc dicamba, hogc thudc diét c6 dicamba
va glufosinat, va chon loc cdy con c¢6 kha ning dung nap véi thube diét co dicamba va
glufosinat. Sang ché ciing d& xuét phuong phép tao ra cdy ngd chuyén gen c6 kha ning dung
nap thudc diét cé dicamba va glufosinat bing cach tw thu phin cdy ngd chuyén gen chta sy
kién ngd chuyén gen MON 87419, thu hoach hat dugc sinh ra, tréng hat nay détaora cdy con,
xu 1y cdy con béng glufosinat hodc dicamba, hodc thube diét co dicamba va glufosinat, va
chon lgc cy con c6 kha nang dung nap véi thudc diét cé dicamba va glufosinat.

MBO ta vin tit cic hinh vé

Fig.1: minh hoa t§ chirc ctia su gén xen gen chuyén trong b gen clia cdy ngd chira sy
kién ngd chuyén gen MON 87419. Cac duong nim ngang twong tng véi cac vi tri tuong déi
cia SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10; cac mili tén in dam c6
ky hiéu SQ26644 va SQ26645 thé hién vi tri gin dung ctia ciip doan mdi dugc st dung dé xac
dinh cay ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419; céc dudng ngén, in ddm dugc danh s tir
14 dén 22 thé hién vi tri twong ddi ctia céc trinh tw cAu tric tai t6 hop don nhit ndm trong gén
xen ADN (SEQ ID NO:9) va con s6 thé hién SEQ ID NO tuong ting clia mbi trinh tu; cdc mili
tén ndm ngang in nét thudng thé hién t6 chirc twong dbi cia hai casset biéu hién riéng biét
chira ADN duoc gén xen gen chuyén khéc loai chita sy kién ngd chuyén gen MON 87419 va
cac 6 thd hién cac yéu té riéng biét ciia hai casset bidu hién nay; tién t& “P” dung trudc thé
hién yéu td trinh tu khoi dong, tidn t6 “L” dung trude thé hién yéu t6 din dau, tién t6 “I” thé
hién intron, tidn t& “TS” thé hién peptit chuyén lap luc, tién t6 “T” thé hién yéu t6 két thic
phién ma va polyadenyl héa 3’ (3° UTR), pat th8 hién ving mi héa cho protein
phosphinothricin axetyl transferaza (PAT), va dmo thé hién viing ma héa cho protein dicamba
mono-oxygenaza (DMO).

MO ta vin tit c4c trinh tu



31888

SEQ ID NO:1 14 trinh tw ADN gdm 30 nucleotit th hién ving nbi 5> cia ADN bg gen
ngd va su gin xen gen chuyén. SEQ ID NO:1 twong tmg véi céc vi tri nucleotit tir 1232 dén
1261 ciia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:2 14 trinh ty ADN gdm 30 nucleotit thé hién ving ndi 3° cia ADN bg gen
ngd va sy gén Xen gen chuyén. SEQ ID NO:2 tuong ting véi cac vi tri nucleotit tir 7994 dén
8023 cia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:3 14 trinh ty ADN gdm 60 nucleotit thé hién ving ndi 5> ciia ADN b gen
ngd va dot bién gin xen gen chuyén. SEQ ID NO:3 twong tmg véi céc vi tri nucleotit tir 1217
dén 1276 ciia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:4 1a trinh ty ADN g6m 60 nucleotit thé hién ving nbi 3’ cia ADN bd gen
ngd va dot bién gin xen gen chuyén. SEQ ID NO:4 tuong Gmg véi cic vi tri nucleotit tir 7979
dén 8038 ciia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:5 14 trinh tw ADN gdm 100 nucleotit thé hién ving ndi 5> cia ADN b
gen ngd va dot bién gin xen gen chuyén. SEQ ID NO:5 twong tmg véi cac vi tri nucleotit tir
1197 dén 1296 cia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:6 1a trinh tw ADN gdm 100 nucleotit thé hién ving ndi 3’ ciia ADN b
gen ngd va su gin xen gen chuyén. SEQ ID NO:6 tuong ting véi céc vi tri nucleotit tir 7959
dén 8058 ciia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:7 12 trinh tw ADN gdm 1771 nucleotit thé hién 1246 nucleotit cia ADN
viing bén & dau 5° ctia bd gen ngd va 525 nucleotit ciia dAu cing 5’ cta gin xen gen chuyén.

SEQ ID NO:8 12 trinh tw ADN gdm 1767 nucleotit thd hién 516 nucleotit ctia dau 3’
ctia gén xen gen chuyén va 1251 nucleotit cia ADN ving bén & d4u 3’ ctia bd gen ngd.

SEQ ID NO:9 14 trinh ty ADN gdm 6762 nucleotit tuong tmg véi sy gin xen gen
chuyén cua su kién ngd chuyén gen MON 87419.

SEQ ID NO:10 trinh tu ADN gdm 9259 nucleotit tvong tng véi su kién ngd chuyén
gen MON 87419; trinh tw nay chira trinh ty ADN viing bén ctia bo gen & dAu 5° tir vi tri 1 dén
1246, d6t bién gén xen ADN chuyén gen tir vi tri 1247 dén 8008, va tir vi tri 1247 dén 8008,
va trinh tw ADN ving bén & dau 3° ctia bd gen tir vi tri 8009 dén 9259.

SEQ ID NO:11 1a trinh twy ADN gém 33 nucleotit tuong ung véi doan moi duoc goi 1a
SQ26644 va dugc st dung d8 x4c dinh ADN c¢6 sy kién ngd chuyén gen MON 87419 trong
mAu; né tuong ng véi cac vi tri tir 7966 dén 7998 ciia SEQ ID NO:10.

SEQ ID NO:12 14 trinh ty ADN gbm 24 nucleotit tuong ting véi doan mdi duoc goi 1a
SQ26645 va duoc st dung dé x4c dinh ADN chtia su kién ngd chuyén gen MON 87419 trong
mau; né tuong Gng véi cac vi tri tir 8022 dén 8045 ciia SEQ ID NO:10.
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SEQ ID NO:13 1a trinh ty ADN gém 19 nucleotit tuong tng véi doan do duge goi 1a
PB11207 va duoc st dung dé xac dinh ADN chira su kién ngd chuyén gen MON 87419 trong
mau; né twong ing véi cac vi tri tir 002 dén 8020 ctia SEQ ID NO:10.

Cé4c SEQ ID NO:14-22 1a céc trinh tw ADN tuong ung véi cac trinh tu don nhét nim
trong dot bién gén xen gen chuyén cta su kién ngd chuyén gen MON 87419.

M0 ta chi tiét sang ché

Céc dinh nghia va cac phuong phéap sau ddy duoc cung cAp @8 1am 15 hon vé sang ché
va d8 huéng din ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay thyc hanh theo sang ché.
Trir khi duoc dinh nghia khac, cac thudt ngii duoc hiéu theo céach st dung théng thuong bai
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc tuong tng.

Céc k¥ thuét bién nap thuc vét hién dai dugc sir dung dé tao ra thuc vat duoc thao tac
di truyén. Thuét ngt “chuyén gen” cling c6 thé duoc sir dung dé dé cép dén thuc vat dugc thao
téc di truyén. Trong qué trinh tao ra thuc vat chuyén gen, ADN ngoai lai dugc gén xen ngau
nhién vao b gen ca té bao thuc vét. Trong quy trinh bién nap nay, nhiéu té bao don I¢ duoc
bién nap. Do sy tich hop ngAu nhién, sy kién tai tb hop ADN riéng biét va don nhét s& dién ra
trong bd gen cua ting té bao thuc vt don 1é da dugc bién nap. Sau d6 toan bo thuc vat chuyén
gen dugc tao ra tir mot t& bao chuydn gen don 1¢ duy nhét, t& bao nay tht yéu din dén moi té
bao ciia thuc vét chuyén gen déu chita ADN di gén xen don nhét nhu 13 moét phén én dinh
trong bd gen ctia né. Ngb chuyén gen chira su kién MON 87419 c¢6 kha ning dung nap thude
diét co c6 su gén xen ADN chuyén gen don Ié vio nhiém sic thé/bd gen ciia chit mdm ngd.
Su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc tao ra bang cach: (i) bién nap hang nghin té bao
ciy ngd bang céu tric axit nucleic chira gen chuyén cin quan tdm, (ii) ti sinh quén thé cay
ngd, mdi cdy chira mét sy kién chuyén gen don nhét, va (iii) thir nghiém trong nhiéu nim,
sang loc, va lua chon dé chon loc ra su kién c6 cac dic diém néng hoc mong mudn, su kién
ngd chuyén gen MON 87419. Su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc md ta 1a trinh tu
ADN don nhét ¢6 su gén xen gen chuyén vao vi tri cu thé ctia bd gen ngod.

Viéc gén xen ADN chuyén gen vao bd gen ngd dugce thuc hién béng k¥ thuat bién nap
thuc vét va tao ra trinh ty phén tr chuyén gen maéi cuia bd gen, dugce goi 14 “su kién”. Trinh ty
nay la don nhét va dic trung cho su kién nay va co thé duoc xé4c dinh d& dang khi dugc so
sanh vai trinh tu géc ctia bd gen ngd hodc cac su kién chuyén gen ng6 khac. Phan tich phan
ttr sw kién ngd chuyén gen MON 87419 x4c dinh vi tri gén xen vao bd gen ctia ADN dugc gin
xen (SEQ ID NO:9) va trinh tw ADN bén ctia b§ gen ngd nim ngay canh mét trong hai sudn
ctia ADN d4 gén xen (SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8). Do d6 kiéu sép xép ADN gin xen niy
d6i voi ADN bd gen ngd xung quanh 13 dic higu va don nhét dbi v6i ngd chuyén gen c6 kha

ning dung nap thudc diét ¢ chira su kién ngd chuyén gen MON 87419. Trinh tu phéan tir méi
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ctia bd gen (SEQ ID NO:10) ciing 1a mot phan nguyén ven cia nhidm sic thé & cay ngd chuyén
gen c6 kha nang dung nap thudc diét c6 chira su kién ngd chuyén gen MON 87419 va do d6
12 8n dinh trong cdy trdng nay va c6 th8 duoc chuyén 16n dong con ciia ciy ndy.

Séang ché ciing d& xut dong con ciia thé bién nap gbc chira su kién ngd chuyén gen
MON 87419. Dong con nay c6 thé duoc tao ra béng cach tu thu phén cay ngd chura sy kién
ngd chuydn gen MON 87419 hoic bing céch lai chéo xa hitu tinh gitta cay ngd chira sy kién
ngd chuyén gen MON 87419 va cdy khic chira hodc khong chura su kién ngd chuyén gen MON
87419. Cay khéc nay c6 thé 1a cdy chuyén gen chira cing mdt sy kién hodc cac sy kién khac
nhau hoic cdy khong chuyén gen, ching han nhu cdy thudc loai khéc. Ngay ca sau khi lai
nguoc ldp lai dén dong bd me hdi phuc, su kién ngd chuyén gen MON 87419 tir dong b6 me
d3 bién nap hién dién trong dong con cua phép lai & cing mot vi tri trong b gen.

Nhu duoge sir dung & day, thuét ngir “ngd” nghia 1a Zea mays (con duoc goi 1a ngd) va
bao gdm tét ca cac loai cdy c6 thé duoc lai v&i ngd.

Séang ché d& xuit cay ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap thubc diét co chira su kién
MON 87419 ¢6 kha nang dung nap thudc diét ¢ dicamba (axit 3,6-diclo-2-metoxybenzoic)
va thudc diét ¢ glufosinat (axit 2-amino-4-(hydroxymetylphosphinyl)-butanoic). Dicamba la
thudc diét co auxin tdng hop hitu ich dé phong trir ¢d dai 14 to. Glufosinat 14 thube diét co
phospho hiiu co hitu ich cho viéc phong trir nhidu loai ¢ séng mot ndm va lau nam va co dai
14 to. Su kién ngd chuyén gen MON 87419 chtta gen demetylaza (dmo) cua Stenotrophomonas
maltophilia biéu hién protein dicamba mono-oxygenaza (DMO) dé gay ra kha ning dung nap
thudc diét cd dicamba va gen khang bialaphos (pat) clia Streptomyces viridochromogenes biéu
hién protein phosphinothricin N-axetyltransferaza (PAT) gdy ra kha ning dung nap thude diét
co glufosinat.

Nhu duoc sir dung & day, thudt ngli “tai tb hop” diung dé chi ADN, protein, hoic sinh
vét khéng tw nhién ma binh thudng khong tim thdy duoc trong tur nhién va duoc tao ra bdi can
thiép cua con ngudi. Nhu duoc st dung ¢ ddy, “phan tir ADN tai t5 hop” 12 mot phan tir ADN
chira t5 hop ctia cac phan tir ADN ma binh thudng khong xuét hién ciing nhau va 1a két qua
cla su can thiép ciia con ngudi, vi du, mgt phan tir ADN bao gém td hop cua it nhét 13 hai
phan tir ADN khéc loai v6i nhau, nhu mot phén tir ADN chira gen chuyén va ADN bd gen ciia
thuc vat ké sat gen chuyén nay. Vidu vé phén tir ADN tai tb hop 1a m6t phan tr ADN chura it
nhét 12 mot trinh tu dugc chon tir SEQ ID NO:1-10. Nhu duge sir dung & day, “cay trc‘%ng tai
t6 hop” 14 cdy trdng ma binh thuong khong tdn tai trong tw nhién, 14 két qua cta sy can thiép
clia con ngudi, va chita phan tt ADN chuyén gen. Két qua cua sy bién d6i bd gen nay 1a ciy
trdng t4i t6 hop 12 mot loai cdy méi va khéc biét rd rang véi cay kidu hoang cing ho. Vi du v&

cdy trdng tai tb hop 13 ciy ngd chira sy kién MON 87419.
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Nhu duoc sir dung ¢ ddy, thuat ngit “gen chuyén” ding dé chi mot phan tir ADN dugc
két hop nhén tao vao bd gen ctia mdt sinh vat nhu 1a két qua ctia su can thiép clia con ngudi,
ching han bang cac phuong phap bién nap thuc vat. Gen chuyén nay c6 thé 1a khac loai véi
sinh vat nay. Thuat ngit “gin xen gen chuyén” nhu duge sir dung ¢ day ding d& chi gen chuyén
duoc gén xen b.%lng k§ thuat bién nap thuc vat vao b gen ngd dé tao ra su kién MON 87419.
Trinh ty ca dot bién gin xen gen chuyén nay duogc d& xuit 12 SEQ ID NO:9. Thuit ngit
“chuyén gen” ding d& chi viéc chira gen chuyén, vi du, “cay trong chuyén gen” ding dé chi
cdy trong chira gen chuyén.

Nhu duoe st dung & ddy, thut ngit “khac loai” ding dé chi phan tir thir nhit ma binh
thuong khong két hop vé6i phén tir thtt hai hodc mét sinh vat trong ty nhién. Vi du, mft phan
tir ADN c6 thé thu duoc tir loai tht nhét va duoc gén xen vao bd gen cua loai thur hai. Do do,
phan tir ADN nay s& 14 khéc loai v6i bd gen va sinh vét nay.

Nhu duoe st dung & ddy, thut ngit “kham” ding dé chi mot phan tir ADN duy nhét
duoc tao ra bang cach dung hop phén ti ADN thtt nhét vao phan tir ADN thit hai, trong d6 ca
phén tit ADN thé nhét va thit hai, binh thuong, déu khong thé dugce tim thdy trong cdu hinh
dugc dung hop véi nhau d6. Do d6, phan tir ADN kham 13 phan tr ADN méi ma binh thudng
khong tim thiy dugc trong tw nhién. Mt vi du v& phan tor ADN kham 1a phén tit ADN chira
it nhat mot trinh tu dugc chon tir SEQ ID NO:1-10.

Sang ché d& xuét cac phan tir ADN va céc trinh tw ADN tuong Gng ctia chung. Nhu
dugce st dung & day, thudt ngr “ADN” va “phén tr ADN” ding d& chi phan tir axit
deoxyribonucleic (ADN). M6t phan tir ADN c¢6 thé c6 ngudn gbe tir bd gen hoidc téng hop, va
theo quy udc tir diu 5° (nguoc dong) dén d4u 3’ (xudi dong). Nhu duoc st dung ¢ day, thuét
ngit “trinh twy ADN” dung dé chi trinh tu nucleotit cia mot phan tr ADN. Danh phap dugc str
dung la danh phap dugc yéu ciu béi D& muc 37 cua B phap dién cac quy dinh lién bang My
§ 1.822 va dugc chi ra trong céc bang trong WIPO Standard ST.25 (1998), Phu luc 2, bang 1
va 3. Theo quy udc, céc trinh tw ADN theo sang ché va cac doan cila chiing dugc md ta kém
theo vién din dén mot chudi duy nhét trong hai chudi trinh tw ADN bd sung. C6 thé hiéu 1,
céc trinh tu bd sung cla cac trinh tu dugc dé xut ¢ day (céc trinh tu ctia chudi bd sung nay),
con duoce goi trong linh vuc nay 1a cac chudi bd sung do, ndm trong pham vi ctia sing ché va
dugc du dinh nim trong pham vi cla cac d6i trong duoc yéu ciu bao hd. Do d6, nhu duge st
dung & day céc vién din dén SEQ ID NO:1-10 va SEQ ID NO:14-22 va céc doan ciia n6 bao
gdm va ding d& chi trinh tu cta chudi bd sung va céc doan ctia ching,

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngli “doan” ding dé chi phﬁn nho hon cua toan bé. Vi
du, cac doan cua SEQ ID NO:10 s& bao gbm cac trinh tu dai khoang it nhét 12 20 nucleotit lién
tiép, it nhat 1a khoang 25 nucleotit lién tiép, it nhét 12 khoang 30 nucleotit lién tiép, it nhét 1a
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khoang 35 nucleotit lién tiép, it nhét 12 khoang 40 nucleotit lién tip, it nhit 13 khoang 45
nucleotit lién tidp, it nhat 1a khoang 50 nucleotit lién tiép, it nhat 1a khoang 60 nucleotit lién
tiép, it nhét 1a khoang 70 nucleotit lién tiép, it nhat 1a khoang 80 nucleotit lién tiép, it nhat 1a
khoang 90 nucleotit lién tiép, hodc it nhat 1a khoang 100 nucleotit lién tiép cta trinh tw ddy dit
cia SEQ ID NO:10.

Trinh ty ADN tuong Gng vé&i trinh tw ADN hoan chinh c6 sy gén xen gen chuyén va
c4c phin quan trong cia ADN b gen ngd & bén canh mét trong hai diu cia gin xen gen
chuyén duoc d& xuét 1a SEQ ID NO:10. Céc trinh tu ADN ctia ADN bg gen ng6 dugc lién két
vét Iy bing lién két phosphodieste v6i va do d6 nim bén canh diu 5’ ciia gén xen gen chuyén
duoc d& xut 1a SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, va SEQ ID NO:7. Trinh tw ADN
ctia ADN bd gen ngd duoc lién két vat Iy bang lién két phosphodieste véi va do d6 nim bén
canh dAu 3’ cta gén xen gen chuyén dugc d& xuét 1a SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, va SEQ ID NO:8.

Ngb chuyén gen chira sy kién MON 87419 c6 hai ving dugc goi 12 ving nbi. “Ving
néi” 12 vi tri ma mot ddu cna gén xen gen chuyén duogc lién két v6i ADN bo gen. Ving nbi
trai hodc kéo dai qua mot phin cia gén xen gen chuyén va ADN lién ké bén canh ctia bo gen
va do d6 14 diém ndi hai phan nay thanh mot phén tir lién tuc. Mt ving ndi ndm & ddu 5° ciia
gén xen gen chuyén va mot ving nim & ddu 3’ cia gén xen gen chuyén, duoc goi & ddy lan
luot 12 ving ndi 5° va 3°. “Trinh tu néi” dung d& chi trinh tw ADN c6 chiéu dai bt ky kéo dai
viung ndi 5° hodc 3’ cia mét sy kién. Cac trinh tur ndi cia su kién ngd chuyén gen MON 87419
1a 18 rang véi nguoi co hidu biét trung binh trong linh vuc nay bing cach st dung SEQ ID
NO:10. Vi du vé céc trinh tu ndi cia su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc d@ xuét 1a
SEQ ID NO:1-8. Fig. 1 minh hoa sép xép vat Iy ciia SEQ ID NO:1-10 duoc sép xép tir dau 5’
dén 3°. Do 6 séng ché d& xut mot phan tir ADN chira it nhit mét trong 8 c4c trinh tw ADN
nhu dugc chi ra trong SEQ ID NO:1-8.

Trinh tw ndi ctia su kién ngd chuyén gen MON 87419 c6 thé ton tai nhu 12 m¢t phan
ctia bo gen cia cdy, hat hodc té bao ngo chuyén gen chtra su kién MON 87419. Viéc xé4c dinh
bat ky mot hodc nhiéu trong s SEQ ID NO:1-8 trong méu thu duge tir cdy ngd chuyén gen,
bd phén ciia cdy, hat hodc té bao ngd chuyén gen chi ra rang ADN nay thu dugc tlr ngd chuyén
gen chira sy kién MON 87419 va 1a dAu hiéu chi ra sy ¢6 mit cia su kién ngd chuyén gen
MON 87419.

Su kién ngd chuyén gen MON 87419 chira c4c trinh tu don nhat ddi v6i su gén xen
gen chuyén, cy thé 12 SEQ ID NO:14-22. Céc trinh ty ndy 1a don nhét dbi v6i cAu hinh kham
dic hiéu cua nhiéu trinh ty khai dong, intron, peptit gén dich lap luc (chloroplast targeting

peptides: CTP), tin higu két thuc 3° khéc nhau, céc gen pat va dmo nam & vi tri gén xen gen
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chuyén cua su kién nay. Fig. 1 minh hoa vi tri tuong ddi cia mbi trinh tu trong sb céc trinh tu
gén xen gen chuyén don nhét nay dbi véi SEQ ID NO:9.

DPuoc d& xuét 1a cac phan tt ADN dién hinh c6 thé dugc sir dung 1am doan mdi hoic
doan do dé x4c dinh su ¢6 mit trong mAu ctia ADN thu dugc tr sy kién ngd chuyén gen MON
87419. Cac doan mdi hodc doan do nay la dic hidu d6i véi trinh tu axit nucleic dich va do d6
14 hitu ich d& x4c dinh su kién ngd chuyén gen MON 87419 bing cac phwong phap duoc md
ta ¢ day.

“Doan mdi” 1 mot phan tir ADN duoc thiét k& dé st dung trong cac phuong phap gin
mdi hoic lai ma bao gdm phan tmg khuéch dai. Phan tung khuéch dai 12 phan Gng in vitro
khuéch dai ADN khudn dé tao ra phan tir siéu sao chép. Nhu dwoc st dung & ddy, “phan tir
si6u sao chép” 1a mot phéan tir ADN da duoc tdng hop bing cach sir dung cac k§ thuat khuéch
dai. Cac phén tir siéu sao chép theo sang ché c6 trinh ty ADN chtra m6t hogc nhiéu trong sb
SEQ ID NO:1-10, hoic céc doan cua chung. Mgt cip doan mdi ¢6 thé duoc sir dung cling véi
ADN khuén, chéng han nhu mau ADN bd gen ngd, trong phan Gng khuéch dai, ch?mg han
nhu phan ng chudi polymeraza (polymerase chain reaction: PCR), dé tao ra phén tir siéu sao
chép, trong d6 phan tir siéu sao chép dugc tao ra s& ¢6 trinh ty ADN twong Ung vdi trinh tw
ctia ADN khu6n nim giira hai vi tri ma c4c doan mdi duoc lai voi khudn. Mt doan mdi thuong
duoc thiét ké dé lai véi chudi ADN dich bd sung dé tao ra thé lai gitta doan mdi va chudi ADN
dich. Su c6 mit ctia doan moi 12 diém nhan biét boi polymeraza d8 bét diu kéo dai doan mdi
nay béng céch sir chudi ADN dich 1am khuon. Cac cap doan mdi ding @8 chi viéc sir dung hai
doan mdi lién két hai chudi dbi dién cua doan nucleotit chudi kép nham muc dich khuéch dai
doan nucleotit ndm gitra chuing. Vidu v& cé4c trinh tu doan mdi dugc dé xuét 12 SEQ ID NO:11
va SEQ ID NO:12. Ciip doan mdi duge dé xuat 1a SEQ ID NO:11 va SEQ ID NO:12 14 hitu
ich d& 1am phan tr ADN tht nhét va phn tr ADN tht hai, trong d6 phan tir ADN thir nhat 1a
mot doan ctia SEQ ID NO:9 va phén tir ADN thir hai 1a mot doan cta trinh tw ADN ngd chuyén
gen ctia SEQ ID NO:10, va mdi phan tit ndy c6 chidu dai da dé 1am cac doan mdi ADN khi
duoc si dung cing nhau trong phan tmg khuéch dai v6i ADN chira su kién MON 87419 dé
tao ra phén tir siéu sao chép phat hién su kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mau. Trinh
tw ADN b gen ngd ciia su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc d& xuét 1a c4c vi trf 1-1246
va 8009-9259 cua SEQ ID NO:10.

“Poan do” 12 phan tir axit nucleic bd sung cho mjt chudi cua axit nucleic dich va la
hitu ich trong cdc phuong phap phat hién su lai. Cac doan do theo sang ché bao gdm khéng
chi céc axit deoxyribonucleic hoic axit ribonucleic ma con ca polyamit va céc nguyén liéu do
khéc ma lién két dic hidu véi ADN dich va viéc phét hién cac lién két nay co thé 13 hiru ich

trong viéc phat hién su c6 mét hodc Véng mit cia trinh tw ADN dich. Poan do c6 thé duogc
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" gin v6i nhan c¢6 thé phét hién duoc théng thudng hodc phan tir chi thi, ching han nhu dong vi
phong xa, phéi tir, chét phét quang bang phan ing héa hoc, hodc enzym. Trinh ty ADN dién
hinh hitu ich nhu 12 mét doan do d& phat hién su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc dé
xuét 1a SEQ ID NO:13.

Phuong phép thiét ké va sir dung céc doan mdi va doan do da dugc biét 15 trong linh
vuc ndy va cac phan tir ADN chtra cac doan ciia SEQ ID NO:1-10 va hitu ich nhu 13 cdc doan
mdi va doan do d& phat hién sw kién ngd chuyén gen MON 87419 c6 thé dugc thiét ké d& dang
boi ngudi ¢6 hiu biét trung binh trong linh vuc nay.

Do d6 céc phan tir ADN va céc trinh tw ADN tuong tmg duoc dé xuit & day 14 hitu ich
dé x4c dinh sy kién ngd chuyén gen MON 87419 & cdy ngd chuyén gen, té bao, hat hozic cac
bd phén cia ciy ngd chuyén gen; chon loc céc th8 lai hodc céc giéng ngd chua sy kién ngd
chuyén gen MON 87419; va phat hién sy ¢6 mit hodc véng mit cia sy kién ngd chuyén gen
MON 87419 trong miu.

Nhu duge str dung & day, thudt ngir “dwoc phan 1ap” ding dé chi viéc taich mot phan
tir ra khoi cdc phin tir khac ma binh thuong dugc két hop véi nd & trang théi tu nhién hodc
nguyén thé cia n6. Do d6, thuat ngit “duoc phan lap” c6 thé ding dé chi mét phan tir ADN da
duoc tach ra khoi (cac) phan tir ADN khac ma binh thuong duoc két hop véi né & trang thai
tu nhién hodc nguyén thé ciia n6. Phan tir ADN nay c6 thé tdn tai & trang thai duoc tai tb hop,
nhu phan tir ADN t4i t6 hop. Do d6, cac phan tir ADN da dung hop vao céc trinh ty diéu hoa
hodc ma hda ma binh thudng c4c phén tir nay khong dugc két hop cling, vi du do céc k¥ thuat
tai tb hop, dugc xem la dd duoc phén lap, ngay ca khi duoc tich hop nhu mét gen chuyén Vao
nhim séc thé ciia té bao hoic ¢ mit ciing v6i cac phan tir ADN khéc.

Sang ché d& xuét cay ngo, ciy con, hat, té bao thuc vét, va cac bd phan cla cdy chira
su kién ngd chuyén gen MON 87419, va céc san phim hang héa dugc sin xuét bang cach sir
dung ching. MAu dién hinh cia hat ng6 chuyén gen c6 kha ning dung nap thudc diét co chira
su kién MON 87419 da duoc luu trit theo Hiép wdc Budapest cung véi Bo suu tap chiing nu6i
cAy kiéu My (American type Culture Collection: ATCC®). Kho luu trit ATCC da chi dinh ky
hiéu luu trit séng ché PTA-120860 cho hat ciia ciy ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap
thudc diét c6 chira su kién MON 87419. Cay, cay con, hat, té bao thuc vat, cac bd phan cla
cdy va san phim hang héa theo séng ché chira lrgng c6 thé phat hién dugc cia ADN c6 it nhét
mdt trong sé céc trinh tu duge dé xuét 13 SEQ ID NO:1-10 va SEQ ID NO:14-22. Cay, cdy
con, hat, t& bao thuc vat va cac bd phén cua cdy theo sang ché cling cé thé chira mot hodc
nhidu dic diém chuyén gen bd sung, ddc biét 1a cac déac didm duoc dwa vao bing céch lai cay
ngd chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419 v6i mét cay khac chira (cac) dac diém chuyén

gen bd sung. Cac dic diém nay bao gdm, nhung khong bi gi¢i han ¢, kha ning khang con
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trung tang, hiéu qua st dung nudc ting, nang suét tang, kha nang chiu han ting, chét luong
hat tang, chét luong dinh dudng dugc cai thién, san sinh hat lai, va/hodc kha ning dung nap
thuc diét co tang trong d6 dic diém nay duoc so sanh véi cay ngd thiéu dac diém chuyén gen
nay.

Céc cay trong theo sang ché ¢6 thé duogc str dung dé tao ra cdy con chira sy kién ngd
chuyén gen MON 87419. Nhu duoc st dung ¢ ddy, “cdy con” bao gém cdy, hat va té bao thuc
vét bit ky chtra su kién ngd chuyén gen MON 87419 duoc thira ké tir ciy ong ba, khac biét &
chdi cdy nay chira phan tir ADN c6 it nhét mét trinh ty dugc chon tir SEQ ID NO:1-10. Cay
trdng, cay con va hat c6 thé 1a ddng hop tir hoic di hop tir déi véi su kién ngd chuyén gen
MON 87419. Céc cay con c¢6 thé dwoc trdng tir hat da dugc sinh ra tir cdy ngd chira su kién
MON 87419 hodc tir cac hat duoc sinh ra bdi cdy ngdé duoc thu tinh béng hat phén chira su
kién ngd chuyén gen MON 87419.

Nhu dugc str dung & day, “bd phan cta cay” theo sang ché 13 phan bt ky thu dwoc tir
ciy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419. Céc bd phén cia cdy bao gbm, nhung khéng
gi61 han & hat phén, nodn, vo, hoa, ré, than, xo va 1a. Cac by phén cta cay cb thé van séng
hoic khéng sbng.

Sang ché d& xuét san phidm hang héa duoc sin xuét ra tir ngd chuyén gen chtra sy kién
MON 87419. San pham hang hoéa theo sang ché chira luong c6 thé phat hién dugc ciia ADN
chira trinh ty ADN dugc chon tir nhém chita SEQ ID NO:1-10. Nhu duoc sir dung & ddy, “san
phim hang héa” ding d& chi ché phdm hodc san phdm chira nguyén liéu thu dugc tir ciy ngd
chuyén gen, hat ngo, té bao cdy ngd, hodc bd phén cay ngd chira chira sy kién MON 87419.
San phim hang hoéa bao gbém nhung khéng bi giéi han & hat, ngii cbe, cac bd phan cia cdy, va
bot xay tho da xur ly. Ngd chuyén gen chua sy kién MON 87419 ¢6 thé dugc st dung dé san
xuét san phim hang héa bét ky thuong thu dwgc tir ngd. San phdm hang héa theo sang ché s&
chira ADN tuong tng véi su kién ngd chuyén gen MON 87419 véi lugng c6 thé phat hién
duoc. Phuong phap phat hién mdt hodc nhiéu ADN trong miu ndy c6 thé duoc sir dung 8 xac
dinh ham luong hodic ngudn ctia san phim hang héa nay. Phuong phap phat hién chuén bat ky
@& phat hién cac phan tir ADN ¢6 thd duoc str dung, bao gdm céc phuong phép phat hién duoc
md ta & day.

Sang ché @& xuét cac phuong phap phong trir ¢ dai bang céch sir dung glufosinat hodc
dicamba, hodc thudc diét c¢6 dicamba va glufosinat véi ngd chuyén gen chtra sy kién MON
87419. Phuong phap phong trir ¢d dai trén mdt ving, chéng han nhu trén canh ddng, duoc dé
xuét bao gdm trdng ciy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419 trén mot ving va st dung
glufosinat hodc dicamba, hodc thudc diét co dicamba va glufosinat v&i lwgng hitu higu dé diét

¢ cho viing ndy véi muc dich phong trix c6 dai trong ving nay ma khong lam hai dén cay ngd
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chuyén gen chita sy kién MON 87419 nay. Viéc sir dung glufosinat hodc dicamba, hodc thube
diét c6 dicamba va glufosinat nay c6 thé 1a trude khi nay mam (vao thoi diém bt ky sau khi
hat ngd chuyén gen chira su kién MON 87419 duoc trdng va truée khi cac cdy ngd chuyén
gen chua su kién MON 87419 nay mam) hoic sau khi nay mam (thoi diém bét k¥ sau khi cay
ngd chuyén gen chiia su kién MON 87419 nay mam). Liéu hitu hidu d& phong trir ¢6 dai cia
glufosinat d& sir dung trén mot ving d& phong trir ¢é dai nén bao gdm khoéng tir 0,1 pound
(0,045kg) dwong luong axit trén m3i mau Anh (0,405 hecta) (ae/ac) dén nhidu nhét 1a khoang
16 pound (7,2kg) ae/ac glufosinat dén hét ma sinh trudng. Lidu hitu hiéu dé phong trir cé dai
ctia dicamba dé st dung trén mot viing dé phong trir c¢6 dai nén bao gbm khoang tir 0,1 pound
(0,045kg) ae/ac dén nhidu nhit 12 khoang 16 pound (7,2kg) ae/ac dicamba dén hét mua sinh
trudng. Nhiéu cach sir dung glufosinat hodc dicamba, hodc thudc diét co dicamba va glufosinat
6 thé duge ap dung dén hét mua sinh truéng, vi du, hai cach sit dung (nhu sir dung trude khi
trdng va sir dung sau khi nay mam hoic st dung truée khi nay mam va st dung sau khi nay
mam) hoic ba cach sir dung (nhu st dung trude khi trdng, str dung trude khi nay mam va st
dung sau khi nay méam).

Nhu dugc st dung ¢ day, “thanh phén hoat chit” hodc “ai” (Viét tat coa active
ingredient) 12 thanh phén ciia ché phdm phong trir ¢d dai chiu trach nhiém v& hoat tinh phong
trir ¢4 dai, thudong duoc do bing sé pound trén mot galdng hogc dugc sir dung & dang s6 pound
trén m&i mAu Anh (0,405 hecta). D8i véi cac thude diét co 12 axit (vi du, cac phén tir ¢6 nhom
carboxyl 14 thanh phin c4u tric ctia chiing), nhém axit thuong duoc chuyén héa thanh (c6 thé
dung cu thay thé biang cac ion mong mudn d tao thanh) mudi hoic (duge cho phan Gng véi
ruou dé tao thanh) este trong qua trinh bao ché. Didu nay c6 thé 1am thay ddi khong chi cac
tinh chat héa hoc ctia mot phan tir diét ¢d cu thé, ma con ca khéi lugng. Tuy nhién, axit tuong
mg 13 phan c6 tac dung phong trir ¢6 dai cia ché phim nay va su tvong duong vé tac dung
phong trlr cé dai gifta céc thanh phdn hoat chét khéc nhau c6 th dwoc tinh toan bang cach sir
dung duong luong axit dudi dang don vi do chudn. Thuat ngit “duong luong axit” hodc “ae”
¢6 nghia 1a phan thanh phin hoat chét trong ché phim ma v& mit ly thuyét c6 thé duoc chuyén
héa lai thanh axit twong tng. Ti 1€ str dung thudc diét c¢o c6 thé duogc thé hién 1a “duong luong
axit trén mai mau Anh (0,405 hecta)” (viét tit 1a “ae/ac”) hogc 12 “thanh phan hoat cht trén
mdi mAu Anh (0,405 hecta)” (viét tt 12 “ai/ac”).

Phuong phép san xuft cdy ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap thubc diét co chira
su kién MON 87419 dugc d& xuét. Cay con dugc tao ra bing cac phuong phép nay cé thé 1a
giéng t6t hodc cay lai; c6 thé duoc trdng tir hat duge sinh ra boi cdy ngd chuyén gen chira su
kién MON 87419 hodc tir hat dugc sinh ra boi cdy ngd duoc thu tinh bang hat phén cua cdy
ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419; va c6 thé 1a ddng hop tir hoic di hop tir d6i véi sy
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kién ngd chuyén gen MON 87419. C4c cdy c6 thé tu thu phan (con duge biét 1a “tw thu phan
(selfing)” hodc dugc thu phén chéo (con duoc biét 1a “lai”). Cay ngd chuyén gen chira sy kién
MON 87419 c6 thé duoc tu thu phén dé tao ra dong thun cia cac cdy 1a ddng hop tir déi véi
su kién ngd chuyén gen MON 87419. Cac két qua tu thu phén & cdy con da duoc biét 1a “lai
cung dong” va dugc st dung d8 tao ra cac dong can giao ma déng déu vé& mat di truyén. Mat
khac, cdy ngd chuyén gen chira su kién MON 87419 c6 thé duoc lai xa (lai véi mot cdy khac
chuyén gen hoic khong chuyén gen) d& tao ra hat gibng hoc hat lai. Hat va cdy con dugc tao
ra bing phuong phap theo sang ché s& chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419 va sau d6 c6
thé duoc xir ly béng glufosinat hodc dicamba, hodc thudc diét c6 dicamba va glufosinat. Viéc
xtr 1y bang glufosinat hodc dicamba, hodc thudc diét co dicamba va glufosinat c6 thé dugc str
dung d& lwa chon céy con c6 kha ning dung nap. Ngoai ra, céc cdy con ndy cd thé duogc phan
tich bing cach sir dung cac phwong phép xéc dinh cay hoic hat chira sy kién ngd chuyén gen
MON 87419.

Céy, cdy con, hat, t& bao thuc vat va cac bd phan ciia cay theo sang ché cling c6 thé
chita mdt hoac nhiéu dic diém chuyén gen ngd bd sung, cu thé 1a cac dic diém duoc dua vao
bang cach lai cdy ngd chira su kién ngd chuyén gen MON 87419 v&i mot cay ngd khac chua
(c4c) dic diém chuyén gen b sung. Céc dic diém chuyén gen ngd nay bao gdm, nhung khong
giéi han &, kha nang khang con tring gia tang, hi¢u qua sir dung nudc tang, nang sudt ting,
kha nang chiu han ting, chét lugng hat tang, chét luong dinh dudng dugc cai thién, san sinh
ra hat lai, va c6 kha ning dung nap thuc diét co, trong d6 dic diém nay duogc so sanh véi cay
ngd khong c6 dic diém chuyén gen nay. Cac dic diém chuyén gen ngd nay da duoc biét boi
nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh vue nay; vi du, danh muc cac dic diém ndy dugc cung
chp trong Dich vu kiém tra strc khoe dong vat va cay trdng (Animal and Plant Health
Inspection Service: APHIS) cia B ndng nghiép M§ (United States Department of
Agriculture: USDA) va c¢o th8 dugc tim thidy trén trang web cta ho tai
http://www.aphis.usda.gov. Do d6 hai cay chuyén gen c6 thé duoc lai dé tao ra dong con chira
hai ho#c nhiéu dic diém chuyén gen dugc phén ly doc lap. Viéc lai nguoc vé cay bd me va lai
xa v6i cay khong chuyén gen ciing dugc du kién, ciing nhu 12 nhan giéng v6 tinh. Viéc mo ta
cac phuong phép lai thuong dugc sir dung cho cac dic didm va cay trdng khéc nhau c6 thé
duoc tim théy trong mot trong s6 céc tai liéu tham khao, vi du, Fehr, trong Breeding Methods
for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison WI
(1987).

Cay, hat, té bao, bd phén cta cdy va san phém hang hoa theo sang ché c6 thé dugc st
dung d& phat hién cic phan tir ADN va protein chi ra sy ¢6 mit cua sy kién ngd chuyén gen

MON 87419. Viéc phat hién nay s& dugc thyc hién bang cach sir dung céc trinh tw ADN duoc
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d& xuét & day va cac trinh tw protein DMO va PAT tuong tng dugc ma hoa bing dot bién gan
xen gen chuyén ma duge dé xuét 13 SEQ ID NO:9. Viéc phat hién sy c6 mit cia su kién ngd
chuyén gen MON 87419 ¢6 thd dwoc thuc hién bang cach st dung cac phuong phap da biét
trong linh vuc nay, nhu k¥ thuat khuéch dai nhiét axit nucleic, k§ thuit lai axit nucleic (nhu
phan tich thim tich Northern va phan tich Southern), cac k¥ thuét phat hién protein (nhu tham
tach Western, két tiia midn dich va céc k§ thuat dwa trén thir nghiém hdp phy mién dich lién
két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay-based: ELISA) hodc bang céch sir dung céc
phuong phap phat hién va/hodc kit phat hién duoc d& xuét & day. Mot phuong phap cho mau
ADN tiép xtc véi cip doan mdi c6 kha ning san sinh ra phan ti siéu sao chép tir ADN ciia
cdy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419, thyc hién phan img khuéch dai va nho d6 tao
ra phén tir si€u sao chép chua it nh4t mot trong s6 cac trinh tw ADN dugc & xuét 1a SEQ ID
NO:1-10 va SEQ ID NO:14-22, va sau d6 phat hién sy c6 mit hodc véng mdt cta phan tir siéu
sao chép nay va tily ¥ x4c nhén trong trinh tu cia phan tir siéu sao chép ndy mdt trinh ty chira
it nhat mot trong s céc trinh trr duge d& xuét 1a SEQ ID NO:1-10 va SEQ ID NO:14-22. Su
c6 mit cia phén t siéu sao chép nay la dAu hiéu xé4c dinh sy c6 mit cia ADN dac hiéu cho
ciy ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419 va do d6 nguyén li¢u sinh hoc trong mau thu
duoc tir cAy ngd chuyén gen chia sy kién MON 87419. M6t phuong phap khéc 1a cho mau
ADN tiép xtic v6i doan do ADN, dua doan dd va mAu ADN nay vao céc diéu kién lai nghiém
ngit, va sau d6 phat hién su lai gitia doan do va méu ADN dich. Viéc phét hién sy lai nay la
dAu hiéu x4c dinh sy c6 mit cia ADN dic hiéu cho cay ngd chuyén gen chua sy kién MON
87419 trong mau ADN.

Kit phat hién ADN d6i véi su kién ngd chuyén gen MON 87419 duoc dé xuét. Nhidu
bién thé cua kit nay ciing c6 thé duogc phat trién bing cach str dung céc ché phim va céc
phuong phap dugec mé ta & ddy va cac phwong phép da duoc biét 15 trong linh vuc phét hién
ADN. C4c kit phat hién ADN c6 thé duoc sir dung cho cac phwong phép lai v6i cly ngd chuyén
gen chtra sy kién MON 87419. Céc kit nay chira cic doan mdi ADN hoic doan dd ADN chtra
c4c doan ctia SEQ ID NO:1-10. Mot vi du v& kit niy bao gdm it nhat mot phan tir ADN c6
chidu dai du dé bao gdm cac nucleotit ké tiép cia SEQ ID NO:10 c6 chirc ning lam doan do
ADN hitu ich dé phat hién su c6 mit va/hodc véng mit trong mau ciia ADN thu duoc tir cdy
ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap thudc diét co chira su kién MON 87419. Mot phan tir
ADN du dé sir dung 1am doan do ADN dugc d& xuét 12 hitu ich d& xé4c dinh, phat hién hozc
tim ra sy c6 mit va/hoic ving mit trong miu ciia ADN ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap
thubc didt co chira su kién MON 87419 duoc dé xuat 1a SEQ ID NO:13. Céc doan do khéc c6
thé d3 dang duoc thiét ké boi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy va nén bao gdm

it nhét 14 khoang 15 nucleotit ctia SEQ ID NO:10 va di don nhit dbi véi ADN ngé chuyén
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gen ¢6 kha ndng dung nap thudc diét co chira sy kién MON 87419 dé x4c dinh ADN thu dugc
tur sy kién ngd chuyén gen MON 87419. Mot loai kit khac bao gém céap doan mdi hivu ich dé
san sinh ra phén t siéu sao chép hiiu ich d& phat hién sw ¢6 mit hodc ving mit trong mau clia
su kién ngd chuyén gen MON 87419. Kit nay s& sir dung phuong phéap bao gbm cho miu ADN
dich tiép xuc véi cdp doan moi, sau dé thuc hién phan Ung khuéch dai axit nucleic du dé tao
ra phén tir siu sao chép chtira mgt phén tir ADN c9 it nhét mét trinh tw duge chon tir SEQ ID
NO:1-10, va sau d6 phat hién sy c6 mét hodc véng mit ciia phan tir siéu sao chép ndy. Phuong
phap nay cling co thé bao gdm giai trinh tu phan ti siéu sao chép hodc mot doan cua né. Cac
cap doan mdi khic ¢ thé duoc thiét ké d& dang boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc ndy va nén bao gdm it nhét 20 nucleotit cia SEQ ID NO:10 va la dui don nhét dbi véi
ADN ngé chuyén gen c6 kha ning dung nap thudc diét co chira sy kién MON 87419 dé phat
hién su kién ngd chuyén gen MON 87419. Kit theo sang ché c6 thé tity ¥ chira cac chét thir dé
thue hién cdc phan tng phat hién va xac dinh dugc mo ta & day hodc trong hudéng dan sir dung
kit nay va ndi dung cuia no.

Nhu duge sir dung & day, thudt ngit “chira” nghia 1a “bao gdm, nhung khong bi gi6i
han 6”.
Thong tin luu trit

Viéce luu trit mAu dién hinh cia hat ngo chuyén gen chira sy kién ngd chuyén gen MON
87419 duoc thuc hién theo Hiép uéc Budapest vGi B suu tdp ching nudi cdy kiéu My
(American Type Culture Collection: ATCC) c6 dia chi & 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia USA, Zip Code 20110. Ky hiéu luu trit sang ché ATCC (s truy cap) dbi
vé6i hat chtra sy kién ngd chuyén gen MON 87419 1a PTA-120860 va ngay luu trir 13 17 thang
1, 2014. Viéc luu trit s& dwge duy tri trong kho luu trit trong khoang thoi gian 30 ndm, hodc 5
nim sau yéu ciu cubi ciing hoic trong thoi gian bao ho sang ché, tiry theo khoang thoi gian
nao dai hon.
Vi du thyc hién sang ché

Céc vi du sau day dugc bao gdm dé mo ta dly da hon vé sang ché. Nén dugc

hidu béi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay 1a nhiéu bién ddi c6 thé dugc tao ra
trong cac vi du cu thé dugc mo ta ma van dat dugc két qua tuong tu. Mot sb hop chét c6 lién
quan ca vé mit vat 1y va héa hoc c6 thé duoc thay thé cho cac hop chét duoc md ta & day trong
khi vAn dat dugc cing mot két qua hoic két qua tuong tu. TAt ca cac thay thé va bién dbi ma
12 rd rang dbi v6i nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay déu thudc pham vi clia sang

Ie
A

ché.
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Vidu 1: San xuét va chon loc su kién MON 87419

Vi du nay mo ta viéc san Xuét, phén tich va chon loc ngbd chuyén gen chua su kién
MON 87419, mdt sy kién c6 thé tao ra kha ning dung nap ca thube diét co dicamba va
glufosinat. Puoc téng két 14 quy trinh san xuét va phan tich hang chuc nghin c4 thé cay trdng
trong nhidu ndm bang c4ch thir nghiém phan tir khéc nghiét, kiém tra kidu hinh va thir nghiém
trén dong can thiét d& hya chon 1an cudi cing su kién ngd chuyén gen MON 87419.

Céc vecto bién nap chira nhiéu casset bidu hién khac nhau dwoc thiét ké va thir nghiém
d x4c nhan tinh hitu ich trong viéc biéu hién céc gen dmo va pat clia ching. Bing céach sir
dung sb lidu nay, cac td hop yéu td biéu hién duoc lya chon va 8 vecto bién nap khac nhau
duoc tao ra va duogc bién nap vao ngd. Cac vecto nay kiém tra trinh ty khoi dong va trinh tu
két thuc trong nhidu t6 hop khac nhau véi hai viing ma héa gen pat va gen dmo (Bang 1). Céc
cdy tao thanh dugc phéan tich v& su biéu hién protein va hai vecto (dugc thé hién 1a A va B

trong bang 1) dugc lua chon d& bién nap ngd thuong mai.

Béng 1. CAu hinh casset chita vecto bién nap

casset 1 (PAT) casset 2 (DMO)
Gen
can
Trinh twkhéi | quan | Trinh tw két | Trinhtwkhoi | Gencdn | Trinh tu két
Vecto dong tdm thuc dong quan tdm thuc

A AND.ge.Ubql | PAT Os.Ara5 PCSV/I-Actl | CTP4/DMO | Hspl7.5
B P-1 PAT T-1 PCSV/I-Actl | CTP4/DMO | Hspl7.5
C AND.ge.Ubql | PAT Os.Ara$ P-1 CTP4/DMO | Hspl7.5
D P-1 PAT T-1 AND.ge.Ubql | CTP4/DMO | Hspl7.5
E AND.ge.Ubql | PAT Os.Ara5 P-2 CTP4/DMO | Hspl7.5
F AND.ge.Ubql | PAT Os.Ara5 P-3 CTP4/DMO | Hspl7.5
G P-1 PAT T-1 P-2 CTP4/DMO | Hspl7.5
H P-1 PAT T-1 P-3 CTP4/DMO | Hspl7.5

Hon 13000 ciy ngd d4 bién nap don nhat duoc tao ra bang cach sir dung hai vecto (A

va B) dugc chon loc. O thuc vat, thudng cé su bién ddi nhidu gifta cac su kién don 1& v& muc
d6 biéu hién gen dugc dua vao, va su biéu hién gen co thé tuong quan truc tiép duong tinh
hodic 4m tinh v6i kidu hinh cua thuc vat chta sy kién ndy. Su biéu hién cic gen ngoai lai &
thue vat da dugc biét 14 bi anh hudng, ngoai cac yéu td khéc, béi vi trf nhiém séc thé cua
chiing. Véi Iy do d6, cin phai sang loc s6 lwong 16n cac cdy don 1é chira céc sy kién gén xen
nglu nhién qua nhiéu nim va céc vj tri 8 x4c dinh sy kién t6i wu nay. Su kién ngd chuyén
gen MON 87419 duoc tao ra bing cach bién nap qua trung gian Agrobacterium cic phdi ngd
truong thanh LH244. Cac phuong phap bién nap ngd da dugc biét trong linh vuc nay. Céc té
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bao ngd duogc bién nap va tai sinh vao céc ciy ngd nguyén ven. Céc ciy da bén 1é ¢6 céc dic
diém kiéu hinh binh thudong duge lua chon. Hang nghin sy kién don 1¢, doc 1ap sau d6 duge
chuyén vao dit dé tréng va danh gi thém.

Bang 2. Quy trinh chon loc sy kién

Téng sb cac
Su kién Su kién su kién don
Vecto A Vecto B nhét
Méc duoc duara | dugc duvara | duoc duara
Su kién chuyén gen
duoc tao ra 5236 8413 13649
Phén tich ban sao
don 1& qua lan thir
L nhét 1300 1698 2998
Dinh gid RO Xit RO 642 798 1440
Phin tich phén ti chi
tiét ban dau 85 99 184
Phan tich Southern
RO 54 58 112
Céc thtr nghiém R1
Sang loc sém & phén tich phén tir 22 22 44
(R1 & R2) Thir nghiém R2 &
phén tich phén tir 20 22 42
Nam SA 1 7 10 17
o N Nam US 1 5 6 11
Céo thir nghiém =2 mea 2 3 5
trén canh dong : — —~
duoc tibp tuc & Dﬂanh gia theo chicu
phén tich phan tir | ‘ 2 0 2
LLI?, chon su kién 1 0 1
cudi cung

Trong qua trinh Iwa chon sy kién ndy, phén tich phén tir cling nhu céc thir nghiém trén
canh ddng dé danh gia kidu hinh, c4c dic diém ndng hoc va hiéu lyc cia céc su kién duoc thuc
hién, thudng 13 ddng thoi (Bang 2). 13000 cdy ngd RO di bién nap don 1¢, duy nhét dugc phan
tich 1an tht nhét bang PCR dé lua chon céc su kién c6 ban sao don 1¢ chira dot bién gfin xen
gen chuyén (ban sao don 1¢ qua 13n thr nhit). Budc nay lua chon duge 2.998 su kién. Bude
Iua chon tiép theo 12 vé& kha ning dung nap voi viée xit thubc diét c6 RO duogc thuc hién trong
nha kinh. Céc cdy dugc thir nghiém vé kha ning dung nap véi ca glufosinat (thubc diét co
Ignite® 280) va dicamba (thubc diét co Clarity®) bing cach sir dung thiing hén hop cua
glufosinat (0,9 Ib ai/ac) va dicamba (2,0 Ib ae/ac) dwoc Xit & giai doan sinh trudng V1/V2. Cac

cay thé hién tdn thwong >15% dugc loai bd, va 1.440 sy kién duoc lua chon dé phan tich thém.
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Phan tich phan tir chi tiét hon ban dau dugc thuc hién va bao gém budc xac dinh va xac nhan
trinh tu, va kiém tra 1an thi hai sb lugng ban sao va su véng mait cia khung chinh. Phén tich
nay dua ra 184 su kién chi chita mét ban sao duy nhét c6 su gén xen gen chuyén dugc lya
chon dé tiép tuc. Phén tich Southern trén ADN dugc chiét tir cac sy kién RO duoc thuc hién
d8 x4c nhan thém sb luong ban sao gin xen gen chuyén va dé xac nhan sy véng mit ctia khung
bién nap. Trén co s& budce nay, 112 sy kién duoc lya chon dé tiép tuc v6i R1 dé phén tich
thém. Céc cdy RO dugc tu thu phén va hat duoc thu hoach cho thir nghiém R1.

Ddng thoi véi toan b cac thit nghiém trén canh ddng, phan tich phén tir bd sung dugc
tiép tuc. Phan tich Northern dugc thyc hién dé phéat hién va do cac ban sao ARN thong tin ctia
céac gen pat va dmo. Viéc giai trinh ty protein d4u N cua cac protein PAT va DMO dugc tinh
ché tir cac cay chuyén gen chira sy kién da chon loc dugc thuc hién dé x4c nhan trinh tu protein
t4i t hop. Phén tich Western dé phét hién c4c protein PAT va DMO dugc thuc hién véi cac
mAu cdy chuyén gen. Viéc giai trinh tw toan bd gen chuyén va ca hai du 5’ va 3’ cia dot bién
gén xen duoc thuc hién va duoc st dung tiép dé phat trién cac phuong phép phat hién céc sy
kién don 18. Phén tich Southern chuyén sdu dugc thuc hién trén céc cdy R1 dé x4c nhén sb
luong ban sao va su véng mit cia khung,

P6i véi bude sang loc sém thir nghiém trén ddng R1, trong sb 112 su kién dugc chon
tr bude sang loc RO 82 su kién duoc lya chon dua vao cac danh gia v& hat thu hoach duoc va
kich thuéc vudn wom. Céc cdy R1 dugc phén ly, va do dé 1a ddng hop tir, di hop tir hoic vo
dung, dbi v6i mot sy kién. 82 su kién & cay R1 dugc danh gia trong budce sang loc hiéu luc
trén ddng vai ti 18 sir dung thudc diét co cao. Tén thuong ciy dugc danh gia sau khi xt 1y bing
nhidu hdn hop khac nhau cta glufosinat (Ignite 280) va dicamba (Clarity) (ti 1& sir dung trén
canh ddng dugc gén nhan t6i da dén 20X glufosinat va ti da dén 16X dicamba) va véi thoi
didm sir dung 13 & nhiéu giai doan sinh trudng khéc nhau tir V1/V2 dén V8/V10. Cac muc do
tén thwong dugc danh gia tir 10 dén 14 ngay sau khi sir dung thudc diét co. Mirc d6 tén thwong
chuén bao gém tinh diém ti 18 phan trim a vang, di tat va sinh san. Céc tri s6 trung binh chung
cho nhidu cay chira cing mot su kién duoc sir dung dé lua chon cac su kién dé tiép tuc. Viée
sir dung thudc diét ¢ & ti 18 2X thudng giy ra tdn thuong dudi 10%, va viéc st dung thudc
diét co & ti 18 16X va 20X gy ra mic d6 tdn thuong cao hon 10%. Ngoai viée thir nghiém vé
hiéu lyc, didm ndng hoc dugc ghi lai cho mdi cdy va duoc lién hé véi sy kién ma né chia.
Tiéu chuin tinh diém ndéng hoc dwoc danh gid bao gdm chidu cao ciia cdy, chiéu cao cia tai,
ti 18 phén tram d6 4m, khdi luong thir nghiém, s6 ngay thu phin duoc 50% va s6 ngay moc
rdu ngd 50%. Duya trén phan tich s6 liéu thu duoc tir cac thir nghiém trén canh déng R1 va
phén tich phén tir, 44 sy kién dugc lwa chon 8 tiép tuc véi R2 @& phén tich thém. C4c cay R1
duoc tu thu phén va hat duoc thu hoach cho thi nghiém R2.
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Trong bude sang loc sém cia thir nghiém trén canh déng R2, cac su kién R2 va F1 (tu
buéc lai xa R1) duge danh gia trong bude sang loc higu luc trén canh ddng & 3 vi tri (hai bang
va Puerto Rico). Tn thuong cay dugc dénh gid sau khi xir ly bang céch str dung nhiéu ti 18
h8n hop khac nhau cta glufosinat va dicamba va trong cac khoang thoi gian khéac nhau. Céc
cay R2 1a ddng hop tir d6i v6i su kién nay va ti 18 mét kha ning dung nap thude diét cé sau
khi sir dung thudc diét co 1a thép, xé4c nhén két qua R1. S6 liéu ndng hoc duoc thu thap va tinh
diém nhu trong thir nghiém trén cdnh ddng R1. Phan tich phan tir bd sung, bao gdm phén tich
su bidu hién gen, ciling dugc st dung @& lwa chon cay chita cac su kién t8t nhat. Dua trén phén
tich sb liéu thu duoc tir cac thir nghiém trén canh ddng R2 va F1 va phan tich phan ti, 42 su
kién duoc lwa chon dé tiép tuc dén R3 d& phan tich thém. C4c ciy R2 duogc tu thu phén va hat
duoc thu hoach cho thtr nghiém R3.

Dbi véi thir nghiém trén cdnh déng tiép theo, cac thir nghiém v hiéu luc lai va lai gin
va cac thir nghiém ndng hoc lai va lai gin trén canh ddng déu duoc thuc hién. Céc thir nghiém
ndng hoc trén canh ddng dugc thuc hién trong cling mét mia véi cac thir nghiém vé hiéu luc
trén canh ddng. Tét ca cac thir nghiém trén canh ddng déu st dung kiéu khéi ddy du ngiu
nhién va duoc thuc hién & nhiéu vi tri. DSi véi ca thir nghiém vé hiéu lyc va thir nghiém néng
hoc trén canh d(“)ng, diém néng hoc duge thu thap trong ca mua thir nghiém trén d(‘Sng, va vao
cubi mia nay két qua duoc xac dinh (két qua vé hiéu luc hodc két qua vé néng hoc). Cac thu
nghiém v& hiéu lyc trén canh ddng duogc thuc hién d& danh gia ton thuong cdy & thoi diém 10
dén 14 ngay sau khi sir dung thubc diét co, mic dd tdn thuong cdy, va ning suét. Muc do ton
thwong cdy dich 12 didm sé nhé hon 10% la tdt hon d6i véi sy kién nay. Déi véi cac thir nghiém
ndng hoc trén canh ddng, cic manh dét duoc duy tri khong c6 ¢6 dai va khong st dung thubc
diét co glufosinat hodc thudc diét c6 dicamba trong sudt mua sinh trudng, Céc thir nghiém
ndng hoc lai trén canh ddng bao gdm céc d6i chimg 12 thé lai so sanh (d6i ching lai) dwoc tao
ra bang cach str dung ciing céc cdy ngd b6 me da duoc sir dung dé tao ra gidng lai chuyén gen,
nhung khong chira su kién chuyén gen. Céc d6i chimg lai gan 12 lai gin so sanh duge v6i cic
dong lai gin chuyén gen.

Phan tich tong hop dwogc thuc hién bang céch sir dung tip hop s6 liéu thir nghiém trén
canh ddng trong nhidu mia, & nhidu vi tri. Bang 3 minh hoa sb luong ban sao ma véi ching
cac quan sat duge lap lai cho kiéu thu nghiém trén cénh déng cu thé cho cac cay chira mot
trong sb cac su kién nay. Dbi v6i mbi mot trong hai su kién nay, c6 135 didm s lidu duoc ghi
lai d6i véi hiéu qua nong hoc lai, 933 didm s liéu d6i véi hidu luc lai, 179 diém sé liéu dbi
v6i dac diém nong hoc lai gﬁn, 30 diém s6 liéu dbi v6i hiéu luc lai gan, va 16 diém s6 lidu dbi

v&i su kién dua vao thir nghiém 4p luc vé ti 18 sir dung thudc diét cé cho ngd chira sy kién nay.
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Bang 3. C4c ban sao thir nghiém trén canh dong ddi voi hai sy kién cudi cung.

M6 ta S8 ban sao cho mdi su kién
Céc dic diém ndng hoc lai 135 ban sao
Hiéu luc lai 933 ban sao
Dic diém nong hoc lai gan 179 ban sao
Hiéu lya lai gén 30 ban sao
Thir nghiém éap lyc dua trén su
kién 16 ban sao
Tdng s6 ban sao cho mbi sy kién 1293

Mai cay lai chira mot trong 23 sy kién duge chon (tdp hop con cia 42 sy kién tir thu
nghiém trén canh dong R2) duoc danh gia trong thir nghiém trén canh ddng vé hiéu lyc trai
mua ndm thit nhit & Nam My (South America: SA) va c4c thir nghiém ndng hoc trén cdnh
déng. Céc thtr nghiém dugc thuc hién ¢ 6 vi tri theo kiéu khdi hoan chinh ngau nhién véi 4 xu
ly va 2 ban sao cho mdi xir ly. Trong c4c thir nghiém vé hiéu lyc trén canh dong, ché phdm
dicamba 12 thudc diét cé Banvel® 4SL va ché pham glufosinat la Liberty® 1.67SL. Cac xir Iy
bang thudc diét ¢é bao gdm: (1) dbi chimg khong dugc xir ly; (2) dicamba & 2 ti 1§ Ibs ae/acre
(ac) PRE (trong d6 PRE duogc xéc dinh & thoi diém trong hoic truée khi cdy niy mam) sau do
dicamba & ti 1& 11b ae/ac dugc st dung & mdi VE-V2 sau d6 1a V4 sau do6 1a V8; (3) glufosinat
duoc str dung véi ti 18 0,8 Ib ai/ac & VE-V2 sau d6 12 V4 sau d6 1a V8; va (4) glufosinat dugc
str dung & ti 1¢ 0,8 Ib ai/ac cong v6i dicamba duoc sir dung véi ti 1€ 1 1b ae/ac at VE-V2 sau
d6 12 V4 sau d6 1a V8. Ti 18 ton thuong dwoc tinh & thoi diém 10 dén 14 ngay sau khi st dung
thude diét cd. Céc tri s trung binh chung cho nhidu cdy chita cling mot sy kién dugc sir dung
@& lya chon céc su kién dé tiép tuc. Mitc d§ tdn thuong cay dich 1a didm s nho hon 10%, va
mirc d6 tén thuong quan sat duge 1a dudi 1%. Dua trén viée tinh diém ton thuong thé lai, tinh
diém nong hoc, két qua v& hiéu lyc, két qua v& néng hoc, va phan tich phan tir bd sung, 17 su
kién dugc lya chon dé tiép tuc.

Céc cay lai gin va cdy lai tir 17 su kién tiép tuc tir cac thir nghiém trén canh ddng trai
mua nim tht 1 & SA sau d6 duoc danh gid thém trong cac thir nghiém trén canh ddng v& hidu
luc va thir nghiém ndng hoc trén canh dbng nim thi nhét & My (US). Céc thir nghiém nay
duoc thuc hién vao nam 2012, 1 mia han han nghiém trong & M§. Céc thir nghiém trén canh
déng vé hiéu luc lai dugc thuc hién & 12 vi tri, 2 bang theo kiéu khdi hoan chinh ngau nhién
véi 6 xtt Iy va 3 ban sao trong mdi xir ly. C4c cay lai chia sy kién chuyén gen nay thu duoc
kha nang dung nap glyphosat tir cay b6 trong phép lai. Trong céc thir nghiém trén canh dong
v& hiéu luc nay, ché phim glyphosat 12 Roundup PowerMAX® 4.5SL, ché phédm dicamba 1a
Clarity 4SL, va ché phdm glufosinat 12 Ignite 280 2.34SL. Viéc x1r ly béng thude diét co bao
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gdm: (1) d6i chimg khong dugc xt 1y; (2) glyphosat vdi ti 1€ 3 Ibs ae/ac dugc sir dung & V4
sau d6 12 V8; (3) glufosinat véi i 1€ 0,8 Ib ai/ac dugc sit dung 6 V2 sau d6 1a V4 sau d6 1a V8;
(4) dicamba véi ti 18 2 Ibs ae/ac duge st dung PRE va sau d6 lai duoc st dung & V4 sau d6 la
V3; (5) glyphosat vdi ti 1& 31bs ae/ac cong véi dicamba véi ti 18 1,5 Ibs ae/ac dugc st dung &
V2 sau d6 12 V4 sau d6 13 V8; (6) dicamba v6i ti 1€ 2 Ibs ae/ac duge st dung ¢ V2 sau do 1a
glufosinat v&i ti 18 0,8 Ibs ai/ac cong voi dicamba vé6i ti 1€ 1 1b ae/ac duge sir dung & giai doan
sinh truéng V4 sau d6 13 glyphosat véi ti 1€ 3 Ibs ae/ac cong voi dicamba véi ti 1§ 1,5 Ibs ae/ac
duoc st dung & giai doan sinh trudng V8. Viéc x4c dinh ti 1€ tdn thuong dugc thuc hién & thoi
didm 10 dén 14 ngay sau khi str dung thudc diét co. Céc tri s6 trung binh chung cho nhiéu cay
chira cing mot su kién duoc st dung dé lya chon cac su kién dé tiép tuc. Muc dd tdn thuong
cdy dich 1a didm sé nhod hon 10%, va mic d6 ton thuong quan sat dwoc 1a dudi 1%. Dua vao
viéc tinh diém ton thuong thé lai, tinh diém néng hoc, két qua v& hiéu luc, ning suét néng hoc,
va phéan tich phan tir bd sung, 11 sy kién duoc lya chon dé tiép tuc.

Thir nghiém trén cénh ddng trai mia nam thi 2 6 Nam M§ (SA) dé danh gia hidu luc
lai va ning suét nong hoc lai gan sau d6 dugc thuc hién véi cac cdy chira 11 su kién nay. Céc
cdy lai chtra su kién chuyén gen nay thu dugc kha ning dung nap glyphosat tir cdy bd trong
phép lai. Cac thir nghiém v& hiéu lyc lai trén canh déng duoc thuc hién chi yéu nhu dugc moé
ta d6i v6i thir nghiém trén cdnh dong trai mia nam thi nhét & Nam M§ nhung xt ly bing
thudc diét o nhu sau: (1) d6i chimg khong dugc xtt 1y; (2) glyphosat véi ti 18 3 Ibs ae/ac dugc
sir dung & V4 sau d6 1a V8; (3) glufosinat véi ti 18 0,8 Ib ai/ac dugc st dung & V4 sau do 1a
V8; (4) dicamba véi ti 1€ 2 Ibs ae/ac duoc sir dung PRE va sau d6 lai duoc st dung ¢ V4 sau
d6 1a V8; (5) glyphosat véi ti 1€ 31bs ae/ac cong v6i dicamba véi ti 1€ 1,5 lbs ae/ac duoc s
dung & V4 sau d6 1a V8; (6) glufosinat véi ti 1€ 0,8 Ibs ai/ac cong véi dicamba voitile 1 1b
ae/ac duoc str dung & V4 sau d6 1a glyphosat v&i ti 1€ 3 Ibs ae/ac cong véi dicamba véi ti 1€
1,5 1bs ae/ac dugc sit dung & V8. Viée xéc dinh ti 1§ tdn thuong duoc thuc hién & thoi diém 10
dén 14 ngay sau khi st dung thubc diét co. Cac tri s trung binh chung cho nhiéu cdy chia
ciing mot su kién dugc st dung dé lua chon céc su kién dé tiép tuc. Dua vao viéc tinh diém
tdn thuong thé lai, tinh diém nong hoc, két qua v& hiéu luc lai, ning suét nong hoc lai gin, va
phén tich phan tir bd sung, 5 su kién dugc lwa chon 8 tiép tuc.

Sau d6 phén tich phan tir bd sung dugc thuc hién cho 5 su kién nay. S4 litu phéan tir va
trén canh ddng trong nhiéu nim cho mdi mét trong 5 sy kién nay, bao gdm c4c thir nghiém vé
hiéu luc lai trén canh ddng, cac phép do vé két qua lai va lai gin, tinh diém noéng hoc, va thong
tin phan tir sau d6 dugc xem xét lai, va hai su kién duge lya chon dé phén tich thém. Ca hai
su kién nay déu duoc tao ra bang cach str dung cing mot vecto bién nap, va do d6 c6 cing

mdt gén xen gen chuyén nhung khong cling mdt vi tri trén bd gen hogc trinh tw bén canh.
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Céc thtr nghiém hiéu luc lai va lai gan trén canh ddng nam thir hai & My, va cac thir
nghiém ndéng hoc lai va lai gﬁn trén canh déng duoc thuc hién dé danh gia hai su kién nay.
Céc thtr nghiém v& hidu luc lai nay dugc thyc hién twong ty thir nghiém trén canh dong & My
ndm tht nhét, nhung bao gém nhiu ché @6 xit khac nhau. Hiéu luc dugc do bang muc do tbn
thuong va két qua v& hiéu luc lai. Phan tich phan tir bd sung cho cac su kién cling duoc thuc
hién. Céac cay lai chira su kién chuyén gen thu duoc kha ning dung nap glyphosat tir cdy b
trong phép lai. Céc thr nghiém lai Hiéu luc 1 va 2 trén canh dbng duoc thuc hidn & 12 vi tri
qua 2 bang va thir nghiém lai Hiéu luc 3 trén canh ddng duoc thuc hién & 33 vi tri qua 4 bang.
Trong céac thir nghiém trén canh ddng nay, ché pham glyphosat 1 Roundup PowerMAX 4.5SL,
ché phim dicamba la Clarity 4SL, va ché phim glufosinat 13 Ignite 280 2.34SL. Viéc st dung
thudc diét ¢ cho cac thir nghiém Hiéu lyc 1 va Hiéu luc 2 (v6i cac phép lai v6i hai dong lai
gén riéng biét) 1a: (1) db6i chimg khong duoc xtr 1y; (2) glufosinat voi ti 18 0,4 1b ai/ac duoc st
dung & VE-V2 sau d6 1 V6; (3) glufosinat véi ti 18 0,8 1b ai/ac dugc sir dung & VE-V2 sau d6
12 V6; (4) dicamba véi ti 1€ 0,5 Ibs ae/ac dugc sir dung & V4 sau d6 la V8; (5) dicamba voi ti
18 1,0 lbs ae/ac duoc str dung & V4 sau d6 1a V8; va (6) glyphosat véi ti 1¢ 2,251bs ae/ac cong
vGi dicamba véi ti 18 1,0 Ibs ae/ac duoc sit dung & V4 sau d6 1a V8. Viéc sir dung thubc diét
¢6 cho thtr nghiém Hiéu luc 3 (thé hién thé lai tir phép lai véi dong lai gan thr 3) 1a: (1) asi
chung khong duoc xir 1y; (2) dicamba véi ti 1€ 0,5 Ibs ae/ac dugc sir dung & VE-V2 sau d6 la
glufosinat v&i ti 18 0,4 1b ai/ac dugc st dung & V6; va (3) dicamba véi ti 1€ 1,0 lbs ae/ac duogc
str dung & VE-V2 sau d6 1a glufosinat v&i ti 1€ 0,8 b ai/ac duoc sir dung & V6. Vige danh gia
mic do tdn thuong duoc thue hién & thoi diém 10 dén 14 ngay sau khi st dung thudc diét co
va cho nhiéu cdy chta ciing mét su kién duoc sit dung d8 lwa chon céc su kién dé tiép tuc. S&
lidu vé nang sudt va dac diém ndng hoc dugc thu thap.

Dé so sénh mirc dd tdn thuong thé lai cho hai sy kién ndy, phén tich tdng hop nhiéu
thir nghiém trén canh dong vé hiéu luc lai dugc thuc hién. (Bang 4) Muc do tdn thuong duoc
tinh didm & V8 (tai d6 phan tich V8 bao gdm tbn thuong tich Iy tir viée st dung thubc diét
6 V2, V4, V6, va V8) véi khéc biét it ¢6 ¥ nghia thong ké nhét (LSD & p<0,05). Phép thur 1,
phép thir 2, va phép thir 3 thé hién céc phép lai v6i 3 cdy ngd bd me lai gén doc lap, ma duge
str dung d8 tao ra thé lai cho thir nghiém trén canh ddng da duoc chi ra. PSi véi mbi thur
nghiém, khac biét khéng c6 y nghia thdng ké v& murc d ton thuong duoc phat hién ra giita
c4c thé lai dugc tao ra bing cach str dung ngd bd me chuyén gen chira mot trong hai sy kién

nay.
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Bang 4. Phan tich tdng hop v& muc d¢ t6n thuong tir cac thir nghiém trén canh ddng vé hidu

luc lai.
Tén
thuong LSD
Thtr nghiém trén canh dong Ngb chuyén gen V8 (P<0,05)
Nam tht 1 két hop & Nam My va My MON 87419 0.43 0,3
Nam thr 1 két hop & Nam My va My EVENT 2 0,49 0,3
Hiéu luc lai nim thitr 2 & Nam M¥ MON 87419 2,58 3
Hiéu luc lai ndm thd 2 6 Nam My EVENT 2 1,98 3
Thi nghiém lai 1 ndm tha 2 6 My MON 87419 0 0
Thir nghiém lai 1 ndm tht 2 & My EVENT 2 0 0
Thtr nghiém lai 2 nam tht 2 & My MON 87419 0 0
Thtr nghiém lai 2 nam tht 2 & My EVENT 2 0 0
Thtr nghiém lai 2 nadm tha 3 6 My MON 87419 0,31 0,42
Thir nghiém lai 2 nadm th 3 6 My EVENT 2 0,12 0,42

Phan tich tdng hop két qua hiéu luc (bushel/acre) ctia thé lai tir nhidu thir nghiém trén
canh déng vé hidu luc duge thuc hién dé so sanh két qua tir cac thé lai chtra mdi mot trong hai
su kién nay. (Bang 5) D4i véi mdi thir nghiém, phat hién ra khac biét khong c6 tinh théng ké
v& két qua hiéu luc gifra c4c thé lai duoc tao ra bang cach sir dung ngd bd me chuyén gen chira

mot trong hai sy kién nay.

Bang 5. Phén tich tdng hop két qua tir c4c thir nghiém trén canh ddng vé hiéu luc lai.

Két qua LSD
Thir nghiém trén canh dong Ngb lai (Bu/ac) (p<0,05)

Nam thr 1 két hop & Nam M§ va My MON 87419 171,07 4
Nam tht 1 két hop & Nam M§ va My EVENT 2 172,90 4
Nam thir 2 & Nam My MON 87419 233,66 14
Nam tht 2 & Nam M§ EVENT 2 231,59 14
Thir nghiém 1 nam tht 2 & My MON 87419 217,43 10
Thir nghiém 1 nam thu 2 & My EVENT 2 220,06 10
Thir nghiém 2 nam tht 2 & My MON 87419 219,68 7
Thtr nghiém 2 nam tht 2 & My EVENT 2 221,21 7
Thir nghiém 3 nam thtr 2 & My MON 87419 208,76 5,67
Thir nghiém 3 nam tht 2 & My EVENT 2 213,02 5,67

Céc thir nghiém kiém tra ap luc trén canh ddng ciing duge thuc hién véi ngd chuyén
gen lai chira mdt trong hai sy kién ndy. Trong cac thir nghiém 4p luc nay, mot trong hai thube
diét co glufosinat (Ignite 280, 2.34SL) hodc dicamba (Clarity 4SL) dugc str dung véi ti 1€ cao

khong thuong mai. Véi cac thir nghiém trén céanh ddng dién hinh, ti 18 1X d6i v6i glufosinat
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14 0,4 Ib ai/ac va ti 18 1X dbi véi dicamba 1a 0,5 Ib ae/ac. Déi véi cée thir nghiém trén canh
ddng kiém tra 4p luc glufosinat, glufosinat dugc st dung & VE-V2 sau do6 1a V4 sau d6 1a V8
& cac ti 18 sau day: (1) 1 b ai/ac (2.5X); (2) 2 Ib ai/ac (5X); (3) 4 1b ai/ac (10X); va (4) 8 Ib
ai/ac (20X). Véi cac thr nghiém trén canh ddng kiém tra ap luc dicamba, dicamba dugc sir
dung & VE-V2 sau d6 1a V4 sau d6 1a V8 ¢ cac ti 18 sau: (1) 2 Ib ae/ac (4X); (2) 4 Ib ae/ac
(8X); (3) 8 Ib ae/ac (16X); va (4) 16 1b ae/ac (32X). Vao cubi mia ndy, cac thir nghiém trén
canh déng kiém tra ap lyc lai dugc thu hoach va nang suét (bushel/acre hodc bu/ac) duoc xéc
dinh. Viéc phén tich s6 liéu nang suét nay so sanh cac thé lai chira mot trong hai sy kién nay.
D6i v6i mdi thir nghiém, phét hién ra khac biét khong c6 tinh théng ké v& nang suit & bat ky
trong sb cac i 18 sir dung thudc diét co gifra cac thé lai duoc tao ra bang céch sir dung ngd )

me chuyén gen chira mgt trong hai sy kién nay.

Bang 6. Nang suét cila cac thir nghiém trén canh ddng v& hiéu luc kiém tra 4p luc lai.

Niang
suét LSD
Thi nghiém trén canh dong Ngb lai chuyén gen | (Bu/ac) | (p<0,05)
Thir nghiém ap luc glufosinat 2.5-20X MON 87419 207,31 40
Thir nghiém ap lyc glufosinat 2.5-20X EVENT 2 201,65 40
Thir nghiém ap luc dicamba 4-32X MON 87419 239,93 40
Thir nghiém ap luc dicamba 4-32X EVENT 2 234,60 40

Céc thir nghiém ndng hoc lai dugc thyc hién trong 3 tap hop véi 15 vi tri cho mdi tap
hop & 21 vi tri qua 3 bang va duoc thuc hién trong cing mét mia v6i cac thit nghiém trén canh
ddng v& hiéu luc lai. Céc két qua do ndng hoc dugc thu lai trong c4 mia thir nghiém trén canh
ddng, va cudi mia nay, ning suét ndng hoc dugce xac dinh. Phan tich tdng hop qua cac thi
nghiém trén canh déng vé dic diém ndng hoc clia thé 1ai trong nhidu mua, & nhiéu vi tri dugc
sit dung dé so sanh ning suét ctia d6i chimg lai va céc thé lai chira mot trong hai su kién nay.
Khac biét khong c6 tinh théng ké vé ning sudt nong hoc ctia thé lai dwoc phat hién ra gifta cc

thé lai chuyén gen hodc nhu dugc so sanh véi céc dbi chung lai (Bang 7).
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Bang 7. Phan tich téng hop nang sut ctia cac thir nghiém trén canh ddng vé cac dic diém

ndng hoc cua thé lai.

Nang suét LSD
Thir nghiém trén canh déng Ngb lai (Bu/ac) (p<0,05)
Nam tht 1 két hop & Nam M§ va My Dbi chiing 180,28 6
Ném tht 1 két hop s Nam My vaMy | MON 87419 179,01 6
Nam tht 1 két hop & Nam My va My SU KIEN 2 184,88 6
Nam thir 2 & Nam My Déi ching 231,70 10
Nam tht 2 6 Nam My MON 87419 232,47 10
Nam thir 2 & Nam My SU KIEN 2 225,07 10
Tht nghiém 1 nidm thir 2 & My Ddi ching 185,80 17,40
Thir nghiém 1 ndm tht 2 6 My MON 87419 187,09 17,40
Thtr nghiém 1 ndm tht 2 & My SU KIEN 2 192,28 17,40
Thur nghiém 2 ndm tha 2 ¢ My Poi ching 219,12 12,83
Tht nghiém 2 nam thi 2 & My MON 87419 219,56 12,83
Thtr nghiém 2 ndm thtr 2 & My SU KIEN 2 221,22 12,83
Thir nghiém 3 nim tht 2 & M§ Dbi chimg 197,62 8,66
Tht nghiém 3 ndm thi 2 & My MON 87419 191,49 8,66
Tht nghiém 3 niam thit 2 & My SU KIEN 2 195,48 8,66

Céc thir nghiém trén canh ddng v& hiéu lyc lai gan duoc thuc hién bang cach sir dung
kidu khdi hoanh chinh ngiu nhién & 6 dia diém, 1 bang. Trong cac thir nghiém trén canh ddng
ndy, ché phim dicamba 1 Clarity 4SL, va ché phim glufosinat 1a Ignite 280 2.34SL. Viéc sir
dung thubc diét co cho cac thir nghiém trén cénh ddng v& hiéu lyc lai gan 1a glufosinat véi ti
1& 0,8 Ib ai/ac va dicamba véi ti 1§ 2,0 Ibs ae/ac duge sir dung & VE-V2 sau d6 la glufosinat
v6i ti 18 0,8 1b ai/ac va dicamba véi ti 18 2,0 Ibs ae/ac dugc sir dung & V8. Vao cubi mia, nang
suét duoc do. D6i v6i mdi thir nghiém nay, khac biét c6 ¥ nghia théng ké v& nang suét hiéu
luc lai gdn dugc phat hién ra khi so sanh ning sudt lai gan thu hoach tir cdc thir nghiém nay tir
ngd chuyén gen chira mot trong céc sw kién nay (Bang 8). S6 liéu nay chi ra hidu qua t6t hon

ciia ngd chuyén gen chira su kién MON 87419.

Bang 8. Phan tich tdng hop ning suét cta cac thir nghiém trén canh ddng

v€ hiéu luc lai gan.

Nang suét LSD
Thir nghiém trén canh dong | Ngb lai gin (Bu/ac) (p<0,05)
Lai gdn nam tht hai ¢ My | MON 87419 110,95 7
Lai gan nim th{ hai & M§ SU KIEN 2 98,89 7

Céc thir nghiém trén canh déng vé dic diém néng hoc lai gén duogc thuc hién trong

cung mdt mua v&i thir nghiém trén cénh déng v& hiéu luc nim th 1 & M¥, thir nghiém trén
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canh ddng v& hiéu luc ndm thir 2 & My (11 vi tri, 1 bang). Cac méanh rudng dugce chudn bi theo
kiéu khéi hoan chinh ngau nhién dwgc thuc hién & nhiéu vi tri, va cac thir nghiém dugc bao
g0m dbi chimg ciia dong lai gan so sanh dugc véi cac dong lai gin chuyén gen. Phén tich téng
hop qua cac thtr nghiém ndng hoc lai gin trong nhidu mua, & nhidu dia diém duoc thuc hién
d2 so sanh ndng suét cua dbi ching dugc tao cip va dong lai gan chuyén gen duoc tao ra bing
céach str dung mot trong hai su kién nay. Khac biét khong c6 tinh théng ké v& nang suit néng
hoc lai gin duoc phét hién ra gitta ngd déi ching va ngd chuyén gen chitra sy kién MON 87419
(Bang 9). Nguoc lai, co su giam c6 y nghia thdng ké v& nang suit & ngd chuyén gen chira su
kién 2 khi so v&i déi chimg hodc ngd chuyén gen chira sy kién MON 87419. S§ li¢u nay thé

hién thém vé& hiéu qua t6t hon cia ngd chuyén gen chura sy kién MON 87419.

Bang 9. Phan tich tong hop ning suét cda cac thir nghiém trén canh dong vé dic diém nong

hoc dong lai gin.

LSD

Thir nghiém trén canh ddng Ngo lai gin Tdng (Bu/ac) (p<0,05)
Lai gan nam thit 1 & My Dbi ching 65,87 31
Lai gan nam thu 1 & My MON 87419 60,33 31
Lai gan nam tht 1 & My EVENT 2 43,10 31
Lai gan nam tht 2 & My Dbi chiing 95,88 7
Lai gan nam tht 2 6 M§ MON 87419 98,77 7
Lai gan nam thu 2 & My EVENT 2 75,85 7
Lai gan nam thtt 2 & My Dbi chung 108,90 6
Lai gan nam thi 2 & My MON 87419 109,22 6
Lai gan nam thit 2 & My EVENT 2 96,88 6

Vi du 2: M6 ta trinh tw ADN cuia sy kién ngd chuyén gen MON 87419

Vi du ndy mo ta dac didm phéan tu téng quat dugc thuc hién trén sy kién ngbd chuyén
gen MON 87419. Sy gén xen gen chuyén chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419 chira,
theo huéng tir 5> dén 3°: (i) trinh tu khéi dong (P-ANDge.Ubql), trinh tu dan déu, va intron
(L-I-ANDge.Ubq1) ctia gen ubiquitin (Ubq) ti Andropogon gerardii; duoc lién két dong véi
gen pat t Streptomyces viridochromogenes (CR-STRvi.pat) md héa phosphinothricin N-
axetyltransferaza (PAT) gy ra kha niang dung nap véi thudc diét co glufosinat; duoc lién két
dong vai tin hiéu polyadenyl hoa (con duge biét 12 trinh tu két thuc didu khién su polyadenyl
héa ARN théng tin) tir tién gen RASB ctia Oryza sativa (T-Os.Ara5) va (ii) trinh tu khdi dong
cho ban sao ¢6 chidu dai ddy du ciia virut kham soc & lac (Peanut Chlorotic Streak Virus) c6
viing tang cudng dugc sao chép (duplicated enhancer region: PCISV); dugc lién két dong véi
trinh tu dAn dAu cta gen phic hop thu 4nh sang bl tix Triticum aestivum (L-Ta.Lhcbl); dugce

lién két dong véi intron dAu tién tir gen actin 1 tir Oryza sativa (I-Os.Actl); dugc lién két dong
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v6i peptit chuyén luc lap dAu cing N tir gen Petunia x hybrida 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphat synthaza (TS-Ph.ShkG-CTP4); duoc lién két dong v6i gen dmo cla
Stenotrophomonas maltophilia dugc t5i wu héa cho hé bidu hién mot 14 mim (CR-
STEma.DMO), gen nay mi héa dicamba monooxygenaza (DMO) gdy ra kha nang dung nap
véi thube diét cé dicamba; dugce lién két dong véi tin hidu polyadenyl héa protein sbc nhiét
17 tir Triticum aestivum (T-Ta.Hspl17). Déu 5’ cta dot bién gén xen gen chuyén nam canh ria
Phai cua Agrobacterium tumifaciens va dAu 3’ cuia dot bién gin xen gen chuyén nim canh ria
Trai ctia Agrobacterium tumifaciens.

Phan tich thAm tach Southern duoc thuc hién dé xac nhan ngd chuyén gen chira su kién
MON 87419 chira ban sao don, khong hoat ddng cua gin xen gen chuyén nguyén ven ma
khong c6 khung vecto bét ky. Cac trinh tw bén canh dugc phén 1ap tir ca d4u 5> va 3’ cla gén
xen ndy, va céc trinh tu nbi tuong ting dugc xac dinh bing cach sir dung k§ thuat PCR dao
va/hoic k§ thuét di doc by gen. Vi tri trén nhiém séc thé cua hién tuong gén xen cua su kién
ngd chuyén gen MON 87419 duogc x4c dinh bing PCR dao dé khuéch dai ADN b¢ gen bén
ngoai vi tri can quan tAm. Céc trinh ty bén canh cho su ki¢n ng6 chuyén gen MON 87419 duoc
4nh xa 1én t6 hop vét 1y bo gen ngd di biét va su kién ngd chuyén gen MON 87419 dugc xéc
nhan 14 khong nim trong cic gen bat ky da biét. Théng tin trinh tw ndy duogc st dung 8 thiét
ké cac thir nghiém TAQMAN® c6 két qua cudi ciing dic trung cho su kién dé xac dinh su ¢6
mit cta su kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mAu. Thong tin trinh tw cla vi tri gén xen
ciing dugc sir dung @& phan tich tin sinh hoc vi tri nhiém séc thé cia sy kién nay. Tinh nguyén
ven cla vi tri gin xen dugc xéac dinh bing PCR qua alen kiéu hoang bang céch st dung céc
doan mdi dic hiéu véi cac viing bén ciia su kién ngd chuyén gen MON 87419. Vi tri gén xen
kidu hoang dugc sir dung dé 4nh xa 1&n bd gen tham chiéu ctia ngd vi tri don nhét cta su tich
hop gen chuyén cho su kién ngé chuyén gen MON 87419. D& dam bao la khdng c6 thay ddi
hoic dot bién nao dwoc dua vao ving bat ky clia gen chuyén trong qua trinh bién nap, toan b
su gén xen gen chuyén ctia sw kién MON 87419 dugc phan 1ap tir cAy nay va dugc giai trinh
tu.

Viéc giai trinh ty protein dAu ciing N cia cac protein PAT va DMO da bidu hién duogc
thuc hién b;“mg cach str dung cac dich chiét protein da tinh ché mién dich tir hat ngd chuyén
gen chura sy kién MON 87419. Sau do, trinh ty nay duoc s dung dé x4c nhén trinh tu axit
amin dau ciing N chinh x4c. Phén tich Western dugc thuc hién trén dich chiét protein tur hat
ctia ngd chuyén gen chita sy kién MON 87419. Phan tich ndy x4c nhén 1a mét protein duy nhét
¢6 kich thuée du kién dang dugc taora 14n luot cho PAT va cho DMO. Céc thir nghiém ELISA
duge thue hién d& xac dinh mic protein trong c4c loai méd ngd chuyén gen khac nhau (14, hat,

r& va phén) cho protein PAT hodc DMO dugc bidu hién tir su kién ngd chuyén gen MON
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87419. Phan tich Northern duoc thuc hién trén ARN poly-A dugc phén ldp tir hat ciia ngd
chuyén gen chta sy kién MON 87419, Phan tich nay x4c nhan kich thuéc va sb luong ban sao
cho céc san phdm ARN théng tin pat va dmo. Mirc d§ bidu hién ARN ciing dugc do bang PCR
thoi gian thuc bing cach st dung cic mau tir ngd chuyén gen chia sy kién MON 87419.
Vi du 3: Céc thi nghiém TAQMAN® cd Kkét qua cubi cung dic trung cho su kién

Vi du nay mo ta phuong phap khuéch dai nhiét TAQMAN® c6 két qua cudi cling dic
trung cho sy kién dugc thyc hién dé xac dinh ngd chuyén gen chura sy kién MON 87419 trong
mAiu. Cac doan mdi ADN duoc sir dung trong thtr nghiém két qua cudi ciing nay 1a c4c doan
moi SQ26644 (SEQ ID NO:11), SQ26645 (SEQ ID NO:12), va doan do PB11207 dugc danh
ddu 6-FAM™ (SEQ ID NO:13). 6-FAM™ [ san phdm thuéc nhuém huynh quang cua
Applied Biosystems (Foster City, CA) duoc gén vao doan do ADN. Déi véi cac doan do
TAQMAN® MGBT™, hoat tinh exonucleaza 5’ ciia polymeraza Taq ADN cit doan dod nay tir
dAu 5°, gitra chét phat huynh quang va chat hip phu huynh quang. Khi duoc lai véi chudi ADN
dich, chét hip phu va chit phat huynh quang duoc b4 tri cach nhau di dé tao ra tin hiéu huynh
quang, do d6 giai phong huynh quang. SQ26644 va SQ26645 khi duoc sir dung véi cac phuong
phap phan ng ndy va PB11207 tao ra phén tir siéu sao chép ADN la dAu hiéu xac dinh su
kién ngd chuyén gen MON 87419. Céc d6i chung cho phan tich nay nén bao gdm dbi chiing
dwong chtra su kién ngd chuyén gen MON 87419, d6i ching 4m tir ngd khong chuyén gen, va
d6i ching 4m khéng chita ADN khuén. Thém vao do, d6i ching cho phan ing PCR nén tuy
y bao gém Céac doan mdi dbi chiing ndi kiém va Poan do dbi ching ndi kiém, dic trung cho
mot gen sao chép duy nhit trong bd gen ngd. Cac thir nghiém nay duoc t81 wu héa dé st dung
clng v6i mot trong sb Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700 (chay & téc d6 tdi
da) hodc may luan nhiét MJ Research DNA Engine PTC-225, nhung thiét bi khac ciing c6 thé
duoc st dung.

Vi du v& cac didu kién hitu ich véi phuong phép thir nghiém TAQMAN® két qua cudi
ciing hitu ich @& phat hién su kién ngd chuyén gen MON 87419 1a nhu sau. Buéc 1: nude 18
mégdm dugc didu chinh dén thé tich cudi cing 12 10pul. Bude 2: 5,0ul Hon hop 2X Universal
Master Mix (ANTP, enzym, dung dich dém) dén ndng d6 cudi cing 1a 1X. Bude 3: 0,5ul doan
mdi su kién-1 (SQ26644) va doan mdi su kién-2 (SQ26645). H3n hop (duoc tao huyén phu
lai trong nuéc 18 mégdm dén ndng d6 12 20uM cho mdi doan mdi) dén ndng dd cudi cing
1,0puM (vi du, trong 6ng vi ly tAm, céc chét sau nén dugc bd sung vao dé dat duoc 500ul &
ndng d6 cudi cling 1a 20uM: 100pl doan mdi SQ26644 & ndng d6 1a 100uM; 100p! doan mdi
SQ26645 & ndng dd 1a 100pM; 300ul nuée 18 mégom). Bude 4: 0,2ul doan do FAM™ MGB
PB11207-su kién 6 (10uM) (duoc tao huyén phi lai trong nuéc 18 mégdm dén nong do 1a
10pM dén ndng d6 cudi ciing 0,2uM. Budce 5: 0,5ul hdn hop ciia Poan mdi ndi kiém-1 va
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DPoan mdi ndi kidm-2 (dugc tao huyén phu lai trong nuée 18 mégdm dén néng dd 1a20uM cho
mdi doan mbi) dén ndng d6 cubi cing 1a 1,0uM. Buéce 6: 0,2 pl Doan dd ndi kiém VIC™
(10uM) dén ndng d6 cubi cing 0,2uM (duoc tao huyén phi lai trong nuéc 18 mégdm dén
ndng d6 1 10 xM). Buée 7: 3,0ul ADN chiét dugc (khuén) cho mdi mau c6 mdi mot trong s6
cée chit sau day bao gdm 1. cc miu 14 d& phan tich; 2. d6i chting 4m (ADN khéng chuyén
gen); 3. dbi chimg nude am (khong c6 khudn); 4. d6i chtng dwong ngd chuyén gen chira ADN
¢0 su kién MON 87419. Budc 8: diéu kién luan nhiét 13 nhu sau: mot chu ky & 50°C trong 2
phit; mot chu ky & 95°C trong 10 phut; 10 chu ky 95°C trong 15 gidy, sau d6 1a 64°C trong 1
phut véi (-1°C/chu ky); 30 chu ky 95°C trong 15 gidy sau d6 1a 54°C trong 1 phut, tiy y thém
10 dén 20 chu ki (95°C trong 15 gidy, sau d6 la 64°C trong 1 phit (-1°C/chu ky) c6 thé gay
ra su phén tach quén thé rd rét hon trong qua trinh phén tich TagMan® diém cubi ciing); chu

ky cudi 1a 10°C.

Vi du 4: Thir nghiém tiép hop giao tir

Thir nghiém tiép hop giao tir ¢ thé duoc sir dung dé xac dinh xem cdy chira su kién
ngd chuyén gen MON 87419 1a di hop tir hay ddng hop tir d6i véi sw kién hodc alen kiéu
hoang. Thir nghiém phéan Ung khuéch dai c6 thé duoc thiét ké bang cach st dung thong tin
trinh tu dugc cung cip & day. Vi dy, thir nghiém PCR nay s& bao gdm thiét ké gdm it nhat 13
3 doan mdi: doan mdi-1, doan mdi-2, va doan mdi-3, trong d6 doan mdi-1 1a dic hiéu véi
ADN b0 gen ng6 trén sudn 3’ cia sy kién ngd chuyén gen MON 87419; doan mdi-2 1a dic
hiéu véi gfm xXen gen chuyén ¢6 su kién ngd chuyén gen MON 87419; va doan mdi-3 1a dic
hiéu véi alen kidu hoang. Khi dugc st dung lam cdp doan moi trong phan mg khuéch dai,
doan mdi-1 véi doan moi-2 s& tao ra phan tir siéu sao chép PCR dic trung cho su kién ngd
chuyén gen MON 87419. Khi dugc st dung 1am cé@p doan mdi trong phan mg khuéch dai,
doan mdi-1 véi doan mdi-3 s& tao ra phan tir siéu sao chép PCR dac trung cho alen kiéu hoang.
Trong phan ting PCR dugc thuc hién trén ADN bd gen ngd, cac phan tir siéu sao chép PCR
tuong Gmg dugc tao ra tir (doan mdi-1 + doan méi—2) va (doan mdi-1 + doan m(‘A)i-3) s& khac
biét v& trinh tu va kich thudc ciia phan tir siéu sao chép. Khi 3 doan mdi nay dugc bao g(‘”)m
trong phan ung PCR v6i ADN duoc chiét tir cay ddng hop tir véi sw kién ngd chuyén gen
MON 87419, chi ¢6 phan tir si€u sao chép doan mdi-1 + doan mdi-2 s& duoc tao ra. Khi 3
doan mdi nay dugc bao gém trong phan tng PCR c6 ADN dugc chiét tir cay di hop tir d6i véi
su kién ngd chuyén gen MON 87419, ca phan ti siéu sao chép doan mdi-1 + doan mdi-2 va
phén tir siéu sao chép doan mdi-1 + doan mdi-3 s& duoc tao ra. Khi 3 doan mdi nay dugc tron

vGi nhau trong phan tng PCR cung véi ADN duoc chiét tir cay khong c6 su kién ngd chuyén
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gen MON 87419 (nghia 1 kidu hoang), chi phan tir siéu sao chép doan mdi-1 + doan moi-3
duoc tao ra.

Phuong phap khac d& x4c dinh su tiép hop giao tir ctia ciy ngd chuyén gen ddi véi su
kién ngd chuyén gen MON 87419 1a phan tmg khuéch dai nhiét TAQMAN® diém két thic.
Dbi véi loai thir nghiém nay, ngoai cac doan mdi nhu duge md ta trén day, thir nghiém nay s&
bao gdm hai doan do dugc danh d4u huynh quang. Poan do-1 s& 1a dic hiéu voi sy kién ngd
chuyén gen MON 87419, va doan do-2 s& 1a déc hiéu véi cdy ngd khong c6 sy kién ngd chuyén
gen MON 87419 (kiéu hoang), va trong d6 hai doan do ndy chtra cac nhan huynh quang khéac
nhau, vi du nhin 6-FAM™ ho#c nhan VIC™. Khi dugc sir dung trong thir nghiém khuéch dai
nhiét TAQMAN® diém Kkét thic, doan mdi-1 + doan mdi-2 + doan do-1 s& tao ra tin hiéu
huynh quang tht nhét dic hidu cho su kién ngd chuyén gen MON 87419. Khi dugc st dung
trong phan ung khuéch dai nhiét TAQMAN® didm két thuc, doan mdi-1 + doan mdi-3 + doan
do-2 sé& tao ra tin hiéu huynh quang th hai déc hiéu cho ngd kiéu hoang. Khi 3 doan mdi va
2 doan dd duoc bao gdm trong phan tmg khubch dai nhiét TAQMAN® diém két thuc véi
ADN duoec chiét tir cdy ddng hop tir d8i v6i su kién ngd chuyén gen MON 87419, chi c6 tin
hiéu huynh quang thir nhét (ddc hiéu véi doan mdi-1 + doan mdi-2 + doan do-1) s& duoc tao
ra. Khi 3 doan mdi nay duoc bao gém trong phan Gng khuéch dai nhiét TAQMAN® didm két
thiic véi ADN dugc chiét tir cdy di hop tur d6i v6i su kién ngd chuyén gen MON 87419, ca tin
hiéu huynh quang thit nhét (dc higu cho doan mdi-1 + doan mdi-2 + doan do-1) va tin higu
huynh quang thir hai (déc hi¢u cho doan mdi-1 + doan mdi-3 + doan do-2) s& dugc tao ra. Khi
3 doan mdi ndy dugc tron véi nhau trong phan ung khuéch dai nhiét TAQMAN® diém két
thiic cing v&i ADN duoge chiét tir cay khong 6 su kién ngé chuyén gen MON 87419 (kiéu
hoang), chi tin hiéu huynh quang thi hai (dac hig¢u cho doan mdi-1 + doan mdi-3 + doan do-
2) s& duoc tao ra.

Mot phuong phéap khac dé xac dinh su tiép hop giao tir ciia cy ddi véi su kién ngod
chuyén gen MON 87419 1a phan tich Southern. Mt nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay s hidu 1am thé nao @8 thiét ké cac doan do lai Southern thtr nhét dac hiéu véi su kién
ngd chuyén gen MON 87419 va doan do lai Southern thir hai ddc hiéu véi cdy ngd khong co
su kién ngd chuyén gen MON 87419 (kidu hoang). Vi phén tich Southern, tin hiéu chi duoc
phat phét hién tir doan do lai Southern thu nhét s& 1a d4u hiéu chi ra cay d@)ng hop tur dbi véi
su kié€n ngd chuyén gen MON 87419; tin hiéu dugc phét hién tir ca doan do lai Southern thir
nhit va doan db lai Southern tht hai s& 1a ddu hiéu chi ra cdy di hop tir ddi véi sy kién ngd
chuyén gen MON 87419; va tin hiéu chi dugc phét hién ra tir doan do lai Southern thir hai s€
13 d4u hiéu chi ra ADN duoc chiét tir cay khong c6 sy kién ngd chuyén gen MON 87419 (kiéu
hoang).
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YEU CAU BAO HO
1. Phan tir ADN t4i tb hop chura trinh tu dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:1, SEQID

NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, va SEQ ID NO:10.

2. Phan tor ADN tai td hop theo diém 1, trong d6 phan tir ADN nay 1a tUr cdy hodc hat ngd
chuyén gen chura sy kién ng6 chuyén gen MON 87419, mau dai dién cua hat chtra su kién nay

dang duogc luu trir véi s6 truy cap ATCC 1a PTA-120860.

3. Phan t&r ADN t4i t6 hop theo didm 1, trong d6 phan tir ADN nay 1a phén tir siéu sao chép
phét hién sy c6 mit cia ADN tir su kién ng6 chuyén gen MON 87419,

4. Phan tir ADN tai td hop theo didm 1, trong d6 phén tir ADN nay nim trong cdy ngd, té bao
ngo, hat, cdy con hodc mdt bd phan cia ngod chuyén gen chira su kién ngd chuyén gen MON

87419, mau dai dién ciia hat chita sy kién nay dang duoc luu trir v6i s6 ATCC 1a PTA-120860.

5. Phan tir ADN c6 chidu dai thich hop chira trinh ty ADN ké tiép ciia SEQ ID NO:10 d lam
doan do ADN lai trong céac didu kién lai nghiém ngit véi trinh tw ADN duge chon tir nhém
bao gdm SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, va SEQ ID NO:10, trong d6 phén trt ADN
nay khong lai trong céc diéu kién lai nghiém ngit véi trinh tw ADN khong chura trinh tu duoc
chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, va SEQ ID NO:10, va
trong d6 phan tor ADN nay chira SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2.

6. Cap phan tr ADN chtra phan tor ADN thu nhit va phan tir ADN thir hai, trong d6 phén tur
ADN thit nhét 14 mot doan ctia SEQ ID NO:9 va phan tir ADN th hai 1a mot doan cia ADN
ngo chuyén gen chtra su kién ngd chuyén gen MON 87419, va trong d6 mdi phan tit ADN thtt
nhét va tht hai chita trinh ty ADN c6 chidu dai thich hop bao gdm cac nucleotit ké tiép dé 1am
c4c doan moi ADN khi duoc sir dung cuing nhau trong phan tng khuéch dai v6i ADN chira sy
kién ngd chuyén gen MON 87419 dé tao ra phan tir siéu sao chép x4c dinh sy kién ngd chuyén
gen MON 87419 trong mAu, trong d6 phén tir siéu sao chép nay chira SEQ ID NO:1 hoge SEQ
ID NO:2.

7. Phuong phap phat hién sy c6 mét ciia sy kién ngo chuyén gen MON 87419 trong miu ADN,
phuong phap ndy bao gdm:

a) cho méu nay tiép xtc véi phan tir ADN theo diém 5;
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b) dua mau nay va phan tir ADN vao cac didu kién lai nghiém ngit; va
¢) phat hién su lai cia phan tr ADN nay v6i phan tir ADN dich trong mau,
trong d6 sy lai cia phan tr ADN ndy véi phan t ADN dich chi ra su ¢6 mét cuia su kién
ngd chuyén gen MON 87419 trong mau ADN.
8. Phuong phép phét hién su ¢6 mit ciia sy kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mau ADN,
phuong phap nay bao gdm:
a) cho mau nay tiép xtic v6i cap phan to ADN theo diém 6;
b) thuc hién phan Gng khuéch dai du dé tao ra phén tu siéu sao chép ADN chua trinh tu
duogc chon tr nhém bao gém SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, va SEQ ID NO:8; va
¢) phét hién su cd médt ciia phan tr siéu sao chép ADN nay trong phan tng,
trong do6 sy c6 mat cia phan tu siéu sao chép ADN trong phan Ung chi ra sy cd mat cua sy
kién ngd chuyén gen MON 87419 trong mau ADN.
9. Kit phat hién ADN bao gém:
a) mot phan t&d ADN chira SEQ ID NO:1 hoac SEQ ID NO:2; hoéc
b) cap phan tir ADN chtta phan tir ADN thir nhat va phan tir ADN thir hai, trong d6 phén
tr ADN th@r nhét 12 doan chira SEQ ID NO:9 va phéan t&r ADN th( hai 1a mot doan cua
ADN ng6 chuyén gen chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419, va trong d6 mdi phan tir
ADN thir nhét va thtr hai chira trinh tw ADN ¢6 chidu dai thich hop bao gdm céc nucleotit
ké tiép dé lam doan mdi ADN khi dugc sir dung ciing nhau trong phan ting khuéch dai vé6i
ADN chtra sy kién MON 87419 dé tao ra phén ti siéu sao chép phét hién su kién ngd
chuyén gen MON 87419 trong mau, trong d6 phan ti siéu sao chép nay chia SEQ ID
NO:1 hoac SEQ ID NO:2.

10. Cay, hat, t& bao, bd phén ctia cdy ngd chuyén gen hodc san pham hang hoa tir ngd chuyén
gen chira mot phén t ADN ¢6 trinh tw ADN dugc chon tir nhom bao gé)m SEQID NO:1, SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:9, va SEQ ID NO:10.

11. Cy, hat, hoac t& bao ciia cdy ngd chuyén gen theo diém 10, trong do cdy, hat, hodc té bao
nay c6 kha niang dung nap véi glufosinat hodc dicamba, hodc thube didt co dicamba va

glufosinat.

12. Cay, hat, té bao, bd phan ctia cay ngd chuyén gen hodc san pham hang héa tir ngd chuyén
gen chira sy kién ngd chuyén gen MON 87419, méu dai dién ctia hat chiia sy kién nay dang

duoc luu trit v6i s6 truy cap ATCC la PTA-120860.
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" 13. Cay ngd chuyén gen hoic hat ngd chuyén gen theo diém 12, trong d6 cay ngd hodc hat

ngd nay 12 thé lai c6 it nhat mot cay bd me chira sy kién ngé chuyén gen MON 87419.

14. Phuong phép phong trir ¢4 dai trong mdt ving bao gdm trong ciy ngd chuyén gen chtra su
kién ngd chuyén gen MON 87419 trong viing ndy va sir dung lidu hitu hiéu ctia dicamba, hodc
glufosinat, hodc thudc diét cé dicamba va glufosinat @& phong trilr co dai trong ving nay ma

khong 1am hai dén cay ngbd chuyén gen nay.

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 lidu hitu hiéu cta thube diét ¢6 glufosinat c6 tong
lidu 14 khoang 0,1 pound (0,045kg) dwong luong axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) dén
khoang 16 pound (7,2kg) duwong luong axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) thude diét cd

glufosinat dén hét mua sinh trudng.

16. Phuong phap theo diém 14, trong d6 lidu hiru hidu cua thuéc diét c6 glufosinat c¢6 téng
lidu 1a khoang 0,4 pound (0,18kg) duong luong axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) dén
khoang 1,59 pound (0,72kg) duong lugng axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) thubc diét co

glufosinat dén hét mia sinh truéng.

17. Phuong phap theo diém 14, trong d6 lidu hitu hidu cta thudc diét co dicamba c6 tdng lidu
12 khoang 0,1 pound (0,045kg) duong luong axit trén mdi mau Anh (0,405 hecta) dén khoang
16 pound (7,2kg) duong luong axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) thubc diét co dicamba

dén hét mua sinh trudéng.

18. Phuong phap theo diém 14, trong d6 lidu hitu hiéu cua thudc diét co dicamba cé tbng lidu
12 khoang 0,5 pound (0,22kg) duong lugng axit trén mdi miu Anh (0,405 hecta) dén khoang
2 pound (0,9kg) duong luong axit trén mdi mau Anh (0,405 hecta) thudc diét co dicamba dén

hét muia sinh trudng.

19. Phwong phap tao ra cay ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap v&i thudc diét co dicamba
va glufosinat, phuong phap nay bao gbm:
a) lai hitu tinh céy ngb chuyén gen chira su kién ngd chuyén gen MON 87419 véi chinh
n6 hodc ciy ngd thur hai;
b) thu hoach hat dugc sinh ra;
¢) trdng hat nay dé tao ra cdy con;
d) xulycdycon bang glufosinat, hoic dicamba, hodc thubc diét ¢ dicamba va glufosinat;
va

e) chon loc cdy con c6 kha nang dung nap véi thudc diét c6 dicamba va glufosinat.
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20. Phuong phap trong ciy ngd chuyén gen c6 kha ning dung nap véi thubc diét co dicamba
va glufosinat, phuong phap nay bao gdm:

a) trdng hat ngd chuyén gen chira su kién MON 87419;

b) cho cdy moc 1én tir hat nay; va

¢) xur Iy cly nay bang glufosinat, hodc dicamba, hodc thudc diét ¢ dicamba va glufosinat.

21. Phuong phép tao ra cdy c6 kha nang dung nap véi viéc su dung thudc diét cé dicamba va
glufosinat, phuong phap nay bao gbm:

a) tao ra cdu tric ADN chira dot bién gin xen gen chuyén duoc thé hién trong Fig. 1;

b) dua c4u tric ADN nay vao té bao ngd; va

¢) tai sinh t& bao cdy ngd nay dé tao ra cdy ngd c6 kha niing dung nap véi viéc st dung

thubc diét cé dicamba va glufosinat.
22. Phuong phéap theo diém 21, trong d6 su gin xen gen chuyén bao gbm SEQ ID NO:9.

23. Phuong phép theo diém 21, trong d6 viéc dua cAu tric ADN nay vio té bao ciy ngd tao ra

trinh tu duoc chon tir SEQ ID NO:1-8 va 10 nhu 12 mét phdn ctia by gen cta té bao ngo.
24, Cay ngd duoc tao ra bing phuong phép theo diém 21.

25. Cay con, hat, hodc by phan cla cay ngb theo diém 24, trong d6 cay con, hat, hodc bd phén
ciia cdy ngd chtta phan tir ADN chua trinh tw dugc chon tir nhém bao gdbm SEQ ID NO:1-8

va 10.
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DANH MUC TRINH Ty
<110> Monsanto Technology LLC

<120> PHAN TU' ADN TAT TO HOP, CAY NGO CHUYEN GEN CHUA PHAN TU' ADN NAY VA
PHUONG PHAP TAO RA CAY NGO CHUYEN GEN CO KHA NANG DUNG NAP VOI THUGC DIET
CO DICAMBA VA GLUFOSINAT

<130> MONS:362w0

<140> cChua biét
<141> 2015-03-10

<150> 61/968,342
<151> 2014-03-20

<160> 22

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai tbd hop

<400> 1
caggtattga tgtgcgccag tcagcatcat 30

<210> 2

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai té hop

<400> 2

ttctttttct ccatagcatt cgcaatacag 30

<210> 3
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<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>
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60
ADN

Trinh tu nhan tao

Tai té hop

3

gcaggcggtc gctgccaggt attgatgtgc gccagtcagc atcatcacac caaaagttag

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

<220>
<223>

<400>

4

60

ADN

Trinh tu nhan tao

Tai td hop

4

attggtaatt actctttctt tttctccata gcattcgcaa tacagttaga tgcgagtgaa

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

<220>
<223>

<400>

5

100

ADN

Trinh tu nhan tao

Tai té hop

5

aggggggggt tggcggggtg gcaggcggtc gctgccaggt attgatgtgc gccagtcagc

atcatcacac caaaagttag gcccgaatag tttgaaatta

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

<220>
<223>

6

100

ADN

Trinh tu nhan tao

Tai té hop

-30-
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<400> 6
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catttttgaa ttgaaaaaaa attggtaatt actctttctt tttctccata gcattcgcaa

tacagttaga tgcgagtgaa gcacgataag tcacaaccat

<210>
<21i> 1771
<212> ADN

<213>

~

<220>

<223> Tai

<400> 7
gttgatattt

tagtaaccca

cacagcacat

ggttttcatc

caagctgctc

atagtgaacg

ctgatgcatt

aagacacact

gcagtttttt

gagatctgga

atctggagag

aactatactg

gggaatgtta

atgagtatga

tggtgcacag

cacaaaatta

td hop

tgacccaaag
aacagtttaa
taacaattct
atgaattttg
agctcagatg
cacagtagaa
tttaaccgaa
gctgagaatc
gtccctacag
gagcaaacta
cacactaatt
taattcgaaa
aaaatatggt
acaatcaaaa
attéagaaca

caatctctag

Trinh tu nhan tao

acatgccatt

ttacaagtga

gcgccaaatg

atcagagcat

gaccaaaata

aacagacgga

tcattaaaaa

aacaactgct

accaacatgt

attaaccact

aaccactgag

cccataagcg

tgtggacacc

ctaacatgaa

gagcaatgta

acagcacaca

ctcattgttt
atcaactgga
aatgacagag
aaaccttgtt
atgaacgcgc
gaagctagtg
acagaccaac
atatgtgtga
tttaatcaga
gagaatcaac
cctctttggt
cacatcaaag
aattgccgta
taagtggatg
tagcacaagt

gcaagatctt

-40-

tcagttttat

aacaagatct

tgatttatag

gacaacagaa

gcacagtata

cacactaaaa

atgattagac

tctacctgaa

atgccaatga

aactgctata

cagcatgcag

caactccatt

aaCaaaccca

ttcagattaa

ggaaattaca

ggaatggatg

cctaccaatg

acagactgca

gcactaagct

tagaatcaaa

ttgaaccaaa

atagaactca

cagctatcaa

ataaacagat

taaatcctta

atccttagag

aaatccccaa

gttgatggtt

cagggagaac

gtaaggaaaa

aacctttttt

agggtgatga

60

100

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



atcggtgaaa

gtggggatgg

atggaatagg

cgggataccc

gggggttgge

tcacaccaaa

gaggaggtta

ctataacggt

cggttcaagc

ccttctcaag

ggatcgtgca

tgtgcgcgac

tatttataaa

acatgattaa

<210> 8

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>

<223> Tai

<400> 8
gcgagtctga

taatcggcta

ttgagtgcaa

cacaacCaaac

1767

aaagacagca
gttgtagacc
gcgeegtgag
ggcgeggteg

ggggtggcag

agttaggccc
acctaggtac
cctaaggtag
cgtcaaggca
tttttttttc
aatttctctc
tgctgecttac
ccgtctctaa

atcatataaa

td hop

tgagacatct
atcgccaaca
aaaaaaagga

gaatacgtcc

cacagcaaga

taacctctgt

tgccgtcgag

ggaaacccca

gcggtcgetg

gaatagtttg

tgaattaccc

cgaatcgttc

cttctatgca

ttgcaaaaat

taggtgtgtg

tttggagatt

ggccaattgc

gtttctaagt

Trinh tu nhan tao

ctgtattgtg

gattcggcga

attagatctg

tgcttggect
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tctctagaac
ccatcctttt
ggcgcgcgea
cggcggtcat
ccaggtattg
aaattagaaa
tgttatccct
ttcttggege
accacagtca
catttctttt
tgtgactgtg
acaatatctt

tcaagattca

tttctttecc
tgaataaatg
tgtgtgtttt

actaggccaa

-41-

agaacatgaa

aatagccgtc

ggggcgeggt

cacggcgagc

atgtgcgcca

gctcgcaatt

aactagatat

gccaagacgc

acttgaatgc

ttttaaaaaa

tgagtaacaa

tctaaaatgce

ttcaacaatt

cagtgttttc

agaaataaat

ttggatcccc

cgcaggegcet

atgttggaga

gctgccaggt

ttggtgtggg

€ggg99g9aggg

gtcagcatca

gaggtctgtc

cgaattctaa

aaactcggac

cgcttgagtg

agtataattt

tttctctagt

ttcgattact

gaaacgtctc

tgtacttgtg

tgttctgatt

ggggcggcecg

ggccgtgacg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1771

60

120

180

240



gccacgagceg

gcgccctcat

gaattagaat

tttatcaaaa

aaaaaaattg

agtgaagcac

tgcttttttt

accacgttta

tcgagtgeca

ctttgccgag

gacactcggc

tcctacacta

aatattagat

tcactcaaaa

tacggccgat

tgaacttgtc

gaaacttgtc

tatttcgtga

agcctttgtce

agaaaaagag

tagaacaagc

aaacataatg

atgggtttta

aactgatatc

ctaagccccc

aatttgttta

tgtactttca

gtaattactc

gataagtcac

gggcactcgg

ccgagagcag

aacgctcggce

cgccaagegt

aaaatatatt

tgtagacata

tttgttcgtt

aatggaaaac

ttcaggagta

atccagttgt

cacatgtcat

aagttgtcca

gagtgcttca

tgcatagttc

ataatgatga

gaacacagaa

cgccaattgc

gaattctagg

atttggacgt

ttgctttege

ttttataata

tttctttttc

aaccataata

caaagacttc

gacgctcggt

aaagggccgt

tggcactcgg

tttectttttt

catgttccat

taattgaatt

catgaatgca

gacccgaatt

tttaaaattg

gatatcatca

tagttcactg

gacactcggc

gttcacatag

cttggacata

caaatagagg

tccacgccaa

31888

gataacaggg
gaatgtagac
ctataaatac
acgctgcgga
tccatagcat
catactatta
tttaccggca
acagggagac
cagcagccgt
caaaacaagt
ctttttgcaa
tttggcacaa
ttctcggata
aaaatgatat
tttgagcacc
tataaaacac
tatgtagagg
agcctetttg
aaataagttg
ctaactaatt
atgaaataaa
acaacatcat

gtccataagt

-42-

taatccacgt

acgtcgaaat

gacggatcgt

catctacatt

tcgcaataca

gaatccggct

aagtcctact

actcggcaaa

ctatagcaga

gttgccgagt

ccaaactttc

ttataaaagt

attcagattt

ccatgttatt

atgctcacga

aaacaaaatc

ttgtgataaa

tcgagtgtca

tttccagtag

ggttcattac

atacataggt

agaaaacgac

gctcgatgag

gtagctaaac

aaagatttcc

aatttgtcgt

tttgaattga

gttagatgcg

ctttgccgag

ctcggtaacg

gacctctttg

tgtttattat

gcttaaattg

tgtggtttgt

gtttgctata

gaactacaag

tagcacaagt

aacatgactg

aaaaaatcat

aagttgaaaa

cactcggcaa

tgacattaat

aaagaaacat

tgagggaacc

ataacttcac

atcatgttga

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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agttggttgt atcatttgag actagtgatg ttgtggtggg agcatagcca ctctgtacga

acttcaggga ttgtgatgag agatccacgt gcactccaat tgcggcaaac tcaacattac

ttgcacgtgg gaccttgtcc tcgacaa

<210> 9
<211>
<212>
<213>

ADN

<220>

<223> Téi

<400> 9
gccagtcagc

aattgaggtc

atatcgaatt

acgcaaactc

atgccgcettg

aaaaagtata

acaatttctc

atgcttcgat

aattgaaacg

tttttagatt

agaagctccg

tcgtcccaac

ccacCaacaca

tctataatct

acctccacaa

6762

td hop

atcatcacac

tgtcgaggag

ctaactataa

ggaccggttc

agtgccttct

atttggatcg

tagttgtgcg

tacttattta

tctcacatga

ttcatctaaa

gagataaaag

atatataatt

agaatgatgt

aacaatagag

taactttggt

Trinh tu nhan tao

caaaagttag

gttaacctag

cggtcctaag

aagccgtcaa

caagtttttt

tgcaaatttc

cgactgctgc

taaaccgtct

ttaaatcata

ttggatgaaa

gtcgtctatg

ctaagcatga

caccgtcatg

aaatcaggga

ttaccatttt

gcccgaatag

gtactgaatt

gtagcgaatc

ggcacttcta

tttcttgcaa

tctctaggtg

ttactttgga

ctaaggccaa

taaagtttct

ctatcaaaca

ttattataag

attgctttct

cttggatcct

aaaatcatgt

ttgtttgatt

tttgaaatta

accctgttat

gttcttcttg

tgcaaccaca

aaatcatttc

tgtgtgtgac

gattacaata

ttgctcaaga

aagtcttgtt

ctaattttaa

agtaaagtcg

ttttggacaa

tttatggtaa

tttggttgtt

ttagttttag

gaaagctcgc

ccctaactag

gcgcgecaag

gtcaacttga

ttttttttaa

tgtgtgagta

tctttctaaa

ttcattcaac

tgacaagatt

aaaatataag

tctattctct

aaggagcatg

agcttcacct

tttatttcta

agaagcgttt

1680

1740

1767

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ataacaggac

gcacactcac

ctgagccggt

tgtcgcttac

agcacccgtg

aaccagatca

ctaagagcca

cctaaataaa

gaagtctctt

tcgtaaattt

aaacggacct

ctaacggaca

tcttggcgceg

tcccaccggt

cgggcaccgg

ccgecgetat

tgttgttcgg

gtcgatcccc

cttatagggc

cgatccatgg

agatctgatg

gagtttagga

ctaggcagtg

ctaaaatctt

ctctatgaac

aaatatagag

cacttaaagc

ccaagttgaa

tttcgcaaac

ctccagtgga

cttctatttt

atccatcctc

agtctctcaa

atcttcaagt

ccaaccagag

gcacggcatc

ggcggtttecc

cagcacgggg

aaatagccag

CcacCaacccga

cgcttcaagg

ctgctagctc

ttagggcctg

gcgttatgat

catctattta

gggttagatc

ttttcagtac

acacgtaaga

attctcgaag

ataacgccga

tatttgaacc

aggaactaaa

agcccctact

tcatggectt

taaataaaaa

attttataag

gacctcagtg

aagagaacca

tccctggegt

aagtccgttc

ggattccttt

ccccatcccc

tcgatcccca

tacggcgatc

tgttcctgtt

ctagttgtgt

ggttaacttg

atttcggata

cgtgctgtta

31888

acagtacaac
aaaccctaca
tcactattag
gaaatcccgt
cgagtgggta
atcggtagag
ttaggtataa
ctaaaattca
tgggagtcta
ttgagggtag
agcccgttta
ccgccagegce
ctggcccect
cgcctectcet
cccaccgcetce
agcttctttc
actccctecgt
gattatcttc
tttccatggce
tcctgttttt
tcatactctt
gttcgagatc

tggttcgtag

gcagacgctc

ccttgagcac

cgcctegttg

aataaatcca

gattccaccg

agcccCagaca

aatgcaatac

ctcccaaacc

ttttatttca

aggatgactg

acggcgtcga

cgagccaagc

ctcgagactt

cacacggcac

cttccctttc

cccaacctca

cgtctctect

cctctctcta

tgcgaggtac

ccatggctgce

gcgatctatg

tgtgatccat

atggattctg

atacacgcac

cttcgaagga

tcaacgggaa

gtaaaatacg

caaaggacct

aaagcctttc

tagtggggct

cctagctata

ccagagttga

gagttgctct

caagtttaat

gacgttgaca

ccgctccacc

gaaaccgtga

ccttcctctc

tcttctcteg

cgcgagcectc

ccttctctct

aatagatcgg

gaggcacaat

gtccctttag

ggttagtacc

attgctcagt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



aactgggaat

tatatcttgt

taaggttcgg

agcatgcctt

ttgtctgact

atctgtatgt

gtcggttttt

ctgttacagt

agttagtttt

aaataaaaag

tgtgtgaatt

ttgataactc

gagaccagtt

taaccattac

gtggattgat

gggtgttgtg

gacagttgag

attgtacaca

tataggcctt

gggtacattg

aagggatttt

aattaactag

gtgttttcct

cctgggatgg

ttggttgccg

tcgtgctagce

ttttttattg

gggctgtaga

gtgtcatata

tactgttcct

ttaatagttc

actggtactt

catatttttt

tttggccctg

atcctgttgt

gagattaggc

attgagacgt

gatctagaga

gctggtattg

agtactgttt

catttgctta

ccaaacgatc

cgcgeagetg

gagttgccag

gctactgtag

tttgtttgga

ttctagetgg

tggttccgtt

tacgtcctgt

gtttggtttt

tagtttcaat

tcttcatctt

ttatgagata

ttgtttatct

tttttgacat

aattatttcg

tcttcatatg

ttggtgatcc

cagctacagc

ctacagtgaa

ggttgcaaga

cttacgctgg

acgtgtcaca

agtctatgga

catctgttag

gatacaagca

ctcctccaag

ctagctgtgce

agcatatgtg

31888

ttcgcagata
aaatctgtct
gcagcactta
gtctgactgg
ctacctgtcg
ttagatatat
tattcatgct
aataaacaaa
gaacctacgg
atatacttga
ctgtttattt
ttttgcaggt
agctgatatg
ctttaggaca
tagataccct
gccctggaag
taggcatcaa
ggcgcaaggt
gttgcatgag
tggtggatgg
gccagttagg
atgtatgtgg

tggtgaataa
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agatcgattt

gttatgatct

attgtcaggt

gctgtagata

gtttatttta

cgataggttt

tagatacatg

taaggatagg

cttaataatt

atgatgtcat

gtttgggact

gcaaccatgt

gccgeggttt

gagccacaaa

tggttggttg

gctaggaacg

aggttgggcc

tttaagtctg

gctttgggat

catgatgttg

ccagttaccc

tgtggttact

atgatgaact

catgatatgc

tagtctttga

cataattttt

gtttcaatct

ttaaatttgg

atatgttgct

aaacaacgtg

tatatgctgc

agtcttcatc

atgcagcatc

gtttctttgg

ctccggagag

gtgatatcgt

caccacaaga

ctgaggttga

cttacgattg

taggatccac

tggttgctgt

acacagcccg

gtttttggca

agatctgatt

aaaataatta

ccgatgttcc

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



tctctataaa

tgagattgaa

cgagcgaact

aatagagtga

tcaacgagat

atgacgtaag

tcagaacctt

tgacccaacg

agccatgacg

tctctcagaa

gatgtgacct

gtcgagaaga

aacacacagg

ccccgeceect

cttggtagtt

ggcgggatct

tggggctctc

aaatttccgce

tttatatatt

gtgggtagaa

gacaaatgca

tcaacaacat

aagtgcccaa

tcttgatgat

aaatggaatg

cctgcaggac

ggttgatttg

cttgagccaa

ggcttacgec

tactttttat

agatcttgag

taagggctta

cctttacttt

gtgcatccgce

cacggccatt

gacaacacac

ctcctctttc

tgggtgggcg

cgcggcetggg

ggatgtagat

cgtgctaaac

tctgctgctt

tttgaatccc

gcctegtgeg

ggcccagggc

gtctagcetcec

tcgctageta

tcatgctaag

aacggagcag

ctgaggtagc

tcaaagagga

catacgaaat

gtttggcgtg

ccaatcaaag

cgcccatacg

ttatatttgg

tttgcctata

ctagaaccat

cataagatcc

tttctecgtt

agaggcggct

gctctegeceg

ctgcgatccg

aagatcagga

cgtcaggctt

tcagcattgt

gagctttttt

atccagaccc

ttcctegtgt

31888

tccgtacgtc
gagggtgccg
cctccteage
ggccgegtta
gtgatgtaga
aattaaaggc
tatttttaaa
aggagtgatg
aaataattaa
cgtgtatttt
aataagtttt
cttccacaca
aagggaggcc
tttttttccg
tcgtgegege
gcgtggatcc
ccgttgttgg
agaggggaaa
agatgtgcta
tcatcggtag
gtaggtagaa
tgaaccctaa

tcggctccaa
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gttgttcttt

cggcecggec

aaatcctacc

acaagcttct

cctaaagcaa

tgatgtgacc

tttccacggc

tagacctaaa

aggctgatgt

taaatttcca

agtttgtatt

ctcaagccac

tccgeegecg

tctcggtcte

ccagatcggt

ggcccggatc

gggagatgat

agggcactat

gatctttctt

tttttctttt

gtgatcaacc

ctctaacttc

gaagctcaag

gatttgatga

gtgacggcca

acctcattta

gcagaattcg

taatggagcc

tgtcggtctc

aatgacgatg

gcaataatgg

gacctgtcgg

cggcaatgac

gatcgacacg

actattggag

ccggtaacca

gatctttggc

gcgcgggagg

tcgcggggaa

ggggggttta

ggtttatatt

tcttettttt

catgatttgt

atggcccaga

cacaagccgc

aatagcgcca

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



attccatgct

tcagtgcttc

ccgctctecc

tagcccttta

ggttcgctcc

ggctggaatt

cagcttccct

ggcctggcga

acccagccta

tggacaacct

acgcctttga

tgaagatccc

cgcccgtgga

tcgeegttge

ttcttacacc

ggatagacga

aggaagataa

gtattaggcc

aaaagctgga

tgcatgecgtt

gttcttgcga

cttgtgtaat

ctgattttga

ggtcctgaag

ggttgcgact

tgaggagctg

ccgccagect

gctcagcgac

tgacggcggt

caacgttagg

cccagctctg

tcggacggtc

tatggatttg

ccgtctcgaa

tggaggcacg

cgcctggaac

gcccgagggce

ggaaaccgag

tccggagatg

ggtggtcgtg

cgcgatgetg

gcagctagag

tggacgtatg

gtctgatgag

cggctaatcg

gtgcaaaaaa

aaagactcga

gcctgeatgce

agcgagaagc

gacggcgtag

ggcatcctcg

gggcagtgtg

tcgttcectg

gccgatccag

ggcggttacg

ggccacgctc

agggaggtca

ccctetgtge

gacatccgct

aCacCcaaag

gctagttgcec

gacggtgttc

gaggctatcg

tcctgcgacg

gccgectgag

ctcattcagg

acatctctgt

ccaacagatt

aaaggaatta

31888

tcttcatgca
tcaccttcgt
ccttgggteg
tggcggeect
tcaacgggca
tccacaaccc
ttgtcgagcg
gagccattcc
ggcacgtcga
agtacgtgca
tcgtcggega
tcatggcgaa
ggaataaggt
agcagtcaat
actacttctt
ttcgatcttg
agcgtaggcg
aggccgceagt
gtaccgagct
ttggagccaa
attgtgtttc
cggcgatgaa

gatctgtgtg
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gaagttctgc

taggaacgcc

caccatccta

gcttgacatc

tcttcagtgc

gcacggcaac

cgacgcactg

cgacttcggt

ttgtaactat

ccgggcetaac

cggagagatt

gtttctcaga

ctccgegatg

ccacagcaga

cggctcgtca

gcaagcgcaa

cgcctacgtt

tagagtgtcg

cgtcaatcac

tttggttgat

tttccccagt

taaatgagaa

tgttttttgg

tcctttcgea

tggtacgtcg

gacactccgt

tgcccgcata

ccgtaccacg

ggcgcacggc

atctggatct

tgccgegtgg

aagctccttg

gctcagactg

caggcgctga

ggcgcgaaca

ctgaacttca

gggacccata

cggaatttcg

gctctcgtca

gaggcgaacg

cgcgagatag

tagtgaattc

gtgtgtgcga

gttttctgta

ataaattgtt

atccccgggg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



cggccgceaca

gtgacggcca

ctaaacgcgc

atttccgaat

tgtcgtttta

aattgaaaaa

<210>

<211>

<212>
<213>
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<220>

<223> Téai

<400> 10
gttgatattt

tagtaaccca

cacagcacat

ggttttcatc

caagctgctc

atagtgaacg

ctgatgcatt

aagacacact

gcagtttttt

gagatctgga

atctggagag

aactatactg

acaaacgaat

cgagcgaact

cctcatctaa

tagaataatt

tcaaaatgta

aaattggtaa

td hop

tgacccaaag

aacagtttaa

taacaattct

atgaattttg

agctcagatg

cacagtagaa

tttaaccgaa

gctgagaatc

gtccctacag

gagcaaacta

cacactaatt

taattcgaaa

acgtcctgcet

gatatcgaat

gcccccattt

tgtttattgc

ctttcatttt

ttactctttc

Trinh tu nhan tao

acatgccatt

ttacaagtga

gcgccaaatg

atcagagcat

gaccaaaata

aacagacgga

tcattaaaaa

aacaactgct

accaacatgt

attaaccact

aaccactgag

cccataagcg

31888

tggcctacta
tctagggata
ggacgtgaat
tttcgcctat
ataataacgc

tttttctcca

ctcattgttt
atcaactgga
aatgacagag
aaaccttgtt
atgaacgcgc
gaagctagtg
acagaccaac
atatgtgtga
tttaatcaga
gagaatcaac
cctctttggt

cacatcaaag
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ggccaacgca

acagggtaat

gtagacacgt

aaatacgacg

tgcggacatc

ta

tcagttttat

aacaagatct

tgatttatag

gacaacagaa

gcacagtata

cacactaaaa

atgattagac

tctacctgaa

atgccaatga

aactgctata

cagcatgcag

caactccatt

ggcgetggcec

ccacgtgtag

cgaaataaag

gatcgtaatt

tacatttttg

cctaccaatg

acagactgca

gcactaagct

tagaatcaaa

ttgaaccaaa

atagaactca

cagctatcaa

ataaacagat

taaatcctta

atccttagag

aaatccccaa

gttgatggtt

6480

6540

6600

6660

6720

6762

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gggaatgtta

atgagtatga

tggtgcacag

cacaaaatta

atcggtgaaa

gtggggatgg

atggaatagg

cgggataccc

gggggttggc

tcacaccaaa

gaggaggtta

ctataacggt

cggttcaagc

ccttctcaag

ggatcgtgca

tgtgcgcgac

tatttataaa

acatgattaa

tctaaattgg

taaaaggtcg

ataattctaa

tgatgtcacc

atagagaaat

aaaatatggt

acaatcaaaa

attaagaaca

caatctctag

aaagacagca

gttgtagacc

gcgeegtgag

ggcgeggteg

ggggtggcag

agttaggccc

acctaggtac

cctaaggtag

cgtcaaggca

tttttttttc

aatttctctc

tgctgcttac

ccgtctctaa

atcatataaa

atgaaactat

tctatgttat

gcatgaattg

gtcatgcttg

cagggaaaaa

tgtggacacc

ctaacatgaa

gagcaatgta

acagcCacaca

cacagcaaga

taacctctgt

tgccgtcgag

ggaaacccca

gcggtcgcectg

gaatagtttg

tgaattaccc

cgaatcgttc

cttctatgca

ttgcaaaaat

taggtgtgtg

tttggagatt

ggccaattgce

gtttctaagt

caaacactaa

tataagagta

ctttcttttt

gatcctttta

tcatgttttg

31888

aattgccgta
taagtggatg
tagcacaagt
gcaagatctt
tctctagaac
ccatcctttt
ggcgcegegea
cggcggtcat
ccaggtattg
aaattagaaa
tgttatccct
ttcttggege
accacagtca
catttctttt
tgtgactgtg
acaatatctt
tcaagattca
cttgtttgac
ttttaaaaaa
aagtcgtcta
ggacaaaagg
tggtaaagct

gttgttttta
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aaCaaaccca

ttcagattaa

ggaaattaca

ggaatggatg

agaacatgaa

aatagccgtc

ggggcgceggt

cacggcgagc

atgtgcgcca

gctcgcaatt

aactagatat

gccaagacgc

acttgaatgc

ttttaaaaaa

tgagtaacaa

tctaaaatgc

ttcaacaatt

aagatttttt

tataagagaa

ttctcttegt

agcatgccac

tcaccttcta

tttctaacct

cagggagaac

gtaaggaaaa

aacctttttt

agggtgatga

atgttggaga

gctgccaggt

ttggtgtggg

€g99999aggg

gtcagcatca

gaggtctgtc

cgaattctaa

aaactcggac

cgcttgagtg

agtataattt

tttctctagt

ttcgattact

gaaacgtctc

tagattttca

gctccggaga

cccaacatat

aacacCaagaa

taatctaaca

ccacaataac

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



tttggtttac

aatctttttt

atgaacacac

atagagattc

taaagcataa

gttgaatatt

gcaaacagga

agtggaagcc

tatttttcat

atcctctaaa

tctcaaattt

tcaagtgacc

ccagagaaga

ggcatctccc

gtttccaagt

acggggggat

agccagcccc

acccgatcga

tcaaggtacg

tagctctgtt

ggcctgctag

tatgatggtt

tatttaattt

cattttttgt

cagtacacag

gtaagaaaac

tcgaagtcac

cgccgagaaa

tgaacccgag

actaaaatcg

cctactttag

ggccttctaa

taaaaatggg

tataagttga

tcagtgagcc

gaaccaccgc

tggcgtctgg

ccgttccgec

tcctttccca

atccccagct

tccccaactc

gcgatcgatt

cctgttttte

ttgtgttect

aacttgtcat

cggatagttc

ttgattttag

tacaacgcag

cctacacctt

tattagcgcec

tcccgtaata

tgggtagatt

gtagagagcc

gtataaaatg

aattcactcc

agtctatttt

gggtagagga

cgtttaacgg

cagcgccgag

ccceccteteg

tcctctcaca

ccgctecttce

tctttcccca

cctecgtegtce

atcttccctc

catggctgceg

gtttttccat

actcttgcga

gagatctgtg

31888

ttttagagaa
acgctcatac
gagcaccttc
tcgttgtcaa
aatccagtaa
ccaccgcaaa
cagacaaaag
caatactagt
caaaccccta
atttcaccag
tgactggagt
cgtcgacaag
ccaagcgacg
agacttccgc
cggcacgaaa
cctttccctt
acctcatctt
tctcctegeg
tctctacctt
aggtacaata
ggctgcgagg
tctatggtcc

atccatggtt
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gcgtttataa

acgcacgcac

gaaggactga

cgggaatgtc

aatacgagca

ggacctaacc

cctttcctaa

ggggctccta

gctatagaag

agttgatcgt

tgctctaaac

tttaatctaa

ttgacatctt

tccacctccc

ccgtgacggg

cctctececge

ctctcgtgtt

agcctcgtcg

ctctctctta

gatcggcgat

cacaatagat

ctttaggagt

agtaccctag

caggacctaa

actcacctct

gccggtaaat

gcttaccact

cccgtgecaa

agatcatttc

gagccactcc

aataaacttc

tctcttatcc

aaatttagtc

ggacctatct

cggacaccaa

ggcgeggeac

accggtggcg

caccggcagc

cgctataaat

gttcggcaca

atcccccgcet

tagggcctgce

ccatggttag

ctgatggcgt

ttaggacatc

gcagtggggt

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



tagatccgtg

ggatggttct

ttgccgtggt

gctagctacg

ttattggttt

tgtagatagt

catatatctt

gttcctttat

tagttcttgt

gtactttttt

ttttttaatt

gccctgtett

tgttgtttgg

ttaggccagc

agacgtctac

tagagaggtt

gtattgctta

ctgtttacgt

tgcttaagtc

acgatccatc

cagctggata

tgccagctcc

ctgtagctag

ctgttatggt

agctggttcg

tccgttaaat

tcctgtgeag

ggttttgtct

ttcaatctac

catcttttag

gagatatatt

ttatctaata

tgacatgaac

atttcgatat

catatgctgt

tgatcctttt

tacagcagct

agtgaacttt

gcaagataga

cgctgggecc

gtcacatagg

tatggaggcg

tgttaggttg

caagcatggt

tccaaggcca

ctgtgcatgt

tcgtagatgg

cagataagat

ctgtctgtta

cacttaattg

gactgggctg

ctgtcggttt

atatatcgat

catgcttaga

aacaaataag

ctacggctta

acttgaatga

ttatttgttt

gcaggtgcaa

gatatggccg

aggacagagc

tacccttggt

tggaaggcta

catcaaaggt

caaggtttta

catgaggctt

ggatggcatg

gttaggccag

atgtggtgtg

31888

attctgattg
cgatttcatg
tgatcttagt
tcaggtcata
tagatagttt
attttattaa
aggtttatat
tacatgaaac
gataggtata
ataattagtc
tgtcatatgc
gggactgttt
ccatgtctcc
cggtttgtga
cacaaacacc
tggttgctga
ggaacgctta
tgggcctagg
agtctgtggt
tgggatacac
atgttggttt
ttacccagat

gttactaaaa
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ctcagtaact

atatgctata

ctttgataag

atttttagca

caatctttgt

atttggatct

gttgctgtcg

aacgtgctgt

tgctgcagtt

ttcatcaaat

agcatctgtg

ctttggttga

ggagaggaga

tatcgttaac

acaagagtgg

ggttgagggt

cgattggaca

atccacattg

tgctgttata

agcccggggt

ttggcaaagg

ctgattaatt

taattagtgt

gggaatcctg

tcttgtttgg

gttcggtcgt

tgcctttttt

ctgactgggc

gtatgtgtgt

gttttttact

tacagtttaa

agttttactg

aaaaagcata

tgaatttttg

taactcatcc

ccagttgaga

cattacattg

attgatgatc

gttgtggctg

gttgagagta

tacacacatt

ggccttccaa

acattgcgceg

gattttgagt

aactaggcta

tttccttttg

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



tttggaagca

gatgattcgc

ggaatgtcat

caggacaacg

gatttgctga

agccaatcaa

tacgcccata

ttttatgttt

cttgagccaa

ggcttacgcec

tactttttat

atccgetttg

gccattctag

acacaccata

tctttctttc

tgggcgagag

gctggggctc

gtagatctgce

ctaaacaaga

ctgcttegtce

aatccctcag

cgtgcggagce

cagggcatcc

tatgtgtggt

tagctatccg

gctaaggagg

gagcagcctc

ggtagcggcec

agaggagtga

cgaaataatt

ggcgtgtatt

tcaaagagga

catacgaaat

atttggcgtg

cctataaata

aaccatcttc

agatccaagg

tccgtttttt

gcggcttegt

tcgccggegt

gatccgcegt

tcaggaagag

aggcttagat

cattgttcat

ttttttgtag

agaccctgaa

gaataaatga

tacgtcgttg

gtgccgcggce

ctcagcaaat

gcgttaacaa

tgtagaccta

aaaggctgat

tttaaatttc

gtgatgtaga

aattaaaggc

tatttttaaa

agttttagtt

cacacactca

gaggcctecg

tttccgtcte

gcgcgeccag

ggatccggec

tgttggggga

gggaaaaggg

gtgctagatc

cggtagtttt

gtagaagtga

ccctaactct

31888

tgaactccga
ttctttgatt
ccggeccgtga
cctaccacct
gcttctgeag
aagcaataat
gtgacctgtc
cacggcaatg
cctaaagcaa
tgatgtgacc
tttccacggce
tgtattgatc
agccacacta
ccgcecgeegg
ggtctcgatc
atcggtgcgce
cggatctcgce
gatgatgggg
cactatggtt
tttctttctt
tcttttcatg
tcaaccatgg

aacttccaca
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tgttcctcte

tgatgatgag

cggccacgag

catttaaata

aattcgtcaa

ggagccatga

ggtctctcag

acgatgtgac

taatggagcc

tgtcggtctc

aatgacgatg

gacacggtcg

ttggagaaca

taaccacccc

tttggccttg

g9g9g9aggggcyg

ggggaatggg

ggtttaaaat

tatattttta

ctttttgtgg

atttgtgaca

cccagatcaa

agccgcaagt

tataaatctt

attgaaaaat

cgaactcctg

gagtgaggtt

cgagatcttg

cgtaagggct

aacctttact

ccaacgagat

atgacgtaag

tcagaacctt

tgacctgtgc

agaagacacg

cacagggaca

gcccectetec

gtagtttggg

ggatctcgcg

gctctcggat

ttccgeegtg

tatatttctg

gtagaatttg

aatgcagcct

caacatggcc

gcccaagtct

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240



agctccttec

ctgaagaaag

gcgactgect

gagctgagceg

cagcctgacg

agcgacggca

ggcggtgggce

gttaggtcgt

gctctggecg

acggtcggceg

gatttgggcc

ctcgaaaggg

ggcacgccct

tggaacgaca

gagggcacac

accgaggcta

gagatggacg

gtcgtggagg

atgctgtcct

ctagaggccg

cgtatgctca

gatgagacat

taatcgccaa

tcgtgttcgg

actcgatctt

gcatgctcac

agaagccctt

gcgtagtggc

tcctegtcaa

agtgtgtcca

tccctgttgt

atccaggagc

gttacgggca

acgctcagta

aggtcatcgt

ctgtgctcat

tccgctggaa

ccaaagagca

gttgccacta

gtgttcttcg

ctatcgagcg

gcgacgaggc

cctgaggtac

ttcaggttygg

ctctgtattg

cagattcggc

ctccaagaag

catgcagaag

cttcgttagg

gggtcgcacc

ggccctgett

cgggcatctt

caacccgcac

cgagcgcgac

cattcccgac

cgtcgattgt

cgtgcaccgg

cggcgacgga

ggcgaagttt

taaggtctcc

gtcaatccac

cttcttcgge

atcttggcaa

taggcgcgec

cgcagttaga

cgagctcgtc

agccaatttg

tgtttctttc

gatgaataaa

31888

ctcaagaata
ttctgctect
aacgcctggt
atcctagaca
gacatctgcc
cagtgcccgt
ggcaacggcg
gcactgatct
ttcggttgcec
aactataagc
gctaacgctc
gagattcagg
ctcagaggcg
gcgatgctga
agcagaggga
tcgtcacgga
gcgcaagctc
tacgttgagg
gtgtcgegeg
aatcactagt
gttgatgtgt
cccagtgttt

tgagaaataa
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gcgccaattce

ttcgcatcag

acgtcgccgce

ctccgttagce

cgcataggtt

accacgggct

cacggccagce

ggatctggcc

gcgtggaccc

tccttgtgga

agactgacgc

cgctgatgaa

cgaacacgcc

acttcatcgc

cccatattct

atttcgggat

tcgtcaagga

cgaacggtat

agatagaaaa

gaattctgca

gtgcgagttc

tctgtacttg

attgttctga

catgctggtc

tgcttecggtt

tctcecctgag

cctttaccgce

cgctccgetc

ggaatttgac

ttccctcaac

tggcgaccca

agcctatcgg

caaccttatg

ctttgaccgt

gatccctgga

cgtggacgcc

cgttgcgecc

tacaccggaa

agacgatccg

agataaggtg

taggcccgceg

gctggagceag

tgcgtttgga

ttgcgagtct

tgtaatcggc

ttttgagtgc

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



daaaadaaaag

acgaatacgt

cgaactgata

atctaagccc

ataatttgtt

aatgtacttt

tggtaattac

acgataagtc

ttgggcactc

taccgagagc

caaacgctcg

agcgccaagc

gcaaaatata

tatgtagaca

attttgttcg

aaaatggaaa

atttcaggag

tcatccagtt

tccacatgtc

gaaagttgtc

tcgagtgctt

agtgcatagt

gcataatgat

gaattagatc

cctgcttggce

tcgaattcta

ccatttggac

tattgctttc

cattttataa

tctttectttt

acaaccataa

ggcaaagact

aggacgctcg

gcaaagggcc

gttggcactc

tttttctttt

tacatgttcc

tttaattgaa

accatgaatg

tagacccgaa

gttttaaaat

atgatatcat

catagttcac

cagacactcg

tcgttcacat

gacttggaca

tgtgtgtgtt

ctactaggcc

gggataacag

gtgaatgtag

gcctataaat

taacgctgcg

tctccatagce

tacatactat

tctttaccgg

gtacagggag

gtcagcagcc

ggcaaaacaa

ttctttttgc

attttggcac

ttttctcgga

caaaaatgat

tttttgagca

tgtataaaac

catatgtaga

tgagcctctt

gcaaataagt

agctaactaa

taatgaaata
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ttttggatcc
aacgcaggcg
ggtaatccac
acacgtcgaa
acgacggatc
gacatctaca
attcgcaata
tagaatccgg
caaagtccta
acactcggca
gtctatagca
gtgttgccga
aaccaaactt
aattataaaa
taattcagat
atccatgtta
ccatgctcac
acaaacaaaa
ggttgtgata
tgtcgagtgt
tgtttccagt
ttggttcatt

aaatacatag

c€cggggeggce

ctggccgtga

gtgtagctaa

ataaagattt

gtaatttgtc

tttttgaatt

cagttagatg

ctctttgecg

ctctcggtaa

aagacctctt

gatgtttatt

gtgcttaaat

tctgtggttt

gtgtttgcta

ttgaactaca

tttagcacaa

gaaacatgac

tcaaaaaatc

aaaagttgaa

cacactcggc

agtgacatta

aCaaagaaac

gttgagggaa

cgcacCaacaa

cggccacgag

acgcgccctc

ccgaattaga

gttttatcaa

gaaaaaaaat

cgagtgaagc

agtgcttttt

cgaccacgtt

tgtcgagtgc

atctttgccg

tggacactcg

gttcctacac

taaatattag

agtcactcaa

gttacggccg

tgtgaacttg

atgaaacttg

aatatttcgt

aaagcctttg

atagaaaaag

attagaacaa

ccaaacataa

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000



tggaacacag

tacgccaatt

gtatcatttg

gattgtgatg

gggaccttgt cctcgacaa

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

<220>
<223>

<400>

11
33
ADN
Trinh tu nhan tao

Tai td hop

11

31888

aacaaataga ggacaacatc atagaaaacg

gctccacgcc aagtccataa gtgctcgatg

agactagtga tgttgtggtg ggagcatagc

agagatccac gtgcactcca attgcggcaa

gaattgaaaa aaaattggta attactcttt ctt

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

<220>
<223>

<400>

12
24
ADN
Trinh tu nhan tao

Tai té hop

12

atcgtgcttc actcgcatct aact

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

<220>
<223>

<400>

13
19
ADN
Trinh tu nhan tao

Té4i té hop

13

ctccatagca ttcgcaata
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acataacttc acatgggttt

agatcatgtt gaagttggtt

cactctgtac gaacttcagg

actcaacatt acttgcacgt

9060

9120

9180

9240

9259

33

24

19



31888

<210> 14
<211> 81
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai tb hop

<400> 14
attagaaagc tcgcaattga ggtctgtcga ggaggttaac ctaggtactg aattaccctg

ttatccctaa ctagatatcg a

<210> 15

<211> 61

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai tb hop

<400> 15
tggcgcgeca agacgcaaac tcggaccggt tcaagccgtc aaggcacttc tatgcaacca

<210> 16
<211> 59
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai td hop

<400> 16
atcctgttgt ttggtgatcc ttttgcaggt gcaaccatgt ctccggagag gagaccagt

<210> 17
<211> 56
<212> ADN

-56-

60

81

60

61

59
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Tai td hop

<400> 17
ccagttaggc cagttaccca gatctgatta attaactagg ctactgtagc tagctg

<210> 18
<211> 99
<212> ADN
<213> Trinh tu nhédn tao

<220>

<223> Ta&i td hop

<400> 18

aaaaatggaa tgtcatgcta aggagggtgc cgcggcccgg ccgtgacggc cacgagcgaa

ctcctgcagg acaacggagc agcctcctca gcaaatcct

<210> 19
<211> 56
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tai té hop

<400> 19
tgaggttgat ttgctgaggt agcggccgcg ttaacaagct tctgcagaat tcgtca

<210> 20

<211> 55

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Tai tbé hop

<400> 20
aggtagaagt gatcaaccat ggcccagatc aacaacatgg cccagggcat ccaga

-57-

56

99

56

55



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

<220>
<223>

<400>

31888

21
91
ADN
Trinh ty nhdn tao

Tai té hop

21

cgcgagatag aaaagctgga gcagctagag gccgcctgag gtaccgagct cgtcaatcac 60

tagtgaattc tgcatgcgtt tggacgtatg c 91

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

<220>
<223>

<400>

22
67
ADN
Trinh ty nhdn tao

Tai td hop

22

ctagggataa cagggtaatc cacgtgtagc taaacgcgcc ctcatctaag cccccatttg 60

gacgtga 67

-58-





